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RESUMEN

En Espana, la legislacion minera obliga, desde el afio 1982, a que todas las actividades mineras realicen
trabajos de restauracion con el fin de devolver al entorno aquellos terrenos afectados por las actividades
extractivas. En la presente tesis doctoral se ha comprobado la aplicabilidad de los lodos de depuradora
que han sido sometidos a secado térmico, como fuente de materia organica (MO) y nutrientes para
sustratos minerales de restauracion (residuos de extraccion y de trituracion) de areas dedicadas a
actividades extractivas de piedra caliza a cielo abierto. La mayoria de los trabajos de restauracion de
canteras se realizan con residuos de extraccion de la propia explotacion, sin embargo hasta el momento no
se habian utilizado los residuos de trituracion. Los residuos de trituracion, contienen un alto porcentaje
de fragmentos gruesos, que los hacen inhospitos para la vegetacion debido a su pobre capacidad de
retener agua y a su capacidad limitada para suministrar nutrientes, por lo que la revegetacion directa seria
casi imposible. En nuestro trabajo hemos utilizado parametros bioquimicos como indices de calidad del
suelo o indicadores del éxito de la restauracion. Los valores obtenidos en dichos indicadores se han
comparado con los de los suelos naturales con minima perturbacion antropogénica considerados
representativos de los distintos tipos de suelos que existen en Catalufia. Para facilitar los procedimientos
rutinarios de analisis del suelo se evalud el efecto del pre-tratamiento de los suelos (secado al aire o

secado al aire y rehumedecimiento) sobre los parametros bioquimicos.

En la primera parte de la tesis el estudio del rango de valores de Carbono organico (C), C-
biomasa microbiana (CBM), carbohidratos totales (CHT), carbohidratos extraibles (CHE), respiracion
basal (RB) y actividades B-glucosidasa (GLU) y B-galactosidasa (GAL) en los suelos naturales mostro
que estos valores son muy variables, pero estan generalmente dentro del rango de valores previamente
publicados para suelos nativos bajo condiciones mediterraneas. Las variables C, CHT y CHE, CBM y
GLU (directamente relacionadas con el contenido de MO, y con el contenido y actividad microbiana)
fueron apropiadas para caracterizar los diez suelos estudiados. El secado al aire de las muestras de suelos
puede considerarse un pre-tratamiento valido en las evaluaciones de CBM, RB, GLU y GAL de estos
suelos. En cambio, el secado al aire y rehumedecimiento sobreestima y modifica el rango de las

actividades enzimaticas estudiadas.

En la segunda parte de la tesis, se evalud el efecto de tres lodos sometidos a secado térmico sobre
CHT, CHE, Carbono organico extraible (COE), CBM, RB, GLU y GAL y sobre las caracteristicas
fisicoquimicas de dos tipos de suelos residuales (de extraccion y de trituracion), y se compar6 con la que
proporcionaron tres lodos compostados. El ensayo se realizo en lisimetros que fueron llenados con las
mezclas de lodo-suelo residual y con los controles, y los muestreos se realizaron inmediatamente después
de la preparacion de las mezclas y luego de dejarlos en el campo 13 meses. La adicion del lodo mejoro

claramente las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de los suelos residuales y el efecto del tipo de



lodo fue mayor que ¢él del tipo de suelo. El efecto de lodo fue generalmente mas duradero sobre el suelo
de trituracion. Segun los cambios observados en CBM y RB, no hay pruebas de que los lodos tuvieran
efectos toxicos importantes. La pérdida MO luego de 13 meses de agregada la enmienda fue menor en las
mezclas que contenian lodos compostados. El efecto de los lodos disminuyd mas en el tiempo en los
parametros asociados a la MO facilmente degradable (RB, COE, CBM y CHE). El tipo de suelo residual
empleado como substrato solo tuvo efecto sobre los parametros que caracterizan la composicion de la
MO del suelo: COE, CHT y CHE, sin embargo no afecté el CBM, RB vy las actividades enzimaticas. Los
exudados radiculares y los restos vegetales contribuyeron al incremento los valores de GLU y GAL. El
efecto de los lodos difirid con el post tratamiento de los lodos; el secado térmico hizo la MO mas
facilmente degradable. Los datos obtenidos en las muestras finales secadas al aire para CBM, GLU y
GAL fueron representativos de aquellos obtenidos en muestras a humedad de campo. En contraste, el
secado al aire y rehumedecimiento de las muestras de suelo sobreestima los valores de las actividades
enzimaticas GLU y GAL, y las estimaciones en estas condiciones no fueron representativas de las

realizadas a humedad de campo.

En la tercera parte de la tesis se evalud la efectividad del proceso de restauracion comparando los
valores de los parametros de los suelos restaurados con lo de los suelos naturales y también con los
valores obtenidos en una experiencia previa de caracteristicas similares (experiencia RUBAU). Los
indicadores bioldgicos evaluados nos permitieron asimilar los suelos restaurados a los suelos naturales
con caracteristicas climaticas y litologicas similares, es decir suelos carbonatados con un contenido de
organica menor al 3%, y con pH superiores a 8 correspondientes a la zona mas arida. Los suelos
restaurados no mostraron correlacion significativa entre las actividades enzimaticas y la MO. Los suelos
restaurados de RUBAU presentaron valores superiores de CBM, CHT y CHE, sin embargo, los valores
de RB, GLU y GAL en estos suelos han sido inferiores a los hallados en nuestros suelos restaurados. Los
valores medios de CBM en las muestras de suelos naturales secado al aire fueron significativamente
menores que aquellos de suelos a humedad de campo. En cambio, en los suelos enmendados con lodos no
se observaron diferencias significativas luego del pre-tratamiento. El secado al aire aument6é la RB de los
suelos naturales, en cambio en los suelos enmendados con lodos, solo la mitad de las muestras analizadas
aumentaron los valores de RB respecto a las muestras a humedad de campo. No se observaron diferencias
en los efectos de secado al aire y secado al aire mas rehumedecimiento sobre los valores GLU y GAL

entre suelos restaurados y suelos naturales.

Palabras claves: Suelos de Cataluria, suelos restaurados, lodos de secado térmico, lodos Compostados,
actividad microbiana del suelo, enzimas del suelo, bioindicadores de suelo.



ABSTRACT

Since 1982 Spanish legislation obliges all companies engaged in mining to carry out restoration work
with the view to environmentally recuperate the lands affected by their activities. The present thesis has
shown the applicability of sewage sludges that had been subjected to thermal drying or composting, as a
source of organic matter (OM) and nutrients to restore mineral substrates (extraction and trituration
residues) of areas dedicated to limestone quarrying activities in the open. Presently the quarry restoration
activity is being performed with extraction residues; however so far no trituration residues have been used
in reclamation work. Trituration residues have a high content of coarse fragments which makes these
residual soils inhospitable to vegetation, due to their poor water holding capacity and limited ability to
deliver nutrients to the plants; this fact making direct re vegetation almost impossible. In our work we
used biochemical parameters as soil quality indices or indicators of restoration success. The values of
these indicators were compared with those of natural soils with minimal anthropogenic disturbance. To
facilitate the routine procedures of soil analysis, the effect of pre-treatment (air drying or air drying and
rewetting) of the soil on its biochemical parameters was evaluated.

In the first part of this thesis B-glucosidase (GLU) and B-galactosidase (GAL) enzyme activities, total
(TCH) and extractable (ECH) carbohydrates, organic carbon (C), extractable organic carbon (EOC), basal
respiration (BR) and microbial biomass carbon (MBC) were determined in natural soils The studied
biochemical properties were highly variable between sites but their values were generally inside the range
of those published before concerning native soils under Mediterranean conditions. The variables C, TCH,
ECH, MBC and GLU were appropriated to characterize the ten studied soils. Air-drying soil samples can
be considered as a valid pretreatment in MBC, BR, GLU and GAL evaluation of these soils, whereas air-
drying plus rewetting led to an over estimation and a change in the ranking of both enzyme activities
compared with field-moist samples

In the second part of the thesis we aimed to evaluate the effects of three composted and three thermally
dried sewage sludges on C, EOC, GLU, GAL, TCH, ECH, BR and MBC and on some physicochemical
characteristics of two types of debris (extraction soil and trituration soil) from a limestone quarry.
Lysimeters filled with debris-sludge mixtures and control soils were sampled immediately after
preparation and after being left in the open for 13 months. Adding sewage sludge clearly improved the
physicochemical and biological properties of the residual soil and the effect of the type of sludge was
greater than that of the type of soil. The sludge effect was generally more durable over the trituration soil.
At the end of the experiment the loss of organic matter was lower in the soils amended with composted
sludge than in those amended wit thermally dried sludge. The sludge effect decreased the most in MR,
EOC, MBC and ECH endpoints. The soil type only affected EOC, TCH and ECH. Root exudates and
plant debris contributed to B-glucosidase and B-galactosidase activities in the treated soils. The sludge
effect differed with the post treatments of the sludges: thermal drying made the sludge organic matter

more easily decomposable. Tthe values of MBC and of -glucosidase and -galactosidase activities in air-



dried soils had the same ranking as in field-moist soils, whereas air-drying plus rewetting led to a change
in the ranking of both enzyme activities compared with field-moist samples.

In the third part of the thesis we evaluated the effectiveness of the restoration process by comparing the
values of the parameters of restored soils with those of natural soils and also with those of residual soils
(RUBAU soils) that had been restored in a previous experience with similar characteristics. Evaluated soil
biological indicators allowed us to assimilate restored soil to natural soils with similar climatic and
lithological characteristics, namely carbonate soils with organic content of less than 3% and pH 8. The
restored soils did not show significant correlation between the enzyme activity values and the value of C.
The RUBAU soils presented higher values of MBC, TCH and ECH than our restored soils; nevertheless,
the values of MR, GLU and GAL in these soils were lower than those present in our soils. MBC's average
values in the samples of the natural air dried soils were significantly minor than those from soils to field
moisture. On the other hand, in the soils amended with sewage sludge, significant differences were not
observed after the pre-treatment. Air drying increased the BR of all the natural soils, whereas only 50% of
the air dried soils amended with sewage sludge had higher BR values than those of their corresponding
field moist samples. Differences were not observed in the effects of air drying or air-drying plus rewetting

on the GLU and GAL values of restored and natural soils.

Keywords: Catalonia soils, soil restored, thermal drying sewage sludge, composted sewage sludge, soil
microbial activity, soil enzymes, soil bioindicators.
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1. INTRODUCCION GENERAL

Introduccién general

1.1 Concepto de calidad del suelo

La formacion de los suelos depende de un largo y complejo proceso de descomposicion de las rocas, en el
cual intervienen factores fisicos, quimicos y bioldgicos. La interaccion de éstos factores, con factores
ecologicos, provoca la desintegracion de los minerales que, unidos a los restos de animales y plantas en
forma de materia orgénica, originan el suelo. El suelo no es un cuerpo estatico sino que mantiene un
equilibrio dindmico con el medio que lo rodea, de modo que continuamente se esta formando y
destruyendo. La destruccion del suelo esta provocada por los fendmenos erosivos cuya intensidad natural
es similar a la de su formacion, una vez alcanzado el equilibrio y el espesor maximo que corresponde a su
situacion natural. Desde este punto de vista, el suelo se considera un recurso natural renovable, pero el
equilibrio del suelo puede ser facilmente alterado, y la superficie de terrenos fuertemente degradados
tiende a aumentar con el consiguiente deterioro del paisaje y de la productividad agricola o ecologica. Por
la forma en que se ha incrementado su velocidad de destruccion, mientras que la de formacion permanece
invariable, el suelo se ha convertido en un recurso no renovable (al menos en una escala de tiempo

humano).

El suelo, considerado uno de los ecosistemas terrestres mas vitales, es esencial para la
continuidad de la vida en el planeta. Como fuentes, depositos y transformadores de nutrientes de las
plantas, los suelos poseen una influencia primordial sobre los ecosistemas terrestres. Los suelos reciclan
continuamente restos de plantas y animales, son los mayores sistemas de soporte de la vida humana y
determinan la capacidad de produccion agricola de las tierras. Los suelos pueden amortiguar y filtrar
contaminantes, almacenar humedad y nutrientes, y son también importantes fuentes y receptores de CO,,
metano y 6xido nitroso. Son un sistema clave para el ciclo hidroldgico y también constituyen un archivo

de informacion sobre las condiciones climaticas pasadas y de las influencias humanas (Blum, 1998).

Los suelos europeos, y particularmente los mediterraneos, cuentan en su haber con una larga
tradicion de uso que los sitia entre los suelos terrestres mas afectados por la presion antropica, lo que los
ha llevado a que perdieran calidad y fertilidad (Rubio y Recatala, 1998). La idea de desarrollar criterios
de calidad de suelo y utilizarlos para facilitar el mejor uso y manejo del mismo fue introducida hace mas
de 30 afios (Alexander, 1971 , Warkentin y Fletcher, 1977) pero su mas rapida evolucion y adopcion se
dio durante la ultima década (Karlen et al., 2003). En el pasado, la calidad del suelo se entendia como la
capacidad inherente del suelo para suministrar nutrientes esenciales a las plantas. Este criterio ha variado:

Larson y Pierce, (1991) definen la calidad del suelo como “la capacidad de un suelo para funcionar
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dentro de los limites del ecosistema y para interactuar positivamente con el ecosistema circundante”. La
calidad del suelo comenz6 a ser vista como un instrumento sensible y dinamico para documentar la
respuesta del suelo al manejo, o a la resistencia al estrés impuesta por las fuerzas naturales o usos
humanos (Arshad y Coen, 1992; Haberern, 1992). Doran (2002), define la calidad del suelo como la
“capacidad de éste para funcionar dentro de los limites de un ecosistema, sostener la productividad de
plantas y animales, mantener o mejorar la calidad del aire y del agua, y sostener la salud humana y el
habitat”. La calidad debe interpretarse como la utilidad del suelo para un propodsito especifico en una
escala amplia de tiempo (Carter et al., 1997).

Con frecuencia el suelo tiene la capacidad de amortiguar los efectos de condiciones
potencialmente perjudiciales o puede filtrar materiales incorporados que son potencialmente peligrosos,
por lo menos hasta un cierto valor. En algunas circunstancias el potencial del suelo para atenuar las
consecuencias del cambio por influencias externas, por ejemplo, las aplicaciones de lodos de depuradora
que contienen metales pesados, podria ser considerado una propiedad de alto valor del suelo. En este
contexto, el suelo podria tener una gran calidad, pero por esta capacidad amortiguadora, en el suelo
pueden acumularse contaminantes hasta niveles que sobrepasen un umbral y como consecuencia, el suelo
enmendado se consideraria de mala calidad (Nortcliff, 2002). Los cambios en la calidad del suelo pueden
ocurrir por muchas razones, en la Tabla 1.1 se resumen una serie de procesos asociados con el uso del

suelo que reducen la calidad del mismo.

Tabla 1.1: Procesos asociados con el uso y practicas de manejo que reducen la calidad del suelo
(Carter et al. 1997).

Proceso Efecto en la calidad/atributos del suelo Posibles efectos en el ambiente

Remocion de los primeros centimetros de
suelo, pérdida de nutrientes, reduccion de ~ Deposicion de materiales del suelo
la capacidad de regular los flujos de agua y pesticidas en rios y arroyos.

y energia.

Erosion

Erosion y degradacion del suelo
incrementados; efecto invernadero
incrementado, debido a la
liberacion de CO,.

Reduccion de la fertilidad y la estabilidad
Pérdida de materia ¢ |4 estructura; reduccién de la capacidad

organica de regular el flujo de energia en el suelo.

Reduccion de la porosidad y la estabilidad
Pérdida de estructura del suelo; reduccion de la capacidad de
almacenar y transmitir agua en el suelo.

Incremento de la escorrentia y de la
erosion hidrica.

Exceso de sales solubles y desbalance
Salinizacién nutricional; medio adverso para el
crecimiento de los cultivos.

Incremento de suelo desnudo y
erosion del suelo por el viento.

et Presencia de toxinas; se sobrepasa la Movimiento de elementos quimicos

quimica capacidad tamponadora del suelo. por escorrentia y/o lixiviacion.
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Ademas de los procesos mencionados en la tabla 1.1, debemos agregar la impermeabilizacion o
sellado del suelo por la construccion de viviendas, carreteras y otras infraestructuras, la compactacion,
derivada de la utilizacion de maquinaria pesada, la intensidad del pastoreo, etc., y la disminucion de la

biodiversidad.

1.1.1 Importancia y significado de la materia organica como indicadora de la calidad del suelo

1.1.1.1 La materia orgadnica y su composicion

La casi totalidad de la materia organica presente en los suelos proviene de la macroflora, mientras
que la mayor parte de los compuestos originados en su descomposicion se deben a la actividad de la
microflora.

La materia organica (MO) es un atributo clave en la calidad el suelo, ya que contribuye de manera
importante en sus principales propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas. Tiene una relacion directa con la
estructura del suelo, con los ciclos de los nutrientes, con la movilidad de los contaminantes, y promueve
la actividad biologica. Por este motivo, la materia organica es necesaria para evitar la degradacion, para
aportar nutrientes a los cultivos y para mantener equilibrios vitales en el suelo, entre otras funciones. La
materia organica del suelo es una mezcla de compuestos organicos de complejidad variable, desde los
residuos poco transformados hasta el material altamente humificado. Ambos extremos tienen
caracteristicas, propiedades y composicion diferentes, que afectan a su velocidad de descomposicion asi
como a la cantidad de nutrientes liberados (Doran y Parkin, 1994). Estas diferencias en el estado de
trasformacion de la MO permiten distinguir fracciones que se caracterizan por sus diferentes efectos

segun su calidad o resistencia a la degradacion.

En los ultimos afios se ha prestado especial atencion a la separacion de dos fracciones organicas:
la MO humificada o asociada con la fraccion mineral (MOM) y la MO joven o particulada (MOP). La
primera es una fraccion estable en el tiempo, dificil de degradar por su estructura muy compleja y
diferente a la del material que le dié origen. De alli que normalmente hablamos de una composicion
transformada. Este alto grado de transformacién a su vez va acompafiado de diferentes formas de
proteccion (la proteccion fisica en microporos por la asociacion con las particulas minerales del suelo o la
proteccion biologica realizada por los microorganismos integrados en su estructura) que la hacen
resistente a la degradacion. Esta fraccion constituye la porcion principal y abarca el 85-95% de la reserva
total de MO (Anderson 1979). Por el contrario, la MOP es una fraccién poco transformada y por su
menor grado de asociacion con la parte mineral del suelo resulta una fraccidon mas susceptible a la
oxidacion. Esta formada por restos organicos identificables y productos de su descomposicion o los
productos de la actividad vital de la poblacion microbiana; entre estos productos encontramos proteinas y
aminoacidos, hidratos de carbono, acidos organicos de distinta naturaleza, ceras, resinas, ligninas y otros
(Galantini y Sufier, 2008). Todos estos compuestos representan aproximadamente el 10-15% de la reserva

total de MO; constituyen la parte mas dindmica de la MO del suelo y se encuentran asociados a la
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disponibilidad de los nutrientes (N, P y S) en el corto plazo. Es por esta razon que los componentes
labiles de la materia organica pueden ser menos apropiados para indicar la calidad del ecosistema suelo.
En cambio los componentes estables, como los materiales humificados (MOM), pueden ser mas
apropiados para la definicion de “calidad del suelo” ya que pueden ser considerados como indicadores de

la historia del suelo (Masciandaro ef al., 1999).

La materia organica en el suelo sigue dos caminos generales de transformacion; uno de ellos es su
rapida mineralizacion; otro es la formacion de complejos coloidales humicos, estables y resistentes a la

accion de los microorganismos (humus), y por lo tanto de lenta mineralizacién.

En términos generales el humus se mineraliza a razéon 1,5% a 2% al afio, en cambio la materia organica

que se mineraliza rapidamente lo hace a razon de un 30% a 40% al afio.

El papel de los microorganismos en la modificacion de la materia organica se puede sintetizar de la

siguiente manera (Frioni, 1999):

» Descomposicion de la materia original en compuestos simples, incluyendo la materia organica
que sirve como unidad estructural en las moléculas de las sustancias htimicas, como las de
taninos y ligninas

» Generacion de productos de resintesis y del metabolismo que forman parte de las moléculas de
humus (amino-acidos, proteinas, amino-azucares y compuestos de naturaleza aromatica)

» Produccion de fenoloxidasas que oxidan los polifenoles a quinonas.

Comparando los residuos humificados y no humificados, se observa que las mayores pérdidas durante
la humificacion corresponden a azlcares, almidon, celulosa, grasas y ceras. Las pérdidas en proteinas y
descomposicion de hemicelulosa son menores debido a su sintesis secundaria en las células microbianas.

Las ligninas son los compuestos mas estables y sufren muy pocas pérdidas.

Al modificar la acidez y la alcalinidad hacia valores cercanos a la neutralidad, el carbono organico de
suelo (C) aumenta la solubilidad de varios nutrientes. La materia organica del suelo proporciona coloides
de alta capacidad de intercambio catidonico. Su efecto en las propiedades fisicas se manifiesta mediante la
modificacion de la estructura y la distribucion del espacio poroso del suelo. La cantidad de C no solo

depende de las condiciones ambientales locales, sino que es afectada fuertemente por el manejo del suelo.
Carbono y Nitrogeno organico

El carbono organico del suelo (C) es un componente importante del ciclo global del C, y representa el

69,8 % del C organico de la biosfera (FAO, 2001).

El C organico del suelo es el principal elemento que forma parte de la MO, por esto es comn que

ambos términos se confundan o se hable indistintamente de uno u otro. Al respecto cabe sefialar que los
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métodos analiticos determinan C, (oxidacion humeda o calcinacion) y que la MO se estima a partir del C

multiplicado por factores empiricos como el de van Benmelen, de valor 1,724 (Jackson, 1964).

El N organico del suelo consiste de una mezcla heterogénea de compuestos que van desde los
residuos de animales y vegetales, biomasa microbiana, metabolitos microbianos adsorbidos sobre los

coloides del suelo y sustancias organicas humificadas de mayor estabilidad (Curtin y Weng, 1999).

El N organico total esta constituido por una fraccion activa y otra pasiva (Jansson, 1958). La
primera la componen gran parte del N de los residuos frescos de cosechas (en cultivos) u hojarascas (en
bosques) o el N de la propia biomasa microbiana, responsable de su mineralizacion. La fraccion pasiva es

un material humificado y bioestable, que ya no participa activamente en el proceso catabdlico.

Posiblemente a excepcion de pequefias cantidades de nitrogeno (N) de origen geogenico
(procedentes de la roca madre, de actividad volcanica, o de la lixivacion de mineralizaciones), el N es el

unico nutriente esencial para las plantas que no se libera por la alteracion de los minerales en suelos.

La mayor proporcién del N en la tierra se encuentra en la materia organica del suelo (55 x 10'°t).
Los microorganismos convierten el N organico en formas minerales (NOs,, NH;"). Estas formas de N
constituyen el sustento de la biomasa en crecimiento (plantas y animales). Un compartimiento de
relevancia esta constituido por los vegetales y sus residuos (1,77%) y una muy pequefia fraccion
corresponde a los organismos (0,17%) y a las formas disponibles de N (0,17%) (Haynes, 1986, citado por
Echeverria y Rozas, 2005).

La relacion C/N es un parametro que evalua la calidad de los restos organicos de los suelos. Es
importante conocer la relacion C/N de los residuos que se incorporan al suelo para poder determinar el
tiempo y la cantidad de N que sera inmovilizado por los microorganismos del suelo, que utilizan el N para
descomponer los restos organicos (inmovilizacidon microbiana), por lo que este nutriente no esta
disponible para la planta durante el periodo inicial de descomposicion de los restos. Generalmente una
relacion 20:1, es decir 20 partes de C por 1 parte de N, marca el limite entre la inmovilizacion y

liberacion de N.

En general, los lodos de depuradora contienen una gran cantidad de nutrientes para las plantas,
tales como nitrogeno (N) y fosforo (P), y su reciclaje se ha practicado durante décadas en la agricultura
como sustituto de la fertilizacion mineral. La velocidad con que las fuentes de nitrogeno organico se
mineralizan depende de las propiedades del suelo y del residuo organico utilizado (Parker y Sommers
1983). Dependiendo del tipo de residuo adicionado al suelo se puede producir una fuerte inmovilizacion
del nitrégeno como en el caso de suelos que han sido mezclados con residuos sélidos urbanos e incubados
durante 42 semanas en laboratorio (Delgado et al. 1999), una ligera inmovilizaciéon como en el caso de los
lodos de secado térmico y excretas solidas o una liberacion rapida del nitrogeno como en el caso de los

lodos frescos o purines (Martin et al., 2006).
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C y N mineralizables

El carbono y nitrogeno mineralizables son un buen estimador de la materia orgénica labil, que consiste en
materiales con una relacion promedio relativamente alta de C/N (15 a 30) y una corta vida media (la
mitad de esos materiales pueden ser metabolizados entre unos pocos meses y unos pocos afios). Los
componentes incluyen la biomasa viva, alguna de las particulas finas de detritus (la referida MOP), la
mayoria de los polisacaridos y otras sustancias no humicas, asi como algunos de los acidos falvicos mas
labiles. Este pool activo provee la mayoria del sustrato facilmente accesible para los microorganismos y
la mayoria del nitrégeno mineralizable. Es responsable de gran parte de los efectos beneficiosos sobre la
estabilidad estructural, que conduce a aumentar la infiltracion de agua, la resistencia a la erosion y la

facilidad de laboreo. Este pool raramente sobrepasa del 10 al 20 % del total de MO.

Fraccion ligera

El fraccionamiento fisico del suelo que usa la separacion por densidad puede ayudar a evaluar la dinamica
de la MO. La fraccion ligera (FL) es un material relativamente inalterado y esté caracterizada por una alta
relacion C/N, tiene una rapida tasa de recambio, su densidad especifica es menor que la de los minerales

del suelo y es de origen mas reciente que la fraccion pesada (FP).

1.1.1.2 Transformaciones de la materia organica. Consideraciones generales metabolicas

Las transformaciones de la materia organica se realizan principalmente por hidrolisis, oxidacion-
reduccion, generacion de radicales libres, condensacion y polimerizacion o fototransformacion
(Kononova, 1966). La mayor parte de las transformaciones de las moléculas orgénicas transcurre en la
solucion del suelo y estan reguladas por enzimas que afectan a los mas de diez mil compuestos diferentes
que puede llegar a tener un suelo. Las enzimas del suelo pueden proceder tanto de microorganismos como
de plantas y animales, aunque se considera que la fuente principal de enzimas son los microorganismos;
no obstante, la aportacion de cada uno de éstos, respecto al contenido enzimatico total, varia
considerablemente. Globalmente son las bacterias las que contribuyen mayoritariamente al pool
enzimatico, ya que se estima que son responsables de mas del 90 % de los procesos de degradacion de la
materia organica, aunque otros organismos o los exudados radiculares participan significativamente en
determinadas transformaciones (Nannipieri et al., 2002).

Los ciclos biogeoquimicos se mantienen porque practicamente todos los compuestos organicos,
incluso los xenobioticos persistentes y compuestos polifenolicos de origen natural son degradados por los
microorganismos del suelo; el 80-90% de los procesos en el suelo son reacciones mediadas por los
microbios (Nannipieri y Badalucco, 2003). La actividad metabodlica es la responsable en un suelo de

procesos, por ejemplo, tan importantes como los de mineralizacion y humificacion de su materia
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organica, lo cual incide sobre otra serie de procesos en que se ven incluidos elementos fundamentales en
el suelo (C, N, P y S), asi como todas las transformaciones en que interviene la biomasa microbiana del
suelo. La actividad biologica del suelo se sustenta en las substancias organicas en distintas etapas de
descomposicion y en los microorganismos vivientes que utilizan el sustrato organico como fuente de
energia y de carbono. En el suelo ocurren procesos catabolicos y anaboélicos en torno a los materiales
organicos e inorganicos. El primer proceso proporciona moléculas simples, ATP, energia caldrica y CO,,
gas que se utiliza como indicador de la actividad microbiana del suelo. El segundo proceso, el
anabolismo, consiste en la sintesis de biomoléculas mas complejas a partir de moléculas mas sencillas,
organicas o inorganicas, con requerimiento de energia (reacciones endergénicas) y de poder reductor, al
contrario que el catabolismo. Los microorganismos autdtrofos son capaces de sintetizar sus biomoléculas
partiendo de sustancia inorganicas, mientras que los microorganismos heterdtrofos deben utilizar los
precursores organicos fabricados por los autotrofos. Estos procesos del metabolismo, que tienen como
resultado la sintesis de componentes celulares a partir de precursores de baja masa molecular, generan la
biomasa microbiana del suelo (Sparling, 1997). Por lo general, una disminucién de cualquier grupo de
especies tiene poco efecto sobre los procesos globales en el suelo debido a que otros microorganismos

pueden suplir esa funcion (Nanninpieri et al., 2003).

1.1.2 Parametros biolégicos y bioquimicos de calidad del suelo

1.1.2.1 Una vision general

Durante las ultimas dos décadas se ha reconocido la importancia del suelo como un componente clave de
los ecosistemas naturales influenciados por el hombre. Ha habido un aumento de la demanda para
establecer criterios para determinar la calidad del suelo y para desarrollar indices que pueden utilizarse
para clasificar y comparar la calidad de los suelos en diferentes ubicaciones o en el mismo lugar a través
del tiempo. Nortcliff (2002), considera que la obtencion de indices cuantitativos para evaluar la calidad
del suelo es dificil, especialmente cuando uno considera que muchos cambios tienen lugar a largo plazo,
y por lo tanto un cambio en la calidad del suelo sélo se percibe cuando se combinan todos los efectos
durante un periodo de tiempo. Segliin Bastida et al. (2008) un indice de calidad de suelo podria definirse
como el conjunto minimo de pardmetros que, cuando son interrelacionados, proporcionan datos
numéricos sobre la capacidad de un suelo para llevar a cabo una o mas funciones. Un indicador de calidad
de suelo es una propiedad medible que influye en la capacidad de un suelo para llevar a cabo una funcion
dada.

La identificacion efectiva de indicadores apropiados para evaluar la calidad del suelo debe
considerar los multiples componentes de la funcion del suelo, en particular el productivo y el ambiental

(Barrios et al., 2006).
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Larson y Pierce (1991) y Doran y Parkin (1994) plantearon un conjunto minimo de propiedades
del suelo para ser usadas como indicadores que puedan reflejar posibles problemas de produccion y que
sean capaces de monitorizar cambios en el tiempo de la calidad sostenible y ambiental del suelo. La
identificacion de los parametros de calidad es compleja por la multiplicidad de factores quimicos, fisicos
y bioldgicos que controlan los procesos biogeoquimicos y su variacion en intensidad con respecto al

tiempo y al espacio (Doran et al., 1996).

Larson y Pierce (1991) recomendaron una serie de indicadores sensibles a los efectos del manejo
que pueden ser determinados facilmente por medio de métodos estandar. El conjunto de estos indicadores
constituyen el “Minimum Data Set (MDS)”. Entre los principales indicadores fisicos, quimicos y
biologicos que integran el MDS se citan: nutrientes disponibles, fraccion labil y total del carbono
organico, textura, capacidad para almacenar agua util para los cultivos, estructura del suelo, resistencia a
la penetracion, profundidad méaxima de exploracion de las raices, pH y conductividad eléctrica. Doran y
Parkin (1994) ampliaron este listado e incorporaron indicadores bioldgicos relacionados con los procesos
microbianos: la tasa de descomposicion de la materia organica del suelo, la biomasa microbiana, el ciclo
del nitrogeno y la actividad enzimatica, los cuales aseguran una mayor sensibilidad en la determinacion

de cambios en la calidad del suelo.

Trasar-Cepeda et al. (1998) propusieron un indice de calidad bioquimica como una forma de
reflejar mejor los complejos procesos que afectan a los suelos. Al respecto, comprobaron una relacion
entre el contenido de materia organica y las propiedades bioquimicas y bioldgicas. De manera similar,
Leiros et al. (1999) propusieron que el contenido de nitrégeno total esta en funcion de cinco parametros
bioquimicos y microbioldgicos: carbono en la biomasa microbiana, nitrégeno mineralizado, actividad de

la ureasa, de la B-glucosidasa y de la fosfomonoesterasa.

Los parametros fisicos y quimicos del suelo, tales como la materia organica, el contenido de
nutrientes y el contenido de agregados, cambian muy lentamente y se requieren muchos afios para
obtener cambios significativos. Asi que los mencionados parametros son de poca utilidad ya que solo se
alteran cuando el suelo ha sufrido un cambio drastico (Filip, 2002). Por el contrario, las propiedades
bioldgicas y bioquimicas del suelo son responsables de los pequefios cambios que ocurren en el suelo,
por lo tanto proporcionan informacién inmediata y precisa sobre los cambios en la calidad del mismo
(Nannipieri et al., 1990), ya que la actividad microbiana tiene una influencia directa en la estabilidad y

fertilidad de un ecosistema.

Por lo tanto, en las evaluaciones de la calidad del suelo, es de suma importancia que se
considere el examen de sus funciones reales y potenciales, y ademas es importante tener en cuenta los
cambios que se traducen en una disminucion o pérdida de la funcion (Nortcliff, 2002). Asi pues los

indicadores que son especialmente valiosos en el estudio de la calidad del suelo son aquellos que reflejan
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o miden los cambios que se producen en las funciones del suelo y que permiten detectar la pérdida o el

incremento de calidad (Karlen et al., 2003).

Para que las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo sean consideradas indicadores de

calidad deben cubrir las siguientes condiciones (Doran y Parkin, 1994):

e describir los procesos del ecosistema;

e integrar propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo;

o reflejar los atributos de sostenibilidad que se pretenden medir;

e ser sensibles a variaciones de clima y manejo;

e ser accesibles a muchos usuarios y aplicables en condiciones de campo;

e ser reproducibles;

e ser facilmente interpretables;

e ser sensibles a los cambios en el suelo que ocurren como resultado de la degradacion
antropogénica;

e v, cuando sea posible, ser componentes de una base de datos del suelo ya existente.

De acuerdo a una revision realizada por Gil-Sotres et al. (2005), sobre indicadores de calidad del
suelo, se pone de manifiesto que en la mayoria de los trabajos publicados se elige un pequefio grupo de
propiedades edaficas (basicamente propiedades bioldgicas y bioquimicas) para evaluar la calidad del
suelo. Sin embargo también destaca que por desgracia, hay una notable falta de procedimientos

adecuados y acordados de evaluacion para que estas propiedades sean medidas adecuadamente.

La justificacion del uso de funciones microbianas y bioquimicas como indicadores de la calidad del
suelo se basa en su papel central en el ciclo del C y del N y en su sensibilidad al cambio. La actividad
microbiana es un término usado para indicar la amplia gama de actividades llevadas a cabo por los
microorganismos del suelo, mientras que actividad biologica refleja no sélo las actividades microbianas,
sino también las actividades de otros organismos en el suelo, incluidas las raices de las plantas

(Nannipieri et al., 1990).

Los atributos bioldgicos de calidad del suelo incluyen la mayoria de los componentes del suelo y los
procesos relacionados con el ciclo de la materia organica, tales como C y N organico total, biomasa
microbiana, C y N mineralizable, y la fraccion ligera; actividad enzimatica y flora y fauna del suelo

(Karlen et al., 1997).
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1.1.2.2 Biomasa microbiana del suelo

La biomasa microbiana es el componente viviente de la materia organica del suelo, con exclusién de los
animales y las raices de las plantas. Generalmente se expresa en miligramos de carbono por cada
kilogramo de suelo seco o microgramos de carbono por gramo de peso seco de suelo. Aunque la biomasa
microbiana generalmente representa del 1 al 5 % de materia organica del suelo (Dalal, 1998), ejerce una
gran influencia tanto en las trasformaciones de la materia organica (participa en las transformaciones del
C, N, Py S, en ladegradacion de compuestos organicos xenobioticos, en la inmovilizacion de metales
pesados, en la formacion de la estructura del suelo, etc.), como en el almacenamiento de carbono y
nutrientes y sirve por lo tanto como fuente y destino de los nutrientes en los ecosistemas terrestres

(Wardle, 1992).

Las condiciones ambientales del suelo son generalmente desfavorables para el crecimiento microbiano,
por lo tanto, la microbiota de suelo debe ajustar su fisiologia. Los organismos no activos, incluidos los
microorganismos en estado de latencia, son los que dominan las comunidades microbianas del suelo en
los ecosistemas naturales (Heinemeyer et al., 1989) y la adicion de nutrientes limitantes, como es el N,
generalmente promueve la descomposicion de la materia organica debido a la disminucion de la relacion
C/N (Mamilov y Dilly 2002). Durante la descomposicion los microorganismos convierten los materiales
organicos en fuente de energia y en nuevos metabolitos celulares que permiten su crecimiento y
mantenimiento. Como el suelo es una fuente limitada de C, la disponibilidad de C dependera de los
materiales organicos que se introduzcan en el suelo, ademas de otros elementos nutritivos esenciales
particularmente N, P, K. Bajo las condiciones ambientales adecuadas el reciclado de estos nutrientes
estara controlado por el tamafio y la actividad de la biomasa microbiana. Se requiere una cuantificacion
fiable de la biomasa microbiana con el fin de dilucidar las intrincadas interrelaciones y los mecanismos de
control del flujo de entrada/salida de nutrientes y energia en el ecosistema del suelo. La biomasa
microbiana representa una fraccion 1abil de C y elementos nutrientes. De acuerdo a Smith y Paul (1990),
los contenidos de biomasa microbiana, teniendo en cuenta diferentes tipos de suelos, bajo distinto tipo de
vegetacion y de distintas localidades alrededor del mundo, oscilan entre 110 y 2240 kg C biomasa ha™
(Dilly y Blume, 1998). En los suelos agricolas a menudo se encuentran entre 200-1000 pg C-biomasa
microbiana g de suelo. Esta masa celular fija de 100-600 kg de N y de 50-300 kg de P por hectarea en
los 30 cm superiores del suelo. La liberacion o fijacion de estos nutrientes depende de la dinamica de la

vida de los microorganismos.

Las estimaciones de la biomasa microbiana demostraron ser tutiles en distintos estudios
comparativos de diferentes ecosistemas. Generalmente se han investigado fluctuaciones temporales de la
biomasa en sistemas naturales y perturbados, asi como también los efectos que sobre ella provocan la

labranza, el tipo de suelo, el clima y los cultivos (Pankhurst ef al., 1997).
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Ademas del efecto sobre el ciclo de los nutrientes, los microorganismos afectan también a las propiedades
fisicas del suelo. Los polisacaridos extracelulares microbianos actian como agentes cementantes de las
particulas del suelo, permiten la estabilizacion de los agregados y ayudan al mantenimiento de la
estructura del suelo; por lo tanto, también afectan la capacidad de retencion de agua, la velocidad de
infiltracion, la formacion costras, la erodabilidad y la susceptibilidad a la compactacion (Nielsen y
Winding, 2002). A su vez, la actividad biologica estd influenciada por numerosos factores que en
definitiva se relacionan con la estructura del suelo, tales como humedad, temperatura, contenido de

arcilla, etc.

La biomasa microbiana del suelo se compone de una gran variedad de especies. La diversidad de
especies de una comunidad microbiana esta relacionada con su estabilidad y cuando una o varias especies
alcanzan una alta densidad, la estabilidad generalmente disminuye. Las comunidades heterogéneas
establecidas muestran mecanismos homeostaticos que tienden a mantener unas condiciones estables y por
lo tanto, contrarrestar las influencias externas, tales como la adicion de microorganismos exogenos que
podria alterar la composicion biolégica (Nanninpieri et al., 1983). Tales mecanismos autorreguladores,
junto con la disponibilidad de los espacios "activos" o "biologicos" pueden controlar la calidad y la
cantidad de biomasa en el suelo. Dado que las células microbianas generalmente constituyen menos del
1% del suelo, se ha asumido que el factor limitante de la proliferacion de microbios en el suelo es el

espacio "activo" o "biologico", en lugar del espacio fisico o total (Stotzky, 1972).

De acuerdo con Hattori (1973), casi el 80-90% de los microorganismos que habitan en el suelo lo
hacen en superficies sélidas. Los mecanismos por los cuales los microorganismos interactian con la
superficie del suelo han sido muy estudiados. Chen (1998) y Huang y Bollag (1998) demostraron que
algunas células bacterianas producen polisacaridos extracelulares que interactuan con las particulas de
arcilla y que estos complejos polisacaridos-arcilla pueden persistir incluso después de la muerte de los
microbios. La adsorcion de compuestos organicos por los coloides del suelo retarda su degradacion
microbiana, la ubicacion de los posibles sustratos dentro de los poros o microagregados reduce su

accesibilidad a los microorganismos del suelo (Ladd et al., 1996).

Los microorganismos estan intimamente relacionados con el ambiente circundante y poseen una
alta proporcion superficie/volumen que les permite responder rapidamente a los cambios, en comparacion
a los organismos superiores, y adaptarse rapidamente a las condiciones ambientales. Teniendo en cuenta
las funciones claves de la biomasa microbiana en el buen funcionamiento del suelo, su uso generalizado
como un indicador de calidad de suelo no es sorprendente. En algunos casos, los cambios en las
poblaciones microbianas o en la actividad pueden preceder a cambios detectables en las propiedades
fisicas y quimicas del suelo con lo que dan una sefal temprana del mejoramiento del suelo o una alerta

temprana de la degradacion del mismo (Nielsen y Winding, 2002).
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La biomasa microbiana ha sido sugerida por Powlson y Jenkinson (1981) y Carter et al. (1999)
como un indicador de los cambios experimentados por la materia organica del suelo, y se ha hallado una
relacion estrecha entre dicha biomasa y el contenido en carbono organico del suelo (Jenkinson y Ladd,

1981).

Segun Powlson et al., 1987, las medidas a corto plazo de la biomasa microbiana pueden marcar la
tendencia de la materia organica a largo plazo. Van Gestel et al. (1991), consideran que las alteraciones
en la biomasa microbiana, como el descenso de la misma, parecen estar determinadas por propiedades de
las comunidades microbianas, su tipologia y actividad, asi como por las condiciones climaticas a las que

se ve sometido el suelo, mas que a las caracteristicas edaficas del suelo.

La cantidad de carbono de la biomasa microbiana (CBM) puede ser relacionada con el contenido
de carbono total (C) por el cociente microbiano ¢ biomasa microbiana especifica (CBM/C). Este cociente
da una medida de la dindmica de la materia organica y puede ser usado como indicador de pérdida o
acumulacion neta de C (Anderson y Domsch, 1989). Utilizando este cociente evitamos el problema de

comparar suelos de diferente contenido de materia organica (Sparling, 1997).

1.1.2.3 Respiracion del suelo

Aunque el CO, producido en el interior del suelo puede tener también un origen abidtico
(Miglietta et al., 1993), fundamentalmente proviene de su actividad biolégica. La produccion de CO, esta
asociada a la biomasa microbiana y es un indicador de la actividad microbiologica del suelo (Anderson y
Domsch, 1989; 1990). Esta variable puede acusar cambios con el tipo de cubierta vegetal, puede presentar
variaciones estacionales y estar vinculada a la etapa de descomposicion de los residuos organicos (Gispert
y Arcara, 1988). También es sensible a las alteraciones producidas por distintos sistemas de labranza
(Carter, 1991) y/o rotaciones de cultivo (Campbell ef al., 1991), a la presencia de contaminantes (Chander
y Brookes, 1993) y a su vez, se acrecienta por la adiciéon de materiales orgénicos.

Segun Moreira y Siqueira (2002), la respiracion es uno de los pardmetros mas antiguos de
cuantificacion de la actividad microbiana. La actividad respiratoria es considerada como una medida de la
actividad heterotréfica de los organismos, y el CO, es el producto final de la respiracion aerdbica (Tate,
1987). La respiracion del suelo es el componente mas importante en el ciclo del carbono. Se estima que
entre el 50-84% del total de CO, emitido a la atmosfera desde la superficie de la tierra esta constituido por
la respiracion del suelo (FAO, 2001). La oxidacion de los residuos organicos que se incorporan al suelo es
llevada a cabo por la actividad de los microorganismos y puede valorarse por la produccion de CO,
(dioxido de carbono), que es consecuencia de dicho proceso de oxidacion. La cantidad de CO, liberado
durante la mineralizacion de la materia organica varia ampliamente con el tipo de suelo. Las estimaciones

de la produccion de CO, bajo condiciones controladas de laboratorio incluyen las actividades
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microbiologicas; en cambio, en las realizadas a campo influyen también las actividades respiratorias de

raices y animales del suelo.

Rangos usuales de respiracion se encuentran entre 10 — 100 kg CO, ha™'d”, pero la mayoria de
suelos se encuentran en el rango 25 - 40 kg CO, ha'd™. En climas calidos las tasas de respiraciéon son
mayores y varian con el pH del suelo, contenido de humedad y disponibilidad de O, y de N. Ademas, son
mayores cerca de la superficie del suelo, debido a altas concentraciones de MO y a la disponibilidad de
oxigeno. Valores elevados en el flujo de CO, indican elevados contenidos de materia organica, ademas
de una biomasa microbiana metabdlicamente activa y no afectada por factores que puedan inhibir su
desarrollo (Jandl y Sollins, 1997; Fu et al., 2000). Por el contrario, valores menores indican bajos
contenidos de materia organica o una actividad metabolica reducida (Anderson y Domsch, 1993; Garcia y
Hernandez, 1997; Speir et al., 1999). Garcia et al. (1994), en un estudio de actividad microbiana en
suelos bajo condiciones ambientales mediterraneas, hallaron valores de aproximadamente 3 mg CO,-C

100 g”' suelo dia ™' en la mayoria de los suelos estudiados.

La aplicacion de fertilizantes organicos al suelo es uno de los principales factores que influyen en
la emision de CO, y existe una gran demanda de métodos que permitan estimar el impacto de estas
aplicaciones en las emisiones gaseosas (Ajwa y Tabatabai, 1994).

El hecho de que la respiracion pueda inducirse con diferentes fuentes de energia (respiracion

inducida) es un reflejo de la potencialidad microbiana de este parametro (Bastida et al., 2008).

A pesar de sus limitaciones, la respiracion contintia siendo el método mas comun que se usa como
indicador de la actividad microbiana y de la descomposicion de sustratos especificos del suelo. Estos
parametros indican de manera fehaciente la mineralizacion que ocurre en el sustrato organico del suelo y

son indicadores de la calidad de la materia organica y salud del suelo.

El coeficiente de mineralizacion del carbono (CMC) (CO,/C) (Guitian y Carballas, 1976), que es
la proporcion estimada de CO, en funcién al C-total del suelo (%) expresa el porcentaje de C organico
inicial que se mineraliza en un periodo de tiempo determinado. Constituye un indicador de la actividad
bioldgica en un medio dado y esta relacionado con la actividad respiratoria y con la eficacia relativa de

los microorganismos en los procesos de descomposicion.

Tras el analisis de la biomasa microbiana y la respiracion del suelo, el cociente metabolico (qCO,
ng C-CO, - mg' CBM h) (tasa de respiracion por unidad de C microbiano) ha sido sugerido para
evaluar los efectos de las condiciones ambientales (Anderson y Domsch, 1993; Fliefbach et al, 1994;
Moreno et al, 1999) y para cuantificar la eficiencia de utilizacion del sustrato (Wardle y Ghani, 1995;
Dilly y Munch, 1998). Un alto qCO, puede indicar desde un aumento de la disponibilidad de la fuente de
C 1abil por unidad de biomasa a un cambio en las poblaciones microbianas (por ejemplo la relacion entre

la biomasa de hongos y bacterias) (FlieBbach et a/, 1994; Mamilov y Dilly, 2002) y / 0 un aumento de la
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proporcion de la biomasa activa (Wardle y Ghani, 1995; Alvarez y Alvarez, 2000). Valores muy altos de
qCO, podrian indicar una menor calidad de los sustratos y una disminucién en la eficiencia de los
microorganismos, segin la hipotesis de la optimizacion energética de los ecosistemas, derivada de la
teoria ecoldgica de Odum (1985) sobre la sucesion de los ecosistemas y la eficiencia metabolica de la
microflora edafica. Asi, en ecosistemas jovenes (inmaduros) el valor de qCO, debe ser elevado y en
ecosistemas maduros bajo; es decir, la relacion entre la respiracion total y la biomasa total de un
ecosistema debe disminuir progresivamente a medida que el ecosistema alcanza el estado de equilibrio o
de estabilidad, salvo que las condiciones sean adversas para el buen funcionamiento del mismo (Doran et

al., 1994).

1.1.2.4 Carbohidratos del suelo

Los carbohidratos constituyen del 5-25 % de la materia organica del suelo y derivan de varias fuentes:
tejidos de plantas y animales, exudados de plantas, tejidos celulares y productos extracelulares
microbianos. Los materiales que juegan un rol principal como componente estructural de las plantas
superiores son la celulosa (el 15-60 %), la hemicelulosa (el 10-30 %) y la lignina (el 5-30 %), y
representan la mayor fuente de carbono y energia para los microorganismos del suelo, a partir de los
cuales sintetizan sus polisacaridos y otros carbohidratos que constituyen la mayor parte de los glicidos
hallados en el suelo, por lo tanto gobiernan la actividad biologica (Garcia et al., 2000). Los carbohidratos
y gomas microbianas han recibido una especial atencion y se considera que solo aquellos derivados de
microorganismos parecen estar directamente involucrados en la estabilizacion del suelo (Albiach ef al.,
2001). Los carbohidratos aislados hasta ahora en el suelo son monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos
y polisacaridos (cadenas, ramificadas o no, de mas de diez monosacaridos). Los polisacaridos representan
una clase importante de polimeros biologicos. Su funcion en los organismos vivos esta relacionada
usualmente con estructura o almacenamiento (almidon, glucogeno, celulosa, hemicelulosa, quitina).
Como norma general se puede sefialar que la estabilidad o resistencia a la descomposicion
microbiologica de los carbohidratos aumenta en el siguiente orden: azlicares reductores, carbohidratos no
reductores, pectina, hemicelulosa y celulosa. Su descomposicion se dificulta si forman complejos con
compuestos organicos (acidos humicos, lignina y proteinas) o con materiales inorganicos (arcillas). Las
formas libres de carbohidratos en los suelos son escasas y permanecen en equilibrio dinamico: sintesis-
descomposicion, ocasionado por la actividad de los microorganismos. La mayor contribucion al
porcentaje total de carbohidratos en los suelos corresponde a los polisacaridos (celulosa y hemicelulosa).
Los disacaridos y los polisacaridos deben ser hidrolizados hasta monosacaridos para poder pasar la pared

celular e ingresar al interior de las células para su utilizacion.

Existen evidencias que indican que los carbohidratos del suelo, incluyendo los polisacaridos
extracelulares microbianos son un factor importante en la estabilizacion de los agregados del suelo y

mejoran la estructura del suelo.
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Roberson et al. (1991), hallaron que la estabilidad de agregados no era explicada por el carbono
organico total sino por una fraccion de este, los carbohidratos complejos. Jastrow (1996) relaciona la
estabilidad de agregados a la fraccion liviana de la materia organica particulada; Bronick y Lal (2005)
mencionan ademas que la lignina, fenoles, lipidos y polisacaridos entre otros componentes de la materia
organica inciden en la agregacion del suelo. Haynes (2000), al evaluar la relacion entre la estabilidad de
los agregados y los constituyentes organicos, sugiere a los carbohidratos como la fraccion organica mas
importante en la formacion de agregados estables, de acuerdo con la alta correlacion encontrada entre

ambas.

1.1.2.5 Actividades enzimaticas del suelo. Las Glucosido Hidrolasas.

En los procesos que conducen a la biodegradacion de la materia organica participan equipos
enzimaticos especializados de los microorganismos.

Las enzimas son proteinas que catalizan las reacciones quimicas en los sistemas vivos y actiian
sobre sustratos especificos transformandolos en productos necesarios para los ciclos biologicos. El
estudio de la actividad enzimatica de los suelos se basa en el principio de que la mayoria de las
transformaciones de su materia organica son catalizadas por enzimas cuyo origen se encuentra en las
bacterias, hongos, animales del suelo y sistema radicular de vegetales superiores. Globalmente son las
bacterias las que contribuyen mayoritariamente a la actividad enzimatica, aunque otros organismos o los

exudados radiculares participan significativamente en determinadas transformaciones.

Las actividades enzimaticas del suelo estan relacionadas con la materia organica, las propiedades
fisicas y la actividad microbiana o biomasa del suelo; cambian mucho mas pronto que otros parametros, y
pueden ser usadas como medidas de la actividad microbiana, de la productividad de suelo, y de los
efectos inhibitorios de los agentes contaminantes (Tate, 1995). Las perturbaciones en la actividad
microbiana del suelo, mostradas por cambios en los niveles de enzimas metabdlicas, pueden servir como

una estimacion de la perturbacion del ecosistema.

Los primeros informes sobre las enzimas del suelo fueron presentados por Woods, en el afio
1899, (Skujins, 1978). Sin embargo, los progresos fueron pequefios en el area de la enzimologia, hasta el
afio 1950, debido a la falta de una metodologia adecuada y la comprension de la verdadera naturaleza de

las enzimas.

Burns (1982) clasificé a las enzimas de acuerdo a su localizacidén en el suelo: (i) activas y
presentes intracelularmente en células vivientes, (ii) presentes en restos celulares y células muertas, (iii)
extracelularmente libres en la solucion del suelo, (iv) adsorbidas a coloides inorganicos o (v) asociadas
con moléculas humicas. La actividad de una enzima en particular en el suelo depende de las diferentes

localizaciones que puede tener la enzima.
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Los productos liberados por las complejas enzimas del suelo, pueden ser degradados por otras
enzimas presentes o ser utilizados por los microorganismos. Esto puede ser una situacion ventajosa para
las células microbianas localizadas sobre la superficie de coloides humicos y que contienen moléculas
enzimaticas. De hecho para algunas especies microbianas, el éxito de sobrevivir en ambientes de suelos

hostiles, podria depender de una posible asociacion con complejos humus-enzima.

Solo un bajo porcentaje de las enzimas que abandonan las células se encuentran estabilizadas, ya
que se liberan a un ambiente inhospito donde pueden ser sometidas a desnaturalizacion, adsorcion,

inactivacion o degradacion por proteasas.

Las enzimas del suelo pueden retener su actividad durante periodos sorprendentemente largos si
estan adsorbidas a los coloides del suelo o incorporadas en moléculas himicas (Nannipieri et al., 2002).
Estas enzimas unidas a los coloides del suelo son menos susceptibles a la desnaturalizacion y podrian
tener un importante rol ecoldgico sobre la calidad del suelo debido a que su actividad bioquimica podria
permanecer en el suelo a pesar de una rapida reduccion de la poblacién microbiana, por lo tanto juegan un
rol importante en la funcién de descomposicion de la materia organica del suelo (Garcia et al., 1993). La
interaccion de las enzimas con los diferentes componentes de la fase solida del suelo se da por diversos
mecanismos entre los cuales se incluyen: microencapsulacion, enlaces transversales, formacion de

copolimeros, adsorcion, atrapamiento, intercambio i6nico y enlaces covalentes (Dick y Tabatabai, 1992).

Sélo las actividades enzimaéticas estrictamente intracelulares pueden realmente reflejar la
actividad microbiana, ya que la contribucion de la enzima extracelular libre activa liberada por las células
microbianas es insignificante. Los analisis de las actividades enzimaticas en el suelo no distinguen la
contribucion de la actividad enzimatica intracelular de la extracelular y de la actividad enzimatica
estabilizada, por lo tanto no dan informacion valida sobre la distribucion y la importancia comparativa de
las reacciones mediadas por microbios (Nannipieri et al., 2002). Landi et al. (2000) han sugerido que el
calculo de la relacion entre la actividad enzimatica medida y la biomasa microbiana proporcionaria
informacion mas significativa sobre la localizacion de las actividades enzimaticas medidas. Sin embargo,
cualquier cambio en la relacion no depende exclusivamente de las variaciones de la actividad enzimatica
extracelular estabilizada debido a que la actividad de la enzima intracelular también puede aumentar o

disminuir sin ningiin cambio en la biomasa microbiana (Nannipieri et al., 2003).

El primer problema que limita en gran medida el uso de las actividades enzimaticas individuales
como indicadores de la calidad del suelo es que incluso en suelos de alta calidad, tales como suelos
climax, muestran un alto grado de variabilidad debido al clima, temporada, ubicacion geografica y
factores pedogenéticos. También es muy dificil comparar los valores obtenidos en un experimento con los
de otro, porque por lo general se obtienen con diferentes protocolos experimentales, ya sea porque no hay

métodos estandarizados o debido a que las muestras de suelo pueden haber sido sometidas a diferentes
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tratamientos previos (recogida de muestras, almacenamiento de muestras, secado al aire, etc.) antes de su

analisis (Gil-Sotres et al., 2005).

Los tratamientos y métodos de preparacion de los suelos tienen un marcado efecto sobre los
resultados obtenidos en los ensayos enzimaticos. Asi se ha documentado el efecto del secado al aire, las
condiciones y temperaturas de almacenamiento y el molido de los suelos (Tabatabai y Bremner, 1970a;
Speir y Ross, 1975; Zantua y Bremner 1975; Speir, 1977). Cuando se trabaja con enzimas, es importante
homogeneizar las muestras de suelo, porque las enzimas estan desigualmente distribuidas en sus
fracciones (Speir, 1977). Conviene sefalar que las actividades enzimaticas que podemos medir, deben de
ser consideradas como medidas potenciales, ya que se miden “in vitro” bajo condiciones optimas de

temperatura y pH y como hemos dicho, a saturacion de sustrato.

El uso soluciones tamponadas, que mantiene el pH optimo durante la reaccion, es esencialmente
importante en ensayos enzimaticos en el suelo ya que permiten el control de la ionizaciéon de las enzimas
y el sustrato.

Alberty (1956) citado por Frankenberger y Johanson (1982), puntualizd6 que los cambios en la
concentracion electrolitica cambiaban los coeficientes de activacion de los reactivos y el complejo
activado y que en consecuencia, el grado de ionizacion de los grupos acidos o basicos en la molécula de
proteina, podia ser cambiado por la presencia de sales. Todos estos efectos podian provocar un

aceleramiento o desaceleramiento de la actividad enzimatica del suelo.

Las enzimas del suelo son similares a las enzimas de otros sistemas y la velocidad de la reaccion
que catalizan depende marcadamente del pH, fuerza idnica, temperatura y presencia o ausencia de
inhibidores (Burns, 1978; Tabatabai, 1982). La velocidad de la reaccién es proporcional a la
concentracion de la enzima si la enzima esta saturada de sustrato. En los ensayos de rutina, es normal
determinar la actividad enzimatica en condiciones de saturacion de sustrato. Las investigaciones en
cinética enzimatica indican que las enzimas libres y las inmovilizadas en diferentes soportes responden,
ambas, a las leyes de Michaelis-Menten (Lai y Tabatabai, 1992; Gianfreda et al., 1992). La constante de
Michaelis-Menten (K,;,) es un parametro caracteristico de cada enzima en condiciones experimentales, se
relaciona con una serie de tasas constantes y mide la afinidad de la enzima por el sustrato. Para la
caracterizacion de las enzimas del suelo, varios investigadores han determinado la K, siguiendo el
mismo procedimiento empleado para una sola enzima en condiciones experimentales homogéneas. La
heterogeneidad del sistema suelo y la presencia de varios enzimas que catalizan la misma reaccion hace
que la interpretacion de la K, de las enzimas del suelo sea mas compleja (Nanninpieri et al., 1982).

Se conoce a través de distintos trabajos que un buen numero de las enzimas del suelo son
parcialmente inactivadas (desnaturalizadas) a temperaturas entre 60°C y 70°C (Tabatabai y Bremner,
1970b; Tabatabai y Singh, 1976; Browman y Tabatabai, 1978; Tabatabai y Dick, 1979; Frankenberger y
Tabatabai, 1980, 1981).
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La Comision de Enzimas de la Union Internacional de bioquimica ha clasificado todas estas
enzimas en 39 grupos. Estos incluyen enzimas tales como la celulasa y amilasa y algunas glicosidasas que

catalizan la hidroélisis de disacaridos.

Las enzimas que actuan sobre glucosidos (CE 3.2) incluyen las glucosido-hidrolasas (CE 3.2.1).
Entre las hidrolasas, la a y B-glucosidasas y o y B-galactosidasas son las mas importantes debido a que
sus productos de hidrélisis, los azicares, son una importante fuente de energia para los microorganismos
del suelo (Eivazi y Tabatabai, 1990). La ecuacion de la reaccion que catalizan las glucésido hidrolasas
es: Glucosido + H,O ---> Azucar + aglicon. Se designa como glucésido aquellas sustancias que, sobre la

hidrdlisis acida, liberan a uno o varios monosacaridos y un aglicon.

Las glicosidasas generalmente se nombran de acuerdo a los tipos de enlace que hidrolizan. Entre
las glicosidasas, la a-glucosidasa (nombre obsoleto maltasa, CE 3.2.1.20), que cataliza la hidrolisis de o-
D-glucopiranosidos y la B-glucosidasa (nombre obsoleto gentiobiasa o cellobiasa, CE 3.2.1.21) que
cataliza la hidrélisis de f-D-glucopiranosidos, estan involucradas en la hidrélisis de maltosa y celobiosa,
respectivamente. La PB-galactosidasa (CE 3.2.1.23) cataliza la hidrolisis de melibiosa y lactosa y se
distribuye ampliamente en la naturaleza. Ha sido detectada en microorganismos, animales y plantas y

también ha sido demostrada su presencia en el suelo (Eivazi y Tabatabai, 1988).

Los resultados de Eivazi y Tabatabai (1988), mostraron que, en el suelo, estas enzimas tienen su
actividad optima a pH 6. La temperatura de inactivacion enzimatica es de 60 ° C para a y B-galactosidasas
y a-glucosidasa 'y 70 © C para pB-glucosidasa. El promedio de los valores de energia de activacion de estas
enzimas en tres suelos fueron 43,1, 30,8, 57,0 y 32,6 kJ mol”! para o-glucosidasa, B-glucosidasa, a-

galactosidasa y B-galactosidasa respectivamente.

Se ha propuesto la medida de la funcidn catalitica de las glicosidasas en la descomposicion de
distintas enmiendas orgénicas para evaluar el efecto de las enmiendas sobre la calidad del suelo (Bandick
y Dick, 1999). En el caso del afiadido cada vez mas frecuente de lodos de depuradoras de aguas residuales
y de residuos solidos urbanos compostados, la actividad enzimatica del suelo puede verse a su vez
afectada por la presencia de metales pesados y de distintos contaminantes organicos (Eivazi y Tabatabai,

1990).

Hayano y Tubaki (1985), iniciaron los estudios sobre la distribucion y el origen de B-glucosidasa
en el suelo. Determinaron, en un suelo con monocultivo de tomate, que mas del 50% de la actividad -
glucosidasa se encontraba en la fraccion <2 mm. La inhibicion selectiva del crecimiento bacteriano o
micético en el suelo seco y rehumedecido, indicd que los hongos eran la fuente mas importante de -

glucosidasa en ese suelo.

En cuanto a los valores de actividad B-glucosidasa, Eivazi y Tabatabai (1988), en siete suelos

con contenidos de C organico entre 5y 55 mg C g de suelo, la actividad B-glucosidasa vari6 entre 0,42
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y 3,78 umol pNP g suelo seco h', mientras que Bandick y Dick (1999) midieron actividades entre 0,29
y 2,11 umol pNP g™ suelo seco h en suelos con contenidos de materia organica entre el 23 y 41 mg C g’
de suelo bajo diferentes rotaciones de cultivo, fertilizantes y aplicaciones de estiércol. Turner et al.
(2002), en un estudio de 29 suelos de praderas permanentes de Inglaterra, de contrastadas propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas (contenido de arcilla del 22-68 %; carbon total 29-80 mg g'; C-biomasa
microbiano 412-3412 pg g'), detectaron una fuerte correlaciéon entre la actividad p-glucosidasa y la
relacion C;. a C,. Por otra parte, la correlacion entre la actividad B-glucosidasa y el contenido de
arcilla podria reflejar el potencial de la enzima inmovilizada en el suelo, como se sugiere en varios
estudios (Hayano y Katami, 1977; Lensi et al, 1991; Busto y Pérez-Mateos, 2000). Los estudios de Eivazi
y Tabatabai (1990), en 5 suelos agricolas, mostraron que los valores de la enzima la -glucosidasa fueron
entre 2 y 10 veces superiores a los valores de la enzima B-galactosidasa. Ademas, observaron que la
actividad enzimatica disminuia con la profundidad y lo hallaron mas correlacionado con los contenidos de
C organico. En cuanto al efecto de los fertilizantes observaron que las formas alfa sufrian mayor

inhibicion por sales que las formas beta y la galactosidasa mas que la glucosidasa.

La enzima B-glucosidasa puede ser particularmente util para el control de la calidad del suelo
debido a su papel central en el ciclo de la materia orgéanica. Las investigaciones han demostrado que de
las tres enzimas involucradas en la degradacion de la celulosa en el suelo la B-glucosidasa es la mas
abundante y facil de detectar, y rara vez estd limitada por el sustrato (Debosz et al. 1999; Eivazi y
Tabatabai, 1988). De hecho, proporciona una indicacion temprana de cambios en el estado de la materia

organica y su reciclaje (Bandick y Dick, 1999; Debosz et al. 1999; Monreal y Bergstrom, 2000).

Recientemente se ha propuesto la medida de inhibicion de la actividad de pB-galactosidasa como
un ensayo rapido y eficaz para medir la toxicidad de los compuestos xenobiodticos sobre los

microorganismos del suelo (Carbonell et al., 2000; Brohom et al., 2001).

1.1.2.6 El nitrogeno proteico

Las formas organicas del nitrogeno del suelo se encuentran en forma de N-proteico (40-50%),
aminoazucares (5-10%), bases puricas y pirimidicas que no exceden el 1% y N de aminoacidos libres
(0,4-0,5%). La naturaleza quimica del resto del N organico del suelo es dificil de determinar, integra los
heterociclos de las moléculas humicas lentamente degradables. Un grupo muy estable de aminoacidos y
proteinas son los que se encuentran en combinacion con arcillas, lignina y otros minerales (Stevenson y
Cole 1999). En las fracciones de los acidos humicos, un 20-50% del N esta constituido por aminoacidos,
un 3-10% por aminoazicares y una pequefia cantidad por bases derivadas de ADN y ARN bacteriano
sobre todo. En la fraccion fulvica, un 20-30% es N-aminodcido y 8-10% es N-aminoazicar.

En la solucion del suelo o en los microporos podemos encontrar los aminoacidos libres pero el

nivel pocas veces supera 2 microg / g aunque puede ser mucho mas alto en la rizosfera. La fraccion de
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AA libres estd muy influenciada por el tiempo, la humedad, el tipo de planta y su edad y la adicion de
residuos organicos. Niveles mas altos de AA libres asociados a mayor actividad microbiana.
La mineralizacion del N afecta a un 60-80% de las entradas anuales de N dependiendo del tipo de MO
que se incorpore pero siempre queda un remanente de N organico asociado al humus en formas muy
estables. Este tiene un tiempo de residencia de siglos y en cambio el N de proteinas y 4cidos nucleicos es
metabodlicamente muy activo y por lo tanto esta sujeto a una rapida renovacion. La actividad biologica del

suelo depende en gran medida de la disponibilidad de este elemento (Alcaiiz et al., 2005).

1.2. Los suelos degradados procedentes de la explotacion minera de calcarea y su
restauracion

Los suelos en Europa, como en muchas partes del mundo, se degradan por actividades humanas
como la agricultura, la industria, el desarrollo urbanistico, las actividades extractivas y el turismo. Las
actividades extractivas, necesarias para el desarrollo econdémico y social, generan muchas veces un
impacto ambiental negativo. La destruccion del suelo y la vegetacion y la modificacion del relieve
original de la zona constituyen los efectos mas visibles de este impacto, dado que los materiales se
extraen directamente de la tierra en excavaciones superficiales, como canteras o fosos, aunque las
repercusiones negativas afectan también a las aguas y a la atmésfera. También existen repercusiones
econdmicas debido al uso de la energia asociada a la extraccion y el transporte de dichos materiales. La
eliminacion de vegetacion y la falta de suelo disponible en laderas empinadas inducen un riesgo muy alto
de erosion en estas areas. Ademas, el método comun de explotacion de la cantera en terrazas aumenta el
drenaje y la erosion fisica y quimica del sustrato y dificulta la germinacion natural y el establecimiento de
las plantas jovenes, retrasando asi la recolonizacion (Sort y Alcailiz 1996). Por otra parte, las limitaciones
de agua y nutrientes en los ecosistemas mediterraneos se incrementan en estas condiciones ambientales.

En Cataluna, la caliza es uno de los recursos mas explotados y la fabricacion de cemento y aridos
constituyen los sectores industriales principales de consumo, actualmente en expansion. El consumo de
aridos para la construccion en el afio 2008 fue de 44,2 millones de toneladas y la produccion de cemento
de 6,9 millones de toneladas. La superficie afectada por actividades extractivas es de 14.016 ha (0,44% de
la superficie de Catalufia), correspondientes a unas 700 explotaciones activas (Departament de Medi

Ambient i del Habitatge 2011).

El desarrollo sostenible propone un balance entre el crecimiento economico, en el cual las fuentes
naturales sean explotadas con prudencia, y la preservacion del ambiente.

El Real Decreto 2994/1982 sobre restauracion del espacio natural afectado por actividades
mineras utiliza el término “restauracion” para designar la labor de devolver al entorno aquellos terrenos
afectados por las actividades extractivas. Los esfuerzos de recuperacion de suelos, incluyendo la
restauracion, o rehabilitacion, se estan convirtiendo en una practica comin en areas sometidas a

problemas de degradacion.
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En los primeros afios de entrada en vigor de la ley, la restauracion de una actividad extractiva se
planteaba mayoritariamente como una repoblacion forestal, sin tener en cuenta la reposicion del suelo o
su fertilidad, lo que provocaba que los arboles plantados no alcanzaran su desarrollo 6ptimo. Por lo tanto,
la reposicion de la capa superficial del suelo natural es una pieza esencial para el éxito de toda
restauracion, ya que de esta operacion dependera, en gran medida, la fertilidad y el desarrollo de la
vegetacion que se quiere implantar. En la mayoria de los casos no se dispone de tierra suficiente para
restaurar toda la zona afectada y frecuentemente se utilizan materiales minerales de rechazo de la
actividad extractiva como formadores de suelos en la restauracion (Guilamany y Noguera, 1998). Los
residuos minerales que se generan en dichos sectores pueden representar entre el 5-10% del recurso
mineral extraido. Estos materiales suelen presentar granulometrias desequilibradas y baja fertilidad
(deficiencia de nutrientes y baja actividad bioldgica). Por tal motivo, casi siempre es necesario el empleo
de importantes cantidades de abonos y enmiendas orgéanicas para conseguir un sustrato que permita un
correcto desarrollo de la vegetacion. Esto genera una demanda de biosoélidos y abre una oportunidad para
el aprovechamiento de determinados residuos organicos biogénicos, como distintos tipos de compost y
lodos de depuradoras, aplicados desde hace tiempo en agricultura ya que, convenientemente estabilizados
y controlados, presentan una composicion que permite utilizarlos como sustitutos de los abonos organicos

tradicionales.

1.2 Los lodos de depuradora y su utilizacion en la restauracion de suelos degradados

En los ultimos afos, los lodos de depuradora estan siendo uno de los residuos organicos que mas
interés han despertado para ser aplicados al suelo, y ha sido una opcidén economicamente ventajosa basada
en el beneficio agronomico de anadir elementos fertilizantes (nitrogeno y fosforo) y materia organica al
suelo (Pascual et al., 1999). La aplicacion de estos residuos urbanos como enmiendas propicia una
creciente proteccion y conservacion del suelo y contribuye a asegurar las caracteristicas fisico-quimicas y
biologicas necesarias para mantener el equilibrio del ecosistema (Navas et al., 1999). De esta manera se
obtiene un doble beneficio: incrementar los niveles de materia organica (MO) del suelo y disminuir el
gran volumen de lodos que genera la depuracion de aguas residuales.

Aungque el uso de lodos en la restauracion de actividades extractivas suponga un riesgo menor que
en la agricultura, no por ello deben ser de peor calidad, de forma que solo se utilizaran en restauracion los
lodos que también sean aptos para abonar suelos agricolas. El uso de lodos en la restauracion de espacios
degradados, en comparacion con el uso agricola, se caracteriza por aportaciones relativamente altas, pero
unicas, por unidad de superficie. Ademas, estas aplicaciones tienen poca tendencia estacional y limitan la
dispersion de contaminantes, ya que se aplican en areas muy localizadas. La informacion analitica

disponible sobre los lodos permite calcular las dosis necesarias con bastante precision.

Los lodos incorporados al suelo se descomponen rapidamente y favorecen la mineralizacion del

nitrégeno que contienen, con el consiguiente aumento de la concentracion de nitratos que pueden ser
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lixiviados si no hay plantas que los absorban (Ojeda et al., 2006; Tarrason et al., 2007). Por este motivo,
el aporte de lodos para la restauracion esta limitado segun su contenido de materia organica labil. Asi, se
recomienda utilizar lodos tan estabilizados como sea posible, y evitar utilizar lodos con grados de
estabilidad (materia organica resistente en relacion a la materia organica total) menores al 30 %. Se
establece que nunca debe superarse la dosis de 50 toneladas de lodo deshidratado por hectarea (expresada

en materia seca) (Alcaifiiz et al., 2009).

Los metales pesados que puedan contener los lodos suponen un riesgo muy pequefio en las zonas
restauradas, ya que se ha comprobado su baja movilidad en el suelo y la limitada transferencia a las
plantas (Ortiz y Alcafiiz, 2006). Los materiales calcareos, las margas y los sedimentos arcillosos son los
mas adecuados para la restauracion con lodos y las limitaciones mas importantes se presentan en sustratos
acidos y arenosos que facilitan la movilidad o la lixiviacion de algunos contaminantes que contienen los

lodos.

Respecto a los efectos de los lodos sobre los microorganismos del suelo, Ortiz y Alcaiiz (1994)
observaron, en un estudio de aplicacion de lodos a un suelo calcareo en dosis de 7,5% y 15%, que la
respiracion del suelo y la biomasa microbiana fueron proporcionales al contenido de lodos y no
detectaron inhibicion del crecimiento microbiano a pesar del hecho de que la dosis del 15% de los lodos

duplicé la dosis maxima recomendada aplicable al suelo.

1.3.1 Generacién de los lodos de depuradora

Durante anos y debido al incremento de poblacion y del uso de agua, se ha provocado la pérdida de
capacidad autodepuradora de muchos cauces publicos.

Los diversos procesos involucrados en la extraccion, tratamiento y control sanitario de los productos de
desechos arrastrados por el agua y procedentes de viviendas e industrias, son conocidos con el nombre de
depuracién de aguas. Los métodos de depuracion de aguas se remontan a la antigliedad. Se han
encontrado instalaciones de alcantarillado en lugares prehistoricos de Creta y en las antiguas ciudades
asirias y aun perduran las canalizaciones de desagiie construidas por los romanos. A finales del siglo XIX
la mayor parte de la poblacion de los paises desarrollados recolectaba y trataba sistematicamente las
aguas residuales. El establecimiento, con caracter obligatorio, de depuradoras mejora la calidad de las
aguas y cauces, sin embargo, el aumento de la calidad y cantidad de los tratamientos genera, a su vez, una
gran cantidad de lodos.

Los lodos generados durante el proceso de depuracion de las aguas residuales estan constituidos por
particulas minerales finas y una cantidad importante de materia organica. Pueden ser definidos como un
subproducto procedente de la transformacion microbiologica de la materia orgénica de las aguas
residuales. Su produccion resulta de un proceso de acumulacién consecutivo de tres fendmenos
combinados:

e laproduccion de microorganismos
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e la acumulacién de materias minerales en suspension

e la acumulacion de materias organicas no biodegradables en las condiciones de trabajo

En los procesos de depuracion de aguas residuales, la eliminacion de la materia organica y otras
particulas en suspension de las aguas, genera lodos en dos etapas (Figura 1.1). En la primera etapa
(denominada tratamiento primario) los solidos en suspension se eliminan del agua por fenémenos
meramente fisicos mediante un proceso de decantacion. En la segunda etapa (denominada tratamiento
secundario) se elimina la materia organica biodegradable presente en las aguas residuales y que no ha
sido retirada durante el tratamiento primario. El tratamiento secundario consiste en favorecer el
desarrollo de microorganismos capaces de asimilar la materia organica. Una parte de la materia organica
solubilizada es metabolizada a CO, y H,O, y la otra parte es transformada en materia viva a través del

desarrollo microbiano.

Convencionalmente, los procesos de una Estacion Depuradora de Aguas Residuales (EDAR) se
agrupan en: linea de aguas (Pre tratamiento, Tratamiento primario, secundario y terciario) y lineas de

lodos (Espesamiento, Digestion, Acondicionamiento, Secado y Eliminacion) (Metcalfy Eddy, 1996).

Linea de aguas:

a) Pre-tratamiento: En toda EDAR resulta necesario un tratamiento previo que elimine del agua
residual aquellas materias que pueden obstruir las bombas y canalizaciones, o bien interferir en el
desarrollo de los procesos posteriores. En el pre-tratamiento se eliminan los sélidos voluminosos, las
arenas y gravas, y parte de las grasas mediante tratamientos fisicos como tamizado, precipitacion fisica

forzada, separacion con inyeccion de aire, etc.

b) Tratamiento primario: Se entiende por tratamiento primario aquel proceso o conjunto de procesos
que tienen como mision la separacion por medios fisicos de las particulas en suspension no retenidas en el
pre-tratamiento. Se realiza, generalmente, en balsas circulares (decantadores primarios) de fondo conico,
donde una parte de la materia orgénica e inorganica que lleva en suspension el agua residual se deposita
en el fondo por efecto de la gravedad. Las depuraciones bioldgicas (tratamientos secundarios) pueden
incluir esta etapa o no, en funcién del grado de contaminacidn del agua. El lodo obtenido en esta etapa se

denomina lodo primario.

¢) Tratamiento Secundario: Su finalidad es la reduccion de la materia organica presente en las aguas
residuales una vez superadas las fases de pre-tratamiento y tratamiento primario. El tratamiento
secundario mas comunmente empleado para las aguas residuales urbanas consiste en un proceso biologico

aerobio seguido por una decantacion, denominada secundaria.
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Depuracion biologica: el agua llega desde el pre-tratamiento o desde el decantador primario a un
reactor donde la materia organica contenida en las aguas residuales se digiere mediante la actividad
bioldgica de los microorganismos presentes. Esta actividad se optimiza con la incorporacion de aire, de
manera que se produce un rapido crecimiento microbiano alimentado por esta materia organica y, como
consecuencia, disminuye considerablemente su concentracion. Esto da lugar a grandes virutas de material
en suspension que se separan en la decantacion secundaria. Dentro de este proceso también se puede
conseguir la reduccion de los compuestos de nitrogeno, fosforo y otros nutrientes presentes en el agua

residual.

Decantacion secundaria: es un proceso muy similar a la decantacion primaria, donde se produce
la separacion del agua depurada de los lodos bioldgicos. El producto que se obtiene se denomina /lodo

activo.

e) Tratamiento terciario: es el tratamiento mas avanzado de depuracion de las aguas residuales. El
objetivo de este tratamiento es la eliminacion de sales disueltas, nutrientes, patégenos y materia organica
refractaria y perfeccionar la reduccion de solidos y demanda bioldgica de oxigeno. Este tratamiento
consiste en un proceso fisico-quimico que utiliza la precipitacion, la filtracién y/o la cloraciéon para
reducir drasticamente los niveles de nutrientes inorgéanicos, especialmente los fosfatos y nitratos del
efluente final. El agua residual que recibe un tratamiento terciario adecuado no permite un desarrollo
microbiano considerable. Este tratamiento garantiza la desinfeccion del agua, de forma que se consiga
una calidad superior a la de los tratamientos convencionales, que la haga apta para su reutilizacion en

usos que no requieran una calidad de agua potable.
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Precipitacion
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Figura 1.1. Esquema del proceso de depuracion de aguas residuales

1.3.2 Tratamiento de los lodos de depuradora

Linea de lodos: En funcion del disefio de la linea de agua, los lodos generados en una EDAR pueden
ser primarios, secundarios o mixtos (mezcla de ambos lodos). Los lodos crudos deben ser sometidos a una
serie de procesos para facilitar la gestion de los mismos y minimizar el riesgo medioambiental y salud
publica. Con estos procesos se intenta conseguir principalmente: i) Concentrar los lodos para reducir su
volumen, ii) estabilizarlos para reducir los microorganismos patéogenos presentes en los lodos
provenientes de la EDAR, eliminar los olores desagradables y eliminar la capacidad de putrefaccion y iii)

deshidratarlos para conseguir una textura que permita manipularlos y transportarlos mas facilmente.
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Los procesos que se utilizan para alcanzar estos objetivos se presentan en la Figura 1.2 y son los

siguientes:

Lodos de EDAR

primarios y secundarios

I

Espesamiento
(eliminacién de agua)
Sedimentacion
Flotacién

I

Estabilizacion

Digestion aerobica Digestion Reduccién materia orgénica:
anaerobica 30-50%

Tratamiento quimico

I

Materia seca del lodo 0,6-2%

Materia seca del lodo 3-8%

Materia seca del lodo 20-
45%

I

Evacuacion
Vertedero
Incineracion
Compostaje
Secado térmico

Figura 1.2 Esquema basico de una linea de lodos

a) Espesamiento: El espesamiento es un procedimiento que se emplea para reducir el volumen de los
lodos mediante concentracion o eliminacion parcial de agua en tanques de sedimentacion o flotacion,
segun la naturaleza del lodo. A veces se realiza un acondicionamiento previo, de tipo fisico-quimico

(coagulacion/floculacion, elutriacion) o térmico.

Los lodos activados que normalmente se bombean desde los tanques de decantacion secundaria con un
contenido de so6lidos del 0.8% pueden espesarse hasta un contenido del 4% de s6lidos, consiguiéndose de
esta manera una reduccion del volumen del lodo a una quinta parte del volumen inicial. Ademas de la
ventaja de reducir el volumen, también se reduce la cantidad de calor requerida para el calentamiento de

los lodos en procesos tales como digestion anaerobia, secado térmico e incineracion.

b) Estabilizacion: Los medios de estabilizacion mas eficaces son la reduccion biologica de la materia
labil, la oxidacidon quimica de la materia 1abil, la adicion de agentes quimicos para el control del

desarrollo microbiano y la aplicacion de calor con el objetivo de desinfectar o esterilizar el lodo.
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Existen diferentes técnicas de estabilizacion, las mas utilizadas son:

1) digestion aerobia
ii) digestion anaerobia

iii) estabilizacion con cal

Los lodos provenientes de la etapa de espesamiento de una EDAR tienen una concentracion de
solidos que puede ir desde el 8-10% en los lodos primarios, hasta el 4-7% en lodos mixtos, o el 2-3% en
lodos secundarios. De este contenido total de materia solida de un lodo se puede considerar que
aproximadamente un 70% en peso esta formado de materia organica y un 30% de materia inorgéanica o

mineral. Solo la primera puede descomponerse en un proceso de digestion o estabilizacion.

i) Digestion aerobia: La digestion aerobia de los s6lidos se produce, sea o no intencionadamente
en cualquiera de los casos de tratamiento secundario convencional. El lodo producido en exceso se
conduce, bien s6lo o bien mezclado con los lodos primarios, al proceso de aireacidon prolongada para
reducir al maximo la materia orgédnica volatil. El lodo secundario tiene una gran cantidad de materia
organica en forma de células y microorganismos que han estado oxidando la materia organica en el
tratamiento secundario y que después de éste se encuentra en pequefia proporcion. En la estabilizacion lo
que se pretende es continuar la oxidacion de la materia organica que, en este caso, es celular. Durante la
primera fase los organismos consumen la materia organica disponible para el crecimiento celular (fase de
asimilacion o sintesis). Cuando el sustrato disponible se agota, los microorganismos consumen sus
reservas y, por tanto, parte de su propia biomasa para obtener la energia necesaria para las reacciones de
mantenimiento celular (fase de respiracion endégena).

En el tratamiento secundario se desarrolla principalmente la primera fase y cuando los lodos (que
son basicamente células) llegan a la estabilizacion aerobia se desarrolla fundamentalmente la fase de
respiracion endogena, para completar asi la oxidacion total de la materia organica que entr6 en la planta
de tratamiento. El tejido celular se oxida a didxido de carbono, amoniaco y agua por via aerobia. En la
practica solo se puede oxidar del 75-80% del tejido celular.

La digestion aerobia se utiliza en plantas de tratamiento con capacidad inferior a 20.000 m’/dia y
en procesos bioldgicos que no tienen tratamiento primario, como es el caso de la aireacion prolongada a
baja carga. En este ultimo caso, la baja carga y los altos periodos de retencion hacen que los lodos
biologicos ya estén en parte estabilizados y, por tanto, las necesidades de oxigeno (O,) son menores,
reduciéndose asi los costes de explotacion. Ademas, en baja carga la produccion de lodos es menor.

La digestion aerobia también se utiliza para lodos mixtos, pero en este caso se necesita un aporte
de O, hasta 9 veces mayor que cuando se emplea s6lo lodo bioldgico. Esto hace que muchos paises no

utilicen la estabilizacion aerobia cuando existen lodos primarios. En cualquier caso, dado el alto coste
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econdmico, en Espafa solo se utiliza en poblaciones de 40-50000 habitantes, aunque en otros paises este

limite es mas bajo (hasta 10000 habitantes en Inglaterra).

ii) Digestion anaerobia: La digestion anaerobia es uno de los procesos mas antiguos utilizados en
la estabilizacion de los lodos. En este proceso la degradacion de la materia organica contenida en los

lodos se realiza en ausencia de oxigeno y consta de tres etapas:

» Hidrolisis de polimeros de la materia organica en mondmeros.

» Acidogénesis: los monoémeros generados (carbohidratos, acidos grasos y aminoacidos)
son convertidos por accion bacteriana en compuestos intermedios identificables de menor
peso molecular.

» Metanogénesis: conversion bacteriana de compuestos intermedios a productos finales

mas simples, principalmente metano y didxido de carbono.

Sin oxigeno, es imposible oxidar completamente toda la materia organica a didxido de carbono,
pero las bacterias obtienen suficiente energia para prosperar gracias a los procesos metabolicos de la

fermentacion o respiracion anaerobia en los que la materia organica es degradada en parte.

iii) Estabilizacion con cal: El fundamento de la estabilizacion del lodo con cal es la creacion de
condiciones fisicoquimicas capaces de inhibir el proceso de degradacion biologica de la materia organica
que éste contiene, evitando asi la produccion de malos olores. Valores elevados de pH (mayor a 12) por
un minimo de dos horas eliminan los estreptococos fecales, se seca la torta y elimina el mal olor propio de
los residuos que contiene. Una dosis comtin implica agregar de 227 a 272 kg de cal viva por tonelada de
lodos. Este proceso es tan efectivo como la digestion aerdbica o la anaerdbica, pero a un costo mucho
menor (Metcalf y Eddy, 1996). Un pH alto hace precipitar la mayor parte de los metales pesados
presentes en el lodo reduciendo su solubilidad y movilidad. La estabilizacion de lodos con cal puede
realizarse tanto con oxido de calcio (CaO) o como con hidroxido de calcio (Ca(OH),). El inconveniente
que ocasiona este tipo de tratamiento es que se incrementa el volumen de lodos por la cantidad de oxido

0 hidréxido de Ca afiadido.

¢) Deshidratacion: Luego del proceso de digestion o estabilizacion con cal, el lodo debe secarse y
evacuarse de la manera mas practica y menos costosa posible, aumentando el porcentaje de materia seca
para reducir su volumen al maximo. El sistema de deshidratacion empleado dependera de las
caracteristicas de la EDAR, del tipo de lodo y del destino final de los mismos. Las deshidrataciones
actuales son casi en su totalidad de tipo mecanico (filtros de vacio, filtros prensa, filtros banda,
centrifugas, evaporacion térmica o en eras de secado) y con los métodos que se emplean se consiguen

lodos deshidratados con un 20-40% en peso de materia seca.
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1.3.3 Post-tratamiento de los lodos

Después de su deshidratacion parcial, los lodos pueden ser sometidos a dos tipos de procesos: el
compostaje 6 el secado térmico. Los lodos térmicos y compostados son generados en cantidades
importantes, los primeros con el objetivo inicial de adecuar los lodos de EDAR a la normativa de
vertederos (Directiva 31/99) y los segundos para ser aplicados en agricultura en caso de cumplir la
normativa especifica (RD1310/1990) que regula la aplicacion de los lodos a los suelos agricolas y que
incorpora la Directiva 86/278 relativa a la proteccion del medio ambiente y, en particular de los suelos, en

la utilizacion de los lodos de depuradora en agricultura.

1.3.3.1 Compostaje

El proceso de compostaje permite producir una enmienda organica ambientalmente segura y
agrondémicamente ventajosa a un costo operacional aceptable.
Se entiende por compostaje la degradacion bioldgica aerdbica de la materia organica en condiciones
controladas de temperatura, humedad y pH. El compostaje se desarrolla en dos fases: descomposicion y
maduracion. Los lodos tienen una composicion y unas caracteristicas fisicas poco adecuadas para el
compostaje (exceso de agua y de nitrogeno y pastosidad). Para poder adecuarlos al compostaje es

necesario mezclarlos con otros materiales para conseguir que tengan las siguientes caracteristicas:

menor contenido en humedad y nitrégeno
mejor estructura

relacion C/N equilibrada

YV V V VY

proporcion adecuada en biopolimeros.

Es aconsejable mezclarlos con materiales residuales ricos en celulosa y ligninas. Los materiales
mas convenientes para las mezclas son restos vegetales de distintos tamafios y composicion, que permiten
mejorar la aireacion de la mezcla, aportar el equilibrio en biopolimeros y una relaciéon C/N adecuada

(Soliva y Huerta, 2004).

Durante el proceso de compostaje la materia organica sufre una degradacion bioldgica por
microorganismos facultativos. La mezcla sufre una serie de transformaciones: se reduce la humedad y el
contenido en MO, varian los contenidos en las distintas formas de nitrégeno, aumenta la estabilidad de la
MO vy se incrementan relativamente todos los componentes minerales que no puedan ser perdidos por
lixiviacion o volatilizacion; algunos fitonutrientes se vuelven mas dificilmente asimilables; y aumentan el

pH, la conductividad eléctrica y las densidades aparente y real (Mena et al., 2003).

El compost es el producto final obtenido del proceso de compostaje y se caracteriza por estar
estabilizado, ser inocuo, estar libre de sustancias fititoxicas y tener un alto valor fertilizante. El compost

posee la capacidad de enmendar las caracteristicas fisicas del suelo pues contribuye a la estabilidad de las
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estructuras de sus agregados gracias a la accion de la materia organica. El compost también aumenta la
capacidad de retencion de agua, lo que confiere resistencia a la sequia; mejora la porosidad, lo que facilita
la aireacion y por ende la respiracion de las raices, y aumenta la infiltracion y la permeabilidad al mejorar
su estructura. Desde el punto de vista quimico el compost tiene una gran capacidad de intercambio
catidnico, superior a la de cualquier arcilla; suministra nitrogeno, potasio y fosforo; aporta oligoelementos
tales como hierro, manganeso, cobre, zinc, boro y molibdeno; y contribuye a solubilizar a algunos
elementos minerales del suelo facilitando su asimilacion por las plantas. También la actividad biologica
del suelo se ve favorecida por la aplicacion de compost, no solo por el aporte de un ntimero importante de
bacterias, sino por el estimulo al desarrollo de microorganismos autoctonos que contribuyen a la
solubilizacién de componentes minerales insolubles, como los fosfatos, que son necesarios para el
desarrollo de las plantas y evita la lixiviacion del nitrogeno soluble al transformarlo en nitrégeno organico

(Torres-Lozada et al., 2005).
1.3.3.2 Secado térmico

Un proceso relativamente nuevo es el secado térmico que utiliza calor intenso (deshidratacion a
130° C), para eliminar el agua del lodo hasta el limite para el que se haya disefiado (normalmente
alrededor del 90% de sequedad en el lodo). Permite transformar un producto pastoso (20-35% de materia
seca) en un producto seco, generalmente en forma de pelets o bolas de entre 1 y 3 mm. Ademas, provoca
la inactivacion de patogenos y la eliminacion de sustancias quimicas volatiles y se obtiene un producto
final con bajo olor y ventajas en el transporte y aplicacion, debido a la reduccion del volumen y al mayor
porcentaje de materia seca. Este secado térmico puede ser natural, en camas de arena, o artificial en
tambores de secado, los cuales pueden producir concentraciones de solidos cercanas al 100% (Vesilind,

2003).
En funcién de la forma de transmision del calor hay dos tipos de secadores:

Conveccion: un gas caliente transmite directamente el calor a la materia a secar. La gama de temperaturas

del gas es muy variable.

Contacto: los s6lidos a secar son calentados por contacto con una superficie caliente (indirecta) por medio

de vapor o aceite térmico.

Los secadores de conveccion necesitan una gran superficie de lodo expuesta a la corriente de
gases caliente. En la mayoria de los casos, es necesaria una mezcla de lodo deshidratado y de lodo ya
seco, para conseguir formar pequefias bolas que ofrecen mayor superficie de contacto con el gas y

conseguir ademas una mezcla con el 55% de sequedad para evitar asi la fase plastica.

Los lodos provenientes del secado térmico, pueden ser empleados como:

30



1. INTRODUCCION GENERAL

» Corrector orgénico para mejorar la estructura del suelo en la agricultura, si sus caracteristicas de
composicion (especialmente en cuanto a metales pesados) lo hacen apto para este fin.
» Combustible de baja calidad, en general en cementeras, incineradoras de basuras y plantas

térmicas, con un valor calorifico equivalente aproximado de 4 kg pelets = 1 litro de gasoil.

Cuando no existe otra alternativa que llevar los lodos a vertedero, el secado térmico también minimiza el
impacto ambiental ya que se eliminan los lixiviados que pudiera generar y se alarga la vida util del

vertedero.

Al margen de los beneficios medioambientales, la reduccion del volumen de lodo a transportar no
compensa el coste energético del proceso. Por este motivo, el secado térmico se ha combinado con la
instalacion de una planta de cogeneracion de energia eléctrica, que utiliza como combustible, ademas de
gas natural, el biogéas producido en el proceso de digestion del lodo. Al aprovechamiento del biogas se
afiade la utilizacion del calor de los gases de combustion y del circuito de refrigeracion de los
motogeneradores para el proceso de secado, y la produccion de energia eléctrica para su utilizacion en las

instalaciones de la depuradora.

Practicamente la totalidad del lodo generado en Cataluia se ha tratado antes de su destino final.

El siguiente grafico (Figural.3) recoge los tratamientos a los que han sido sometidos los biosdélidos.

Total de lodo generado: 123.755 toneladas de materia seca

1 Compostajes externos: 20,3 %

_I Digestion sin postratamiento: 21,6 %

H Tratamiento de secados térmicos: 52 %
.1 Compostajes ACA: 5,8 %
| Otros tratamientos (compostaje grisy

tratamiento especial): 0,3 %
| Lodo no tratado: 0,1 %

Figura 1.3 Tratamiento de los lodos (Agencia Catalana del Agua, 2011)
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1.3.4 Produccion y gestion de los lodos de depuradoras

Los lodos provenientes de las EDAR han aumentando considerablemente desde que en 2006
entro en vigor la Directiva europea 91/271 sobre tratamiento de aguas residuales urbanas, transpuesta de
la Ley 11/1995 de nuestra legislacion. Esta norma obliga a que las poblaciones de mas de 2.000
habitantes que viertan en aguas continentales, depuren sus aguas urbanas. En Catalufia en el afio 2011 se
generaron 123.755 t de materia seca de lodos, provenientes de 414 estaciones depuradoras en
funcionamiento. El creciente aumento en la produccion de lodos es uno de los principales problemas con
los que se enfrenta la Junta de Sanejament para su almacenamiento, transformacion y, sobre todo, para su

eliminacion.

Durante el afio 2011, (Figura 1.4) el destino final de los biosélidos producidos por las EDAR
urbanas en Catalufia ha sido mayoritariamente la aplicacién al suelo. A su vez, una parte importante de
los biosoélidos ha sido valorizada energéticamente en cementeras tras su secado. En los casos en los que
no ha sido posible la valorizacion de los lodos, estos se han destinado a la disposicién en depodsito
controlado. La aplicacion en el suelo incluye el lodo que se ha aplicado de forma directa en la agricultura,

el lodo compostado utilizado en jardineria y el utilizado en la restauracion de actividades extractivas.

Total eliminado: 117.745 toneladas de materia seca

u Aplicacionen el suelo: 53,8 %

14 Depdsitos controlados: 0,6 %

14 Valorizacion energética
(cementera): 45,6 %

738

Figura 1.4 Destino final de los biosélidos (Agencia Catalana del Agua, 2011)
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1.3.5 Normativa que regula la aplicaciéon de lodos al suelo
1.3.5.1 En la aplicacion agronomica

Los lodos de depuracion son considerados como residuos no peligrosos y se clasifican con el codigo
CER 190805 dentro del Catalogo Europeo de Residuos. La Unioén Europea regula la utilizacion de los
lodos de depuradora y tiene, con respecto a otros tipos de residuos, la peculiaridad de que ciertos usos y
posibilidades de reciclaje estan regulados por normas especificas, algunas de caracter agronémico al
existir la posibilidad de utilizarlos como abonos y enmiendas organicas en los suelos. En este sentido cabe
mencionar la Directiva 86/278/CEE y su transposicion al derecho espafiol esta recogida en el Real
Decreto 1310/1990, relativa a la proteccion del medio ambiente y en particular de los suelos en la
utilizacion de los lodos con fines agricolas. Esta Directiva regula las condiciones en que podran ser
aplicados los lodos a los suelos agricolas, condiciones tendientes a la proteccion del posible efecto nocivo
sobre las aguas, el suelo, la vegetacion, los animales y el propio hombre. En la Directiva figuran los
valores limites relativos a las concentraciones de metales pesados en los suelos (anexo 1A), en los lodos
(anexo IB), y a las cantidades maximas anuales de estos metales pesados que pueden ser introducidas en
los suelos destinados a la agricultura (anexo IC).

La normativa que regula la utilizacion agricola de lodos, prohibe el empleo de lodos no tratados,
aunque los Estados miembros pueden autorizar, en las condiciones que determinen, la utilizacion de los

lodos no tratados cuando se inyecten o se entierren en el suelo (en Espafia no esta permitido).

La Directiva 91/676/CEE, transpuesta al Derecho espafiol mediante el Real Decreto 261/1996,
también se aplica a los lodos para evitar la contaminacion producida por nitratos procedentes de fuentes
agrarias.

Una Orden del 26 de octubre de 1993, afiade algunos requisitos sobre la utilizacion de lodos en
agricultura, tales como la obligatoriedad del suministro de informacién de la estacion depuradora al inicio
de su funcionamiento y el envio por el responsable de la depuradora de una ficha semestral elaborada por
la entidad que gestiona los lodos de uso agricola de forma que permita controlar las cantidades dedicadas
a fines agrondmicos. Ademas, establece el funcionamiento del Registro Nacional de Lodos adscrito al
Ministerio de Agricultura Pesca y Alimentacion.

En el Plan Nacional de Lodos 2001-2006 (Resolucion de 14 de junio de 2001), se establecieron
las acciones tecnoldgicas para su reutilizacion y valoracion, segun la jerarquia siguiente: aplicacion al
suelo con fines de fertilizacion y reciclaje de nutrientes y MO, valorizaciéon energética en todas sus
variantes (incluida la biometanizacion), y deposito en vertedero. Asi mismo se fijan los principios de
gestion, los objetivos ecoldgicos y la financiacion. Se destaca ademas el interés por caracterizar los lodos,
implementar tecnologias de depuracion de acuerdo a su reutilizacion, elaborar codigos para su correcta
gestion y desarrollar programas de aplicacion en los suelos, asi como fomentar el desarrollo de otros usos

distintos a la aplicacion al suelo.
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1.3.5.2 En la restauracion de actividades extractivas

Una alternativa para el destino final de los lodos lo constituye el empleo de los mismos para
restauracion y acondicionamiento de espacios afectados por actividades extractivas, con el fin de

recuperar las minas a prados y terreno forestal, y si es posible también la recuperacion para la agricultura.

En Catalufia, el marco legal basico referente a la proteccion y a la restauracion de los espacios
afectados por actividades extractivas a cielo abierto esta constituido, por una parte, por la Ley 12/1981,
por la que se establecen normas adicionales de proteccion de los espacios de especial interés natural
afectados por actividades extractivas y, por la otra, por su decreto que la desarrolla: el Decreto 343/1983.
Ambeas disposiciones son actualizadas por el Decreto 202/1994 y por el Decreto legislativo 14/1994, que
establecen normas adicionales mas adecuadas al proceso evolutivo que han experimentado la gestion y el
control de estas actividades desde 1983. A escala estatal, el marco legislativo basico lo conforman la Ley

22/1973, de 21 de julio, de minas, y el Reglamento de minas, desarrollado en el Decreto 2857/1978.

La Ley 12/1981 fija las directrices basicas para la restauracion de los espacios afectados por
actividades extractivas con la finalidad de conseguir que, al terminar la explotacion, puedan integrarse en
el conjunto natural en el que se encuentran. Durante los primeros afios de vigencia de la Ley se instaurd
definitivamente el concepto de restauracion integrada. La restauracion integrada se basa, entre otros, en el
principio de mineria de transferencia, que procura aprovechar los movimientos de tierra que genera la
misma actividad extractiva para restaurar paralelamente las zonas ya explotadas. La restauracion
integrada también asegura la reduccion de las areas afectadas a las minimas imprescindibles, y refuerza el

vinculo afeccion/restauracion como premisa obligada de cualquier actividad minera a cielo abierto.

Aunque en las aplicaciones de lodos para la restauracion de actividades extractivas debe
considerarse la normativa general anteriormente citada, no existe una normativa especifica que regule la
aplicacion de lodos, compost u otros residuos organicos en la restauracion de explotaciones mineras. No
son directamente aplicables las directrices comunitarias o las disposiciones espafiolas sobre limitaciones
en la utilizacion agricola de lodos de depuradora (Directiva CEE 86/278, Diario Oficial de las
Comunidades Europeas L 181, de 4 de julio de 1986; Real Decreto 1310/1990), ya que, en muchos casos,
el uso final de los terrenos de explotaciones mineras no es agricola ni la finalidad es mantener o mejorar
la fertilidad del suelo con aportaciones periodicas de lodos de depuradora. Contrariamente, se pretende
preparar un suelo o sustrato que permita, en una sola intervencion, recuperar la vegetacion de la zona sin

que sea necesario volver a aplicar lodos u otros fertilizantes.

Asimismo, se aconseja tener en cuenta, pese a no ser directamente aplicable en la restauracion de
actividades extractivas, el Decreto 205/2000 de aprobacion del programa de medidas agrondmicas
aplicables a las zonas vulnerables en relacion con la contaminacioén por nitratos procedentes de fuentes

agrarias, asi como los decretos 283/1998, y 476/2004, ya que la lixiviacion de nitratos constituye uno de
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los principales riesgos de las aplicaciones de lodos en la restauracion de actividades extractivas. Sin
embargo, este riesgo suele ser muy limitado, si se tiene en cuenta la pequefia superficie afectada en cada

restauracion.

Desde el afio 1988, miembros del Centro de Investigacion Ecologica y Aplicaciones Forestales, en
colaboracion con otras entidades del ambito universitario, han participado, junto con la Seccion de
Restauracion de Actividades Extractivas, la Junta de Saneamiento y, mas tarde, la Agencia Catalana del
Agua, en distintos proyectos de investigacion sobre aplicaciones de lodos en canteras, pruebas de
revegetacion, plantaciones experimentales y seguimientos de zonas restauradas, que han sido pioneros en
este ambito y que han permitido mejorar el conocimiento cientifico-técnico sobre la restauracion de
actividades extractivas. Fruto de estos trabajos, en el afio 1996 se publicd el Manual de restauracio
d’activitats extractives amb fangs de depuradora, que reflejaba el estado de conocimientos del momento,
basado en los resultados de parcelas experimentales y pruebas piloto realizadas entre 1992 y 1995.

En el afo 2005 se actualiza el manual a partir de nuevos conocimientos técnicos adquiridos, incorporando
una orientacion mas ecoldgica en relacion con el conjunto del proceso de restauracion, calculo de la dosis

de lodos y estableciendo un procedimiento administrativo validado por todas las instituciones implicadas.
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2. OBJETIVOS GENERALES

OBJETIVOS GENERALES

Este trabajo ha sido parte de un programa multidisciplinario que lleva por titulo: “Estudio de la
aplicabilidad de los lodos de EDAR secados térmicamente en la rehabilitacion de areas degradadas por
la mineria de piedra caliza: comparacion con la de lodos de EDAR compostados”. En el proyecto
coordinado por el C.R.E.A.F. (Centre de Recerca Ecologica i Aplicacions Forestals, U.A.B.) han
participado ademas la E.S.A.B. (Escola Superior d’Agricultura de Barcelona, U.P.C.), 1QS Institut
Quimic de Sarria (Universitat Ramon Llull) y el Departament de Biologia Vegetal, Facultat de Biologia
(U.B)).

El proyecto fue subvencionado por el Ministerio Espafiol de Medio Ambiente y la Agencia

Catalana del Agua (ACA) Generalitat de Catalunya (Proyectos: (Exp150/2004/3; Exp4.3-236/2005/2-
B)).

Este proyecto tenia por objetivo comprobar la aplicabilidad de los lodos de depuradora sometidos
a secado térmico (LT) como enmiendas de los substratos de restauracion usados en los trabajos de
restauracion de areas dedicadas a actividades extractivas de piedra caliza a cielo abierto. En estos trabajos
se utilizaron como substrato los residuos de extraccion y de trituracion generados en la explotacion. Dado
que los residuos de trituracion, a diferencia de los de extraccion, han sido muy poco utilizados hasta ahora
en los procesos de restauracion, este proyecto tenia el interés de dilucidar su idoneidad. El estudio de
aplicabilidad incluy6 la comprobacion del cumplimiento de las limitaciones que forman parte de la
directiva de la UE para lodos de EDAR (EU, 2000) en lo que respecta al control de su potencial
contaminante. La eficiencia de los LT, como fuente de materia organica y de nutrientes para sustratos
minerales, se compar6 con la que proporcionaron los lodos de EDAR previamente sometidos a

compostaje (LC).

Los objetivos de la presente tesis doctoral fueron:

e Cuantificar, mediante una prueba de campo, el efecto de la aplicacion de lodos de EDAR
a dos suclos residuales provenientes de explotacion de calcarea, sobre la actividad

respiratoria, la biomasa microbiana, el contenido de carbohidratos totales y extraible, las
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actividades B-glucosidasa y B-galactosidasa y el N de aminoacidos durante el proceso de

restauracion de estos suelos.

e cvaluar la influencia del tipo de lodo y tipo de suelo utilizado y sus efectos sobre los

parametros anteriormente mencionados

Estos objetivos generales se han desarrollado a través de los siguientes objetivos especificos secuenciales:
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Estudiar el rango de valores de biomasa microbiana, carbohidratos totales, carbohidratos

extraibles, respiracion basal y actividades B-glucosidasa y [-galactosidasa en suelos naturales

catalanes con el fin de utilizarlos como referentes en el control del proceso de restauracion de los

suelos degradados.

En la experiencia de restauracion de residuos de cantera

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

Cuantificar los cambios experimentados por los parametros mencionados al cabo de
un afio del inicio del proceso de restauracion de los suelos enmendados con lodos y

compararlos con los cambios experimentados por los suelos control.

Dilucidar si el tipo de lodo utilizado influye en el efecto de los lodos sobre los

residuos de trituracion y extraccion

Cuantificar el efecto del secado al aire y del secado al aire y rehumedecimiento sobre
los parametros estudiados en las muestras finales de los suelos restaurados y

compararlo con este mismo efecto en los suelos naturales

Evaluar la efectividad del proceso de restauracion comparando los valores de los

parametros de los suelos restaurados con lo de los suelos naturales.

Evaluar comparativamente los valores de los mismos parametros en nuestra

experiencia y en una experiencia previa de caracteristicas similares
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3. SUELOS NATURALES

Utilizacion de suelos naturales poco perturbados de
Cataluna como referentes de calidad. Estudio de los
sistemas de post-tratamiento y conservacion de las

muestras

3.1 Introduccién

El interés en la evaluacion de la calidad y la salud del suelo aumentd en la medida que se tomo
conciencia que el suelo es un componente fundamental de la biosfera terrestre, que funciona no sélo en la
produccion de alimentos y fibra, sino también en el mantenimiento de los ecosistemas y de la calidad del

medio ambiente local, regional y global (Glanz, 1995).

Debido a la falta de acuerdo sobre la definicion de la calidad del suelo, no existe ningiin consenso
general sobre los suelos que deben ser considerados de maxima calidad y por lo tanto, que se pueden
utilizar como suelos de referencia para comparar los suelos afectados por el uso (Gil-Sotres et al., 2005).
Los suelos de los ecosistemas naturales tienen propiedades fisicas, quimicas y bioquimicas especificas
determinadas por las condiciones en las que se han desarrollado. La idea de usar suelos naturales estables
fue sugerida por Fedoroff (1987) y estd basado en el hecho de que los suelos que se desarrollan sin
perturbaciones externas alcanzan un equilibrio entre sus propiedades (Gil-Sotres et al., 2005). Por otro
lado, también se supone que el uso del suelo alterara ese equilibrio, y que esta modificacion se reflejara
en el comportamiento de sus propiedades bioquimicas. Las tierras no perturbadas, tales como pastizales
no cultivados y bosques, pueden actuar como sitios de referencia para su comparacion con suelos sujetos
a cambios provocados por las actividades humanas relacionadas con la silvicultura, la agricultura y la

urbanizacion.

3.1.1 Antecedentes

Diversos autores han utilizado los suelos naturales como suelos de referencia para comparar los
cambios en la calidad de diferentes suelos. Estos autores han demostrado que el maximo potencial y la
capacidad de adaptacion de estos suelos varian segun las caracteristicas medioambientales, y que por lo
tanto el impacto de las actividades humanas en estos ecosistemas tiene repercusiones ecologicas
diferentes (Miralles et al. 2007).

Garcia y Hernandez (1997), compararon el contenido de materia organica, respiracion basal, C-
biomasa microbiana y actividades enzimaticas de 21 suelos agricolas abandonados de distintas zonas

aridas mediterraneas del SE de Espafia, sometidos a un alto grado de erosion, con los suelos naturales de

39



3. SUELOS NATURALES

la misma zona (suelos inalterados con vegetacion de matorral, principalmente de Quercus rotundifolia, y
suelos que se sometieron a la reforestacion con pino 50 afios antes). El contenido de materia organica de
estos suelos abandonados (valor medio 11,8 g kg™) fue aproximadamente un tercio del valor promedio
del contenido de materia organica de los suelos naturales. La respiracion basal y el C-biomasa también
presentaron valores bajos y se correlacionaron positivamente con el contenido de materia organica. Los
suelos degradados presentaron bajos valores de actividades deshidrogenasa y catalasa indicativos de una
baja actividad bioldgica. Las hidrolasas estudiadas (ureasa, proteasa, B-glucosidasa y arilsulfatasa) se
correlacionaron positivamente entre si, y con el contenido de materia organica. Las actividades
arilsulfatasa y B-glucosidasa fueron las hidrolasas mas afectadas por procesos de erosion del suelo. Garcia
et al. (1997), no observaron correlacion entre la actividad de deshidrogenasa de los suelos degradados con
sus contenidos de materia orgénica, lo que indicaba que la materia organica total no era representativa de

la actividad microbiana de los suelos degradados.

Siguiendo los estudios dentro de la provincia de Murcia, Pascual et al. (2000), estudiaron la
rehabilitacion de suelos de cultivo intensivo en el sudeste de la region mediterranea espafiola, que habian
sido abandonados (es decir, no se utilizaban en la agricultura) por diferentes periodos de tiempo. Estos
suelos habian sufrido una disminucion general del carbono organico, sustancias humicas extraibles,
carbono soluble en agua, hidratos de carbono, biomasa microbiana y la respiracion, con el tiempo
transcurrido desde su abandono en comparacion con los suelos adyacentes naturales que nunca se habia
utilizado para la agricultura. Ademas se observaron los menores valores de actividad deshidrogenasa en

los suelos abandonados durante mas tiempo.

En Galicia, el estudio de los suelos naturales se realiz6 para obtener parametros de referencia para
evaluar el aumento de calidad que adquirian los suelos de minas desde el momento de su revegetacion.
Trasar-Cepeda et al. (1998), mostraron que en suelos nativos bajo vegetacion climax, y sin distorsion
humana, el equilibrio bioquimico que es caracteristico de un ecosistema estable maduro puede ser
expresado matematicamente como una realcidon entre varias propiedades microbioldgicas y bioquimicas
seleccionadas (biomasa microbiana, N mineralizado, fosfomonoesterasa, B-glucosidasa y Ureasa) y el

contenido de N en el suelo.

Siguiendo con el estudio de los suelos naturales, Trasar-Cepeda et al. (2000b) y Leirds et al.
(2000), estudiaron las propiedades bioquimicas de los horizontes O y Ah de 40 Umbrisoles nativos bajo
vegetacion climax de robledal Atlantico, distribuidos por todo Galicia. Los autores observaron que los
valores de las variables estudiadas estaban dentro de los rangos previamente publicados (Trasar-Cepeda et
al. 1998), y encontraron una amplia variabilidad geografica, puesta de manifiesto por los elevados valores
de desviacion estandar. Ademas, observaron una fuerte disminucion de las propiedades bioquimicas con
la profundidad. Las correlaciones entre los parametros bioquimicos y variables quimicas mostraron que
en estos suelos el tamafio de la poblacion microbiana y la actividad estan directamente relacionadas con el

contenido de materia orgéanica y nutrientes disponibles. Posteriormente, Trasar-Cepeda et al. (2008a),
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evaluaron el estado bioquimico de 45 suelos cultivados en Galicia, y observaron que el contenido de
materia organica y los valores de las propiedades bioquimicas estudiadas (CM-celulasa, B-glucosidasa,
invertasa, casein-proteasa, BAA-proteasa, ureasa, fosfomonoesterasa, fosfodiesterasa y arilsulfatasa)
fueron mucho mas bajos que los correspondientes a los suelos climax (suelos naturales de la mas alta
calidad posible). Sin embargo, cuando las propiedades bioquimicas se expresaron por unidad de C
organico, los valores de ambos tipos de suelos fueron muy similares, y para algunas propiedades los

valores de los suelos cultivados fueron incluso mas altos.

Los mismos autores (Trasar-Cepeda et al. 2008b) han comparado 194 suelos bajo diferentes usos
(78 suelos reforestados, 56 suelos de pastos con fertilizacion organica a base de estiércol y 60 suelos
agricolas) con 40 suelos de la zona desarrollados bajo vegetacion local potencial (suelos de calidad
bioldgica en la region). Sus resultados mostraron que el uso del suelo no necesariamente disminuye las
actividades enzimaticas estudiadas (CM-celulasa, B-glucosidasa, invertasa, casein-proteasa, BAA-
proteasa, ureasa, fosfomonoesterasa, fosfodiesterasa y arilsulfatasa) y que dichos resultados dependian del
tipo de enzima y el tipo de uso del suelo que se examind. Los valores encontrados fueron inferiores,
iguales o incluso superiores a los suelos naturales de referencia, en algunos casos dependiendo de la
fertilizacion. Los valores de actividad enzimatica por unidad de carbono fueron mayores en los suelos
sujetos a la interferencia humana que en los suelos bajo vegetacion climax, lo que indicaba un

enriquecimiento relativo de la actividad enzimatica en suelos agricolas y forestales.

Bastida et al (2006), realizaron una caracterizacion microbiologica y bioquimica de suelo de
diferentes toposecuencias en Murcia, incluyendo una amplia gama de densidades de cubierta vegetal en
un intento de evaluar la idoneidad de los parametros medidos (carbono organico total, carbono soluble en
agua y carbohidratos solubles en agua, carbono de biomasa microbiana, respiracion del suelo y
actividades enzimaticas) para reflejar el estado de degradacion de los suelos. Los valores de estos
parametros se hallaron estrechamente relacionados con el grado de cobertura vegetal; los suelos de
bosque, con un alto valor de cobertura, mostraron los indices mas altos. El estudio proporciona un indice
de degradacion de suelos basado en sus propiedades microbioldgicas (MDI: Indice de degradacion
microbiologica) valido para su uso en climas semidridos. Este indice es una funcién de la actividad
deshidrogenasa, los carbohidratos solubles en agua, la actividad ureasa, el carbono soluble en agua y la

respiracion.

Zornoza et al. (2007), establecieron dos modelos que representan el equilibrio entre el carbono
orgénico y algunas propiedades fisicas, quimicas y bioquimicas de los suelos forestales inalterados en
condiciones semiaridas mediterraneas en Alicante (SE de Espaiia), basados en el uso de regresiones
lineales multiples. EI Modelo 1, en el que explica el 92% de la variacion en carbono orgénico del suelo
(C), mostrd que el C puede ser calculada por una combinacién lineal de 6 propiedades fisicas, quimicas y
bioquimicas: fosfatasa acida, capacidad campo, conductividad eléctrica (CE), fosforo disponible (P),

capacidad de intercambio cationico (CIC) y estabilidad de los agregados. E1 Modelo 2 explica el 89% de
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la variacién en el C, que puede ser calculado por medio de 7 propiedades quimicas y bioquimicas:
actividades de ureasa, fosfatasa y B-glucosidasa, pH, CE, P y CIC. Posteriormente Zornoza et al. (2008)
confirmaron en once suelos forestales no perturbados, la existencia de un equilibrio entre el carbono
organico de los suelos de alta calidad y las propiedades fisicas, quimicas y bioquimicas anteriormente
seleccionadas como indicadoras de la calidad del suelo (Zornoza ef al. 2007). La perturbacion debe ir
acompanada de la pérdida de este equilibrio. Los suelos agricolas y los suelos agricolas abandonados han
demostrado un desequilibrio entre el contenido de carbono organico y las propiedades fisicas, quimicas y
bioquimicas. Ademas, los suelos de campos abandonados mostraban la menor desviacion en el equilibrio

natural, lo que indica una recuperacion de la calidad del suelo.

En Italia, Masciandaro et al. (1998), estimaron los efectos del uso agronomico sobre las
propiedades del suelo basadas en la actividad metabdlica y la evolucion de la materia organica. En
comparacion con los suelos nativos sin perturbar (suelos nativos mediterraneos de clima templado-
humedo del centro-oeste de Italia Central y de la zona semiarida del centro-oeste de Espafia), los suelos
agricolas abandonados y los suelos intensamente cultivadas redujeron la concentracion de materia
organica del suelo, incluyendo el carbono organico total y el nitrégeno, el carbono humico y los sustratos
organicos facilmente degradables, tales como carbono soluble en agua, compuestos antrona-reactivos y
folin-reactivos. Ceccanti et al. (2008), midieron en cinco sitios seleccionados en el centro-oeste de Italia
(Toscana) bajo clima Mediterraneo templado los parametros convencionales (carbono organico total,
nitrégeno total, acidos humicos y acidos fulvicos) frecuentemente asociados con la calidad del suelo y los
compararon con la actividad de B-glucosidasa asociada con el complejo de humus—enzima. La actividad
del complejo humus-B-glucosidasa como actividad total del suelo o como porcentaje del contenido de C-
htimico, demostré ser un parametro discriminante de la calidad bioquimica de los suelos. La calidad de
los suelos se distribuyeron en un orden decreciente de calidad: pradera sin perturbar> suelo reforestado

con Populus nigra > vifiedo de 60 afios > suelos agricolas > vifiedo de 1 afio.

3.1.2 El sistema de conservacion y pre-tratamiento de los suelos antes de su determinacion: el
problema de la acumulacién de muestras en un corto periodo de tiempo y la alternativa del secado

al aire o del secado al aire y rehumedecimiento.

Los parametros biologicos del suelo presentan la ventaja de ser sensibles a las agresiones externas
sobre el suelo. Sin embargo, esta sensibilidad es también una posible desventaja debido a que el tiempo
transcurrido entre la toma de muestra y el analisis pueden cambiar el valor de los parametros a analizar
durante el almacenamiento. Las propiedades del suelo son susceptibles de cambiar bajo diferentes
condiciones de almacenamiento y pre-tratamiento, ya que en la muestra recolectada se genera un nuevo

ambiente al cambiar algunas condiciones (temperatura, oclusion de la materia organica, variacion de la
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humedad, etc.), y se crean nuevos limites a la densidad y actividad de los microorganismos (Trasar-
Cepeda et al., 2000a). Los parametros biologicos del suelo deberian ser analizados inmediatamente
después del muestreo, pero esto raras veces es posible debido al nimero de ensayos que a menudo son
realizados. El secado al aire facilita enormemente el manejo de las muestras de suelo y el empleo de este
pre-tratamiento o el de secado al aire mas rehumedecimiento facilitaria la adopciéon de parametros
biologicos como parte de un indice de calidad de suelo, pero las operaciones mencionadas, tal como
hemos comentado, podrian influir sobre las propiedades biologicas. A pesar de las alteraciones
provocadas por el pre-tratamiento, es importante que se mantenga la capacidad de discriminacion entre
los suelos y puedan ser seleccionados como indicadores de calidad del suelo. El pre-tratamiento de
secado al aire representa una ventaja importante ya que las muestras secadas al aire son estables durante

largos periodos.

Se han realizado pocos estudios sistematicos para determinar el efecto del secado al aire y secado
al aire y rehumedecimiento sobre una gama de propiedades biologicas en distintos tipos de suelos
mediterrancos bajo vegetacion climax, expondremos a continuacion algunos resultados obtenidos por

diversos autores.

El secado al aire provoca la muerte de los microorganismos sensibles o los induce a un estado de
reposo o resistencia y produce ademas un cambio en la composicion de la comunidad microbiana (Kieft
et al., 1987; Van Gestel et al., 1993; Tate III, 2000, Wu y Brookes, 2005). Ademas de causar la lisis de
los microorganismos y probablemente destruir las enzimas secretadas por las células vivas, acelera su
adsorcion a los coloides del suelo: los inmoviliza uniéndolos a la matriz del humus y este proceso

completa la estabilizacion de las enzimas.

El C de la biomasa microbiana (CBM) determinado después del rehumedecimiento y antes de la
estabilizacion del suelo mediante un periodo de incubacion, puede que no represente precisamente a la
biomasa en el momento del muestreo (Sparling et al., 1986). Sin embargo, si la determinacion del CBM
se realiza en un suelo seco y rehumedecido e incubado de 3 a 10 dias los valores obtenidos pueden ser

equivalentes a los de las muestras a humedad de campo (Franzluebbers et al., 2000).

En la determinacion de la actividad enzimatica, cuando se incuba una muestra a humedad de
campo durante menos de cuatro horas, la actividad enzimatica total podria provenir de la que aporta la
biomasa microbiana existente, de las enzimas libres del suelo, de las enzimas asociadas a los restos
celulares o células que no proliferan y a aquellas inmovilizadas en los coloides del suelo. Cuando en la
determinacion de la actividad enzimatica se incuban muestras de suelo secas al aire, los dos primeros

componentes mencionados podrian haberse destruido en su mayor parte (Bonmati et al., 2003).

Se han realizado diversos estudios sobre el efecto del secado al aire del suelo sobre la actividad

enzimatica.
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Sparling et al., (1986), estimaron la actividad de la fosfomonoesterasa y fosfodiesterasa antes y
después del secado al aire en muestras de suelo de pastizales de Nueva Zelanda y observaron una
disminucion en su actividad del 38% y 29% respectivamente. Bandick y Dick (1999), observaron que los
ensayos de las actividades enzimaticas B-glucosidasa, amidasa, arilsulfatasa, y ureasa realizados en
muestras secas al aire presentaban la misma distribucion en los suelos ensayados que las muestras a
humedad de campo. Trasar-Cepeda et al, (2000a), ensayaron el efecto de diferentes condiciones de
almacenamiento (refrigeracion a 4° C, congelacion a -20° C, secado al aire) durante un aflo sobre diversas
propiedades bioquimicas de los suelos de Galicia, y el secado al aire fue el procedimiento que causéd

mayor alteracion en las actividades de las enzimas BBA-proteasa, ureasa, invertasa y B-glucosidasa.

Hinojosa et al, (2004), observaron que las actividades enzimaticas, con excepcion de -
glucosidasa, fueron significativamente mayores en los suelos secos y rehumedecidos al 80% de retencion

de agua e incubados durante 7 dias a 21 °C, respecto a los suelos a humedad de campo.

Wu y Brookes (2005), establecieron, en un suelo de pastizales permanentes del Reino Unido
abonado con glucosa, cinco ciclos de secado al aire y rehumedecimiento al 50% de su capacidad de
campo, cada uno seguido de 7 dias de incubacion a 25 °C. Comprobaron que durante los primeros dias de
incubacion después del rehumedecimiento, la actividad microbiana aumentaba en comparacion a la del
suelo a humedad de campo, y causaba un aumento de la mineralizacion del carbono organico del suelo y
otros nutrientes. En general, esta cantidad de C-CO, liberado disminuyé a medida que aumentaban el
numero de ciclos de secado al aire y rehumedecimiento. Los autores observaron que en el primer ciclo, la
cantidad de C de la biomasa disminuyd en un 44% y el ATP microbiano en un 70%, mientras que las
concentraciones de C extraible casi se duplicaron. Sin embargo, luego del primer ciclo de secado al aire y
rehumedecimiento, dichos parametros se recuperaron rapidamente 1-3 dias después del
rehumedecimiento y el C-biomasa fue el 87% y el ATP el 78% de la concentracion inicial medida antes

del secado al aire.

Zornoza et al., (2006 y 2007c), estudiaron, en suelos de regiones semiaridas y secas
Mediterraneas en el SE de Espaia el efecto del secado al aire y secado al aire y rehumedecimiento sobre
las actividades enzimaticas B-glucosidasa, fosfatasa acida y ureasa, y sobre el CBM, la respiracion basal
(RB), el cociente metabdlico (qCO,) y el carbono soluble en agua. Observaron que la actividad de las
enzimas estudiadas fue levemente afectada por el secado al aire. Sin embargo el rehumedecimiento de
suelos secos al aire durante cortos periodos de incubacion (4, 8 y 12 dias a 23 °C), mostraba distintos
patrones de comportamiento dependiendo de la enzima estudiada. Las actividades de la ureasa y [-
glucosidasa fueron relativamente estables durante la incubacion. Sin embargo la fosfatasa acida mostrd un
aumento en su actividad con la incubacion. Los valores de CBM y RB de muestras de suelo secas y
rehumedecidas e incubadas por cortos periodos de tiempo (4, 8 y 12 dias a 23 °C) fueron menores que los

valores de las muestras a humedad de campo.
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3. 2 Objetivos

Los objetivos en esta etapa de nuestro estudio fueron:

e Determinar una variedad de propiedades bioquimicas de los suelos con minima
perturbacion antropogénica de Cataluiia y discutir la relacion entre si y con los
parametros fisico y quimico de los suelos. Ademas describir las diferencias segun el tipo

de suelo y su ubicacion.

o Evaluar el efecto del secado al aire y/o secado al aire y rehumedecimiento sobre el C de la
biomasa Microbiana (CBM), respiracion basal (RB), evolucion del proceso de respiracion
(EPR), cociente metabolico (qCO,) y actividades 3-glucosidasa y 3-galactosidasa en estos

suelos.

e Ensayar si el secado al aire o secado al aire y rehumedecimiento de las muestras de suelo
es un pre-tratamiento apropiado cuando se usan las mencionadas propiedades para

evaluar la calidad de los suelos estudiados.
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3.3 Materiales y Métodos

La primera parte de la experiencia que corresponde a este capitulo forma parte de una de las actividades
de investigacion de Grupo Espafiol de Enzimologia de Suelos (GEES). Este proyecto tiene por objetivo
constituir una base de datos sobre parametros bioquimicos de suelos naturales de diferentes regiones de la

Peninsula Ibérica.
3.3.1 Area de estudio

Los suelos analizados corresponden a diez localidades de Catalufia: Serra Litoral (LT) coordenadas UTM
(huso 31 T) x=438318 y=4595988 z=200m (s.n.m.), Serra del Corredor (CR)(x=468852 y=4613285
z=600 m), Serra del Montnegre (MN) (x=469095 y=4614800 z=400 m), Plana de Vic (VC) (x=441966
y=4447214 z=460 m), Serra de I’Ordal (OR) (x=402038 y=4582681 z=385 m),Conca d’Odena, Igualada
(IG) (x=388992 y= 4603432 z=321 m), La Panadella (PN) (x=367168 y=4606839 z=773 m), Serres dels
Camps, Balaguer (BL)(x=321063 y=4629917 z=259 m), Serra de la Picarda, La Granja d’Escarp (LG)
(279887 y=4588362 z=177 m) y Segre (SG) (x=281854 y=4590988 z=90 m).

Las localidades fueron seleccionadas con el objetivo de abarcar la variabilidad litologica,
climatica y de vegetacion del territorio. Nos centramos en suelos nativos bajo vegetacion natural y
autdctona, o lo mas cercano posible de la vegetacion potencial (Rivas-Martinez, 1987), que no habian
sido recientemente alterados por la accion humana en un indeterminado ntimero de décadas. Tuvimos en
cuenta en la seleccion de los sitios que la proporcion entre suelos carbonatados y no carbonatados
reflejara las condiciones reales de la cobertura edafica. La distribucion geografica de las localidades
escogidas se muestra en la Figura 3.1. En la Tabla 3.1 y la Tabla 3.2 se presentan las caracteristicas de los

suelos.

Figura 3.1. Distribucion geografica de las localidades de muestreo
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3.3.1.1. Clima

La variedad geografica de Catalufia ocasiona grandes contrastes climaticos y meteorolégicos (Figura 3.2).
La gama de altitudes cubre mas de 3.000 metros, lo cual produce unos pisos climaticos, en especial
térmicos, que generan temperaturas medias anuales que van desde los 17 °C a los 0 °C. La manifestacion
de estos contrastes se puede apreciar en el mapa de precipitacion media anual, donde los totales
pluviométricos oscilan entre los mas de 1.200 mm en determinados puntos de los Pirineos y los menos de

400 mm a poniente de la Depresion Central.

Desde un punto de vista climatico, en Cataluia se distinguen dos grandes zonas: la zona humeda

y la seca.

- La zona hiimeda (Pirineo, Pre-pirineo y ambitos mas altos de la Depresion Central y del Sistema Litoral)
se caracteriza por precipitaciones superiores a los 600 mm anuales, veranos frescos e inviernos frios
(15 °C de oscilacion térmica en Olot y 955 mm de precipitacion anual). Este clima corresponde al clima

mediterrdneo de alta montaifia.

- La segunda zona (costa y nucleo interior de la Depresion Central Catalana) se caracteriza por un clima
seco (precipitaciones inferiores a los 600 mm). En ella cabe distinguir la tendencia continentalizadora en
el interior, con oscilacion térmica acusada (20 °C de oscilacion térmica y 351 mm de precipitacion en
Lleida), de la propiamente mediterranea de la costa (veranos largos y secos, inviernos muy suaves,

maximo de precipitaciones en otofio).

Las precipitaciones medias anuales en la zona litoral estan entre los 700 mm (Baix Emporda) y
los 480 mm (Tarragona). La irregularidad de las lluvias es la tipica del clima mediterraneo. En el clima
mediterraneo continental la variacion de las temperaturas a lo largo del afio es mayor que en la costa. De
acuerdo con estas caracteristicas climaticas los suelos estudiados pueden agruparse de la siguiente
manera: Mediterraneo litoral, suelos LT, CR y MN; Mediterraneo continental (sub-tipo himedo), suelo de
VC; Mediterraneo Litoral (sub-tipo sur), suelo OR; y Mediterraneo Continental (sub-tipo seco), los suelos

IG, PN, BL, LG y SG (Tabla 3.1).
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Figura 3.2. Division climatica de Catalufia (Martin-Vide, J.,
1992)

3.3.1.2 Litologia y vegetacion

En los suelos del area mediterranea, sometidos a clima semiarido, el sustrato litologico méas caracteristico
de esta zona son las rocas carbonatadas, los sedimentos cuaternarios y las formaciones de margas, las
cuales dan lugar a suelos muy facilmente erosionables, y que pueden estar sometidos a procesos de

degradacion bioldgica, fisica y/o salinizacion.

Los sitios presentan variaciones en la vegetacion natural. Los suelos desarrollados sobre material no
calcareo (MN y CR) presentan una vegetacion de bosque mediterraneo. La especie dominante es la encina
(Quercus ilex rotundifolia) y el alcornoque (Quercus suber). En los suelos LT y PN la vegetacion esta
compuesta por encinas (Quercus ilex), en cambio en MN y CR el bosque escleréfilo esta formado
mayoritariamente por alcornoques (Quercus suber), con mayor exigencia en cuanto a profundidad del
suelo y humedad. En cambio el suelo OR presenta bosques de coniferas y sus especies mas caracteristicas
son el pino pifionero (Pinus pinea), el carrasco (Pinus halepensis) y el laricio o salgarefio (Pinus nigra).
En el suelo de VC, encontramos prados de junquillos (Aphyllanthes monspeliensis), comunidades
vegetales en las que predominan las hierbas perennes con abundancia de gramineas. En los suelos IG y
LG la vegetacion es un prado basoéfilo seco de tierra baja o media con pastizales propios de superficies
pedregosas. En el suelo LG, la vegetacion de la estepa es del tipo xerofilo, que se caracteriza por su

adaptacion a la escasez de agua: aunque los tallos se sequen la planta se mantiene con vida debajo de la
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tierra; las escasas precipitaciones no permiten el desarrollo de pastos; predomina la vegetacion herbacea
con arbustos aislados. En el suelo BL, la vegetacion es un matorral mediterraneo de romero (Rosmarinus
officinalis), acompafiada por arbustos de tamafio similar. En el suelo SG predomina el bosque
mediterraneo de ribera, las especies mas representativas son el aliso (A/mus glutinosa), el fresno
(Fraxinus excelsior) y el chopo (Populus nigra). Estos bosques tienen mucha importancia en la

regulacion de la escorrentia, en la prevencion de inundaciones y como protectores frente a la erosion.

3.3.2. Caracteristicas fisico-quimica de los suelos

Las principales caracteristicas fisicas y quimicas (conductividad eléctrica, pH, carbonatos totales,
N y C) fueron realizadas por diferentes centros que constituyen el Grupo Espafiol de Enzimologia del
Suelo (GEES). La conductividad eléctrica fue medida en extracto acuoso 1:5 y el pH real en una
suspension 1:2,5 en agua. El contenido de carbonatos totales fue determinado en analizador Shimadzu
TOC-V-Series SSM 5000A (acidificacion con H;PO, y tratamiento térmico a 200 °C) y el NV orgdnico se
determiné mediante el método de Kjeldhal (Stevenson, 1982). El carbono orgdanico del suelo se
determin6 por oxidacion con dicromato de potasio procedimiento Walkley-Black considerando el factor

de transformacion del C oxidable en C organico de 1,29 (Nelson y Sommers, 1982).

3.3.3 Muestreo

Se definié una parcela de 100 m? en cada sitio y la muestra fue compuesta de 20-25 sub-muestras
homogéneamente mezcladas del horizonte A (0-10 cm) luego de la eliminacion de la hojarasca. Se
tomaron muestras en dos dias consecutivos en la primavera de 2006. Una parte de las muestras fue
inmediatamente tamizada (<2 mm), homogeneizada y almacenada a 4°C antes de realizar las
determinaciones de C-biomasa microbiana, respiracion y actividades enzimaticas (dentro de los 15 dias
siguientes a la toma de muestras). Para la determinacion del resto de parametros las muestras fueron
secadas al aire durante una semana, tamizadas (<2 mm) y almacenadas a temperatura ambiente hasta el
momento de realizar los analisis. Para los ensayos analiticos, se utilizd el valor medio de tres o cuatro

repeticiones por muestra y los datos se expresaron sobre la base de suelo seco.

3.3.4 Metodologia analitica

La humedad de las muestras se determind gravimétricamente (secado a estufa 105°C, 24 h), excepto la
muestra de suelo Balaguer en la que por su contenido en yeso el secado se realizé a 60°C hasta peso

constante.
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El analisis de fextura se determin6 con hidrometro de Bouyoucos (Gee y Bauder, 1986). La
proporcion de cada fraccion textural se determind mediante el analisis granulométrico, previa separacion
de la fraccion superior a 2 mm y la eliminacion de la materia organica con H,O, (en el caso de los suelos
con bajo contenido de materia organica y utilizando el método densimétrico este paso no fue imprescindible).
La dispersion de los agregados se realizo colocando 50 g de tierra fina en una ampolla de agitacion y se
agregaron 40 ml de dispersante (hexametafosfato sddico mas bicarbonato sddico) y 250 ml de agua destilada.
Las ampollas fueron agitadas en agitador durante 8 h. Luego de la dispersion, la suspension se paséd
integramente a una probeta de un litro y se completé con agua destilada previa separacion de las particulas
mas gruesas de 0,05 mm por tamizado; las particulas inferiores se determinaron por el método de
sedimentacion basado en la ley de Stokes. Las lecturas con el densimetro se realizaron a los 40 segundos
(estan en suspension las particulas inferiores a 50 micras) y a los 120 minutos (solo estan en suspension las
particulas menores a 2 micras). Se corrige cada lectura restandole un blanco (agua y dispersante en la misma
concentraciéon que las muestras). Los porcentajes de cada fraccion se expresaron en g Kg' de muestra seca.

La clase textural se determind mediante el triangulo de texturas (USDA).

La determinacion de carbohidratos totales (CHT) se realiz6 de acuerdo a Cheshire y Mundi
(1966), se usaron 2 g de muestra para cada uno de los tratamientos en frascos de 150 ml de capacidad y se
agregd 7,5 ml de H,SO, 4 M, se dejo reposar 16 h para la solubilizacién de carbohidratos. Luego se
diluy6 hasta 0,5 M de H,SO, afiadiendo 52,5 ml de agua destilada y se calenté a 100°C durante 5 h para
que los polimeros de los carbohidratos solubilizados pudieran ser hidrolizados a sus respectivos
monosacaridos. Se filtr6 y se neutralizo a pH 7 afiadiendo NaOH 2 M. La cuantificacion de los
carbohidratos en los extractos se basa en la determinacion colorimétrica del complejo entre los azlicares y
el reactivo antrona (9, 10-dihidro-9-oxoantraceno). La reaccidn es positiva para pentosas, metilpentosas y
hexosas. La reaccion de la antrona en medio sulfurico produce un derivado del furano que tiene su

maximo de absorcion entre 520-630 nm.

La determinacion de carbohidratos extraibles (CHE) se realiz6 de acuerdo a Badalucco et al.
(1992). Se usaron 5 g de muestra para cada uno de los tratamientos en frascos de 50 ml de capacidad, se
agregaron 20 ml de K,SO; 0,5 M y se agitd durante una hora. Las muestras fueron filtradas y

cuantificadas mediante la reaccion de antrona.

El C-biomasa microbiana (CBM) se determind usando el método de fumigacion-extraccion
(Vance et al., 1987) en muestras que habian sido pre-incubadas 7 dias en oscuridad a 28 °C después de ser
ajustadas al 60% de capacidad de campo (CC). Del peso total de la muestra, la mitad (25 g de suelo seco)
se fumigd con CHCI; durante 24 h a una temperatura de 25°C, la otra mitad (25 g restantes) se dejo sin
fumigar. Después de extraer el vapor de CHCIl;, el C fue extraido desde las muestras fumigadas y no
fumigadas con K,SO,4 0,5M durante 30 minutos en agitador (relacidon suelo: extractante 1:4). E1 C en los

extractos filtrados fue determinado por el método de oxidacion con dicromato y medio acido. La
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diferencia entre el C extractado en las muestras fumigadas (Ce (fum) y €n las no fumigadas (Ce (o fum))fue

convertido en C de la biomasa microbiana usando la féormula:

ng C Biomasa g™ suelo seco = 2.64*1.12* (C, (fum) 1g C £")-Ce (no fum) 12 C )

Se ha comprobado experimentalmente que: 1) el incremento de materia organica que se consigue
extraer es 2,64 veces mas pequefio que la biomasa realmente existente en el suelo, ii) el C orgénico total
que contiene una muestra es 1,12 veces mas elevado que el que se determina por oxidacion calentando a

150°C con la mezcla dicromato/sulfurico (Vance et al., 1987).

El carbono orgdnico extraible (COE), una medida de la materia organica disponible facilmente
en el suelo (Joergensen y Brookes, 1990), se obtuvo por extraccion con 0,5 M K,SO;, en la proporcion de

1:4 (peso / v) y fue determinado en analizador TOC SHIMADZU V-CSN.

La evolucion del proceso de respiracion (EPR) y la respiracion basal (RB) se determinaron
segun el método descripto por Hernandez y Garcia (2003). Se utilizaron 100 g de suelo, previamente
ajustado al 60% capacidad de campo (CC) e incubado 7 dias en oscuridad a 28°C, en frascos herméticos
de 1 L de capacidad que contenian un vial con 10 mL de NaOH 0,5 N para absorber el CO, liberado. Las
trampas de NaOH fueron renovadas diariamente y el CO,-C liberado fue cuantificado por titulacion del
NaOH con HCI 0,5 N después de precipitar el carbonato de bario formado por la adiciéon de una solucion
acuosa de Ba Cl, a la solucion de NaOH, utilizando fenoftaleina como indicador. El valor del CO,
contenido en el frasco sin suelo (controles) fue sustraido del valor de CO, liberado desde la muestra de
suelo. La respiracion basal (RB) fue determinada calculando el CO, liberado entre el 6° y 7° dia de

incubacion en el método de EPR.

A partir de estos parametros se ha calculado: El cociente metabdlico y la relacion entre el carbono

microbiano y el carbono organico.

El cociente metabdlico (qCO;) definido como la relacion entre la respiracion y la biomasa microbiana,
propuesto por Anderson y Domsch, (1985) como un buen indicador de la fraccion metabdlicamente
activa de los microorganismos del suelo. El qCO, fue calculado dividiendo el CO,-C liberado desde la

muestra en una hora por el contenido de C-Biomasa.

La relacion entre el carbono microbiano y el carbono orgdnico (C-mic/C-org) nos indica que parte del

carbono organico corresponde al C que forma parte de la biomasa microbiana.
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Las actividades p-glucosidasa y f-galactosidasa fueron determinadas de acuerdo a Tabatabai
(1982) y Eivazi y Tabatabai (1988) con las siguientes modificaciones: i) no se utilizé tolueno debido al
corto tiempo de incubacion (1 hora). Segiin Burns (1982) la incubacion de una suspension de suelo con el
sustrato durante menos de cuatro horas, elimina la actividad debido al crecimiento microbiano. ii) De
acuerdo a Vourinen (1993), los suelos tienen capacidad de adsorber p-nitrofenol, que es el producto de la
reaccion enzimatica. Esto implica que la lectura colorimétrica que se hace al final de ensayo enzimatico
corresponde no a la totalidad del p-nitrofenol producido sino al total menos el adsorbido. Se realizaron
curvas de calibracion del p-nitrofenol en las que se incluyo el suelo en la solucidén estandar para tener en
cuenta la adsorcion relativa del p-nitrofenol por cada uno de los suelos. iii) Ajustes de pH de la
suspension: es conveniente asegurarse que la suspension suelo-tampdn-sustrato mantiene el pH del
tampon afiadido. Segln las experiencias descritas por Trasar-Cepeda et al. (1985) en suelos ricos en
materia organica, con fuerte poder amortiguador, la disolucion tampon utilizada no consigue llevar el
sistema al pH al cual debe realizarse la reaccion enzimatica. En estos casos es conveniente realizar un
ensayo previo para comprobar si la muestra de suelo mantiene o desplaza el pH del tampon. En caso de
que haya desplazamiento del valor de pH se incorpora una pequefia modificacion al procedimiento
general y que incluye un ajuste de pH. El grado de ajuste se deduce a partir de la elaboracion de una curva
de neutralizacion de la muestra de suelo. La curva de neutralizacion tiene por objeto determinar el
volumen de HCI 0,5 M que se ha de afiadir a la suspension suelo-tampon-sustrato para conseguir el pH de
6 al cual se realiza la reaccidon enzimatica, utilizando en este caso tampon MUB-HCL. La curva de

neutralizacion se realiza para cada muestra de suelo analizar.

Las actividades B-glucosidasa y P-galactosidasa fueron determinadas como la cantidad de p-
nitrofenol (pNP) liberada de 1,5 g de suelo después de la incubacion a 37° C durante 1 h con el sustrato p-
nitrofenil-B-glucopirandsido o p-nitrofenil-B-galactopirandsido en tampon MUB (pH 6). La reaccion se
detuvo por enfriamiento a 2° C durante 15 minutos y afiadiendo a continuacioén 1 ml de 2 CaCl, M y 4 ml
de 0,1 M THAM-NaOH 0,1 M de pH 12, la mezcla se agito y filtro. El p-nitrofenol liberado se determind
por espectrofotometria a 400 nm. Los controles fueron realizados en la misma forma, pero el sustrato fue
afiadido antes que el CaCl, y el THAM (Tabatabai, 1982). Los resultados se expresan sobre la base de

suelo seco a 105°C.

3.3.5 Pre-tratamiento de las muestras

Pretratamiento 1) suelo seco al aire

Para ensayar el efecto del secado al aire sobre carbono de la biomasa microbiana (CBM), respiracion
basal (RB), evolucion del proceso de respiracion (EPR) y actividades B-glucosidasa y B-galactosidasa,
los valores de esos parametros se determinaron después de secar al aire, durante una semana a

temperatura ambiente, las muestras de suelos a humedad de campo y los resultados fueron comparados

53



3. SUELOS NATURALES

con los valores obtenidos en las muestras a humedad de campo. Deberiamos enfatizar que, como se
especificara en la préxima sub-seccion, las determinaciones CBM, RB y EPR sobre muestras a humedad
de campo y sobre muestras secas al aire fueron realizadas luego de ajustar la humedad del suelo al 60%

de su capacidad de campo (CC) e incubarlas durante 7 d en la oscuridad a 28°C.

Pretratamiento 2) secado al aire y rehumedecimiento

Para ensayar el efecto del secado al aire y rehumedecimiento sobre las actividades B-glucosidasa y B-
galactosidasa, las muestras de suelo secas al aire fueron rehumedecidas al 60% CC e incubadas durante 7
dias en oscuridad a 28 °C. Los valores obtenidos fueron comparados con aquellos obtenidos en las

muestras a humedad de campo.

3.3.6 Analisis estadisticos

El analisis de ANOVA unidireccional se llevdo a cabo con todas las propiedades para evaluar las
diferencias entre los suelos. La comparacion de medias se realizoé segliin procedimiento SNK (Student-
Newman-Keuls a nivel de a=0,05). Los datos fueron analizados usando el software del sistema de analisis
estadistico y el procedimiento GLM fue realizada mediante las pruebas de la varianza (SAS, 1990). Se
calcularon los coeficientes de correlacion entre las medias de los diferentes parametros bioquimicos. En el
estudio de correlacion, la muestra PN fue omitida debido a que sus valores extremos desvirtuaban el
analisis de los resultados. Los valores normalizados de las variables fueron trazados en un diagrama

estrella con diez ejes que representan los diez suelos.

Ademas se realizo un analisis de ANOVA para considerar la influencia de dos factores fijos (pre-
tratamiento y tipo de suelo) sobre los parametros estudiados. La comparacion de medias se realizod segiin
procedimiento SNK (a nivel de 0=0,05). Teniendo en cuenta el procedimiento propuesto por Zornoza et
al. (2006) evaluamos la pendiente obtenida de regresiones lineales simples entre los valores de las
actividades enzimaticas y biomasa microbiana de las muestras de suelo a humedad de campo vy las
muestras de suelos secos al aire o suelos secos al aire y rehumedecidos. Nuestro objetivo fue cuantificar
su desviacion de la relacién 1:1 y averiguar cudl era el pre-tratamiento que presentaba menos cambios

respecto a los valores iniciales de suelo a humedad de campo.
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3.4 Resultados y Discusion
3.4.1 Caracterizacion fisico- quimica de los suelos

Los valores de las caracteristicas fisico- quimica de los suelos que se presentan en la Tabla 3.2 muestran
que en general, la mayoria de los suelos analizados se caracterizan por pH basicos, excepto los suelos
CR, MN y LT. En lugares donde la precipitacion es intensa, se produce un lavado de bases en el suelo y
el suelo tiende a la acidez. En las zonas aridas, no se produce el lavado de bases y por lo tanto los suelos

tienden a la alcalinidad (Douchafour, 1982).

La conductividad eléctrica fue alta en las muestras de los suelos BL (suelo de yeso), y LG. La salinidad
de los suelos ademas de afectar el crecimiento de algunas plantas, puede ejercer un proceso adverso sobre
la biota y sobre los procesos biologicos esenciales que mantienen la calidad de un suelo (Pankhurst et al.,
2001). Sin embargo, la actividad microbiana no solo puede estar afectada por la concentracion de sales
sino por el tipo de sales dominantes en los suelos. En el caso del suelo BL la conductividad eléctrica es
debida a la presencia de yeso (sulfato de calcio di-hidratado); esta sal por su baja solubilidad, no es
perjudicial para la microbiota ni para las plantas. Sindhu y Cornfield (1967), atribuyeron la baja toxicidad
de los sulfatos, en relacion a los cloruros, a una mejor utilizacion de este anion en las células microbianas
para la sintesis de aminoacidos, vitaminas, sulfolipidos y otros aminoacidos esenciales, mientras que las
sales de cloro probablemente no son incorporadas en rutas metabodlicas y se acumulan a niveles toxicos.
El suelo LG proviene de una roca madre compuesta principalmente de carbonato célcico y minerales

arcillosos, a veces con algo de yeso e incluso otros tipos de sales.

Tabla 3.2 Caracteristicas fisico-quimicas de los suelos seleccionados para estudio

Clase Arena Limo Arcilla pH CE CaCO; N C Humedad

Textural (%) (%) (%) H,O (1:5) (%) Total Organico campo

(USDA) (1:2,5) (%) (%) %
LT AF 85,8 5,7 8,5 6,95 0,064 - 0,16 3,07 19,2 3,1
CR F 37,7 389 233 6,45 0,129 - 0,37 6,20 16,8 8,2
MN FA 63,9 21,7 14,4 6,45 0,092 - 0,54 7,23 134 6,0
vC F 48,5 28,1 234 8,50 0,163 37 0,32 4,15 13,0 6,2
OR aF 3,7 34,0 62,3 8,00 0,191 - 0,35 7,81 223 8,6
IG Fa 28,6 33,6 37,8 8,50 0,159 64 0,17 2,31 13,6 2,5
PN FaA 452 199 349 7,830 0,243 - 0,94 10,74 11,4 16,2
BL FA 60,1 33,2 6,6 8,15 2,000 12 0,11 1,21 11,0 0,7
LG Fa 36,4 299 33,7 8,40 1,377 35 0,08 0,85 10,6 1,4
SG FA 72,2 155 12,4 8,65 0,121 33 0,11 1,82 16,5 1,0

A: arena; F: franco; a:arcilla; CE: conductividad eléctrica a 25 °C en dS m™'
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Los valores de C variaron entre 0,85 y 10,7%, los de N entre 0,08 y 0,94% y la relacion C/N entre
10,6 y 22,3. Existi6 correlacion positiva (datos no expuestos) entre precipitacion y C (r = 0,7539; P <

0,05); precipitacion y N (r = 0,8299; P <0,01).

En los ecosistemas naturales, el clima es el factor mas importante que regula el contenido de C de
los suelos (Alvarez y Lavado, 1998), ya que determina el tipo de vegetacion y la cantidad y la calidad de
la materia organica que se incorpora en el suelo. Altas precipitaciones puede mejorar la productividad
neta del ecosistema (Vallejo et al., 2005) y las bajas temperaturas pueden ralentizar la descomposicion de
la materia organica de suelo lo que provoca su acumulacién con el tiempo. Insam et al. (1989) y Alvarez
y Lavado (1998), encontraron correlaciones significativas entre C y los factores climaticos, y observaron

que C aumentaba con el aumento de las precipitaciones o la disminucion de la temperatura.

Los suelos BL y LG con yeso o suelos salinos y y el suelo SG, un fluvisol expuesto a
inundaciones anuales, presentan los menores valores de C y N organico. Los bajos contenidos de materia
organica en estos suelos podria ser consecuencia de las bajas precipitaciones que se producen en dichas
zonas (Tabla 3.1); la aridez o deficiencia en el aprovisionamiento del agua para la vida vegetal y animal
reduce la normal provision de materia organica. La disponibilidad y el flujo de agua regulan la velocidad
de desarrollo de la mayoria de los procesos edaficos. Se debe recordar que el nivel de materia organica,
en cualquier suelo, esta influenciado tanto por la temperatura como por la humedad y también por otros
factores. Donde la temperatura media anual es alta y la precipitacion es baja, es donde se encuentran los

niveles naturales mas bajos de materia organica y las mayores dificultades para mantenerlos.

Los suelos VC, IG y LG desarrollados sobre margas, bajo diferentes regimenes de precipitacion,

presentan diferencias significativas en sus contenidos de C.

Los suelos OR y PN se desarrollan sobre material calcareo. Analizando la relacion C/N) (relacion
que determina el grado de mineralizacion de la materia organica que existe en el suelo), en el caso del
suelo PN podemos observar un el elevado contenido de C organico (10,7%) y una baja relacion C/N
(11,4). En contraposicion, el suelo OR, tiene un contenido de C organico alto (7,8%) y una alta relacion
C/N (22). Estas diferencias podrian ser atribuidas a la calidad de los restos organicos aportados por la
vegetacion. En el caso del suelo OR el menor grado de mineralizacion estaria dado porque la vegetacion
de pinos (Pinus halepensis) aporta marteria organica que contiene compuestos hidrofobicos e inhibidores
quimicos, que provoca la ausencia de edafofauna necesaria para la descomposicion (Virzo de Santo ef al.,

1993).

Los suelos desarrollados sobre material no calcareo (MN y CR) con valores de pH inferiores a 6,5
y (LT) con pH 6,9 presentan una vegetacion de bosque mediterraneo. En el suelo LT la vegetacion esta
compuesta por encinas (Quercus ilex), en cambio en MN y CR el bosque escleréfilo esta formado

mayoritariamente por alcornoques (Quercus suber), con mayor exigencia en cuanto a profundidad del

56



3. SUELOS NATURALES

suelo y humedad y presentan practicamente el doble de C y valores inferiores en la relacion C/N que el

suelo LT, tal como hemos comentado en la descripcion.
3.4.2 Caracterizacion microbiologica y bioquimica de los suelos

Los valores medios, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion de los parametros bioquimicos se

presentan en la Tabla 3.3

Tabla 3.3 Parametros bioldgicos generales y valores de C (valores medios, desviaciéon estandar
(DS) y coeficiente de variaciéon (CV) en los suelos seleccionados

Parametros Media DN CcvV
p-galactosidasa 0,35 +0,34 97%
Carbohidratos extraibles 0,44 +0,42 95%
Carbohidratos totales 7,31 +6,79 93%
Carbono organico 4,54 +3,31 73%
C Biomasa Microbiana 813 +569,1 70%
p-glucosidasa 1,71 +1,06 62%
Respiracion (acumulada durante 7 dias) 1,52 +17,92 49%

*Unidades: C orgénico en %, Carbohidratos Extraibles y Totales en mg glucosa g suelo seco, C-Biomasa en mg kg’
suelo seco , Respiracion en mg C-CO, kg™ suelo seco h™'y B-D-glucosidasa y p-D-galactosidasa en pmol pNP g’!
suelo seco h™!

Los carbohidratos totales (CHT), los carbohidratos extraibles (CHE) y la actividad [-galactosidasa
(GAL), presentaron coeficientes de variacion superiores al 90%, CBM vy la actividad B-glucosidasa

(GLU) entre el 60% y 70%, mientras que la respiracion basal (RB) fue el pardmetro con menor CV
(49%) (Tabla 3.3).

El intervalo de valores de las variables estudiadas fue similar a los citados por Bastida et al., (2006),
Zornoza et al., (2007) y Miralles et al., (2007) en suelos nativos bajo condiciones mediterraneas de
Murcia, Alicante y Almeria respectivamente. Dentro de todo el conjunto de propiedades bioldgicas,
destacan los valores bajos de la respiracion del suelo comparados con los obtenidos por Garcia et al.
(1997), quienes determinaron valores medios de 3,38 mg C-CO, kg™ suelo seco h™' en suelos no alterados
dominados por vegetacion de Quercus rotundifolia en la region del sureste espafiol mediterraneo. La
baja tasa de respiracion encontrada en los suelos estudiados podrian estar relacionadas con la baja
capacidad de la materia organica para ser mineralizada; Garcia et al. (1994), muestran este hecho como

la causa principal de la baja actividad microbiologica de los suelos de regiones aridas.
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Los valores medios de los parametros bioquimicos de cada suelo se muestran en la Tabla 3.4

Tabla 3.4 Resultados de ANOVA de un-factor (localizacion de suelo) para los parametros estudiados en los
suelos seleccionados.

Parametrosi ValorF LT CR MN vC OR IG PN BL LG SG
C 3835%*x 307 6204  73c  4,15¢  781b  23lg  10,74a  121i 085  1,82h
COE 211%%*  2834e 517,7c 8714b 519,7c 423,6cd 432,9cd 1423,1a 250,6ef 188,8f 360,7d
CHE 2685***  022f 0,557c 0,69  025¢ 0484  027e  1,50a  0,17g  0,11h  0,16g
CHT 1688***  413¢  8,60c 11,87b 519d 11,64b  333f  23,00a 1,81h 099 25lg
GLU 717*%%  134f 237c 2.84b  1,89d  1,73¢ 1,15  3.83a  0553h 039  1,06g
GAL 473*%%  033d  0,89b 098a 024e  0,16f  0,16f  0556c  005g 0,03g 0,12f
CBM 78%%% 439 946c  1344b  802cd  592de  74led  2170a  415¢  338e  343e
RB 136***  025¢ 0,67a 056b 033d 031d 059  06Ib 028de 0,15f  040c

tUnidades: C Organlco (C) en %, Carbono organico extraible (COE) en mg kg1, Carbohldratos Extraibles (CHE) y Totales
(CHT) en mg glucosa ¢! suelo seco, B- glu0051dasa (GLU) en pmol pNP g suelo seco h™', B-galactosidasa (GAL) en pmol pNP

g suelo seco h', C-Biomasa (CBM) en mg kg suelo seco y Resplracmn Basal (RB) en mg C-CO, kg™ suelo seco h™.
Slgmﬁcatlva en p<0 001. Medias dentro de una fila, seguido por la misma letra no son significativamente diferentes p =0.05
SNK.

Mediante el analisis de ANOVA (Tabla 3.4) podemos observar que los parametros biologicos y
bioquimicos estudiados fueron significativamente influenciados por la localizaciéon de los suelos. Si
comparamos la variabilidad entre los suelos con la variabilidad intrinseca dentro de cada suelo (valores
calculados de F), podemos observar que los parametros C, CHT y CHE presentaron la mayor
variabilidad, mientras que la respiracion basal y el C-biomasa microbiana presentaron la menor

variabilidad y las actividades -glucosidasa y B-galactosidasa tenian un valor medio de variabilidad.

El C organico del suelo (C) fue la tnica variable que presentaba valores significativamente

diferentes en cada suelo respecto a los demas suelos.

En general, la jerarquizacion de los valores del coeficiente de variacion obtenidos en los suelos
estudiados coincide con la de los valores F obtenidos mediante el analisis de ANOVA. Sin embargo el
parametro C presenta el mayor valor F y, en cambio, un CV cuyo valor es intermedio; asi pues la
aparentemente discreta variabilidad de C en los suelos estudiados, es en realidad una alta variabilidad.
Por otro lado la actividad B-galactosidasa es en realidad poco variable (valor de F bajo) aunque presenta
el CV mas elevado. Los resultados ponen de manifiesto la importancia de comparar, mediante un

ANOVA, la variabilidad entre suelos con la inherente a la técnica analitica utilizada (valores de F).

Los pardmetros C, CHT y GLU fueron los que mejor permitieron diferenciar los diez suelos.
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En general, los parametros estudiados (Tabla 3.4) presentaron valores mas altos en los sitios con
clima Mediterraneo litoral (LT, CR, MN y OR), comparados con los sitios de clima mediterraneo
continental (VC, IG, PN, BL, LG y SG). El suelo LT present6 valores bajos a pesar de encontrarse en
una zona humeda pero tiene un contenido de arena muy elevado (86%) y en el suelo PN present6 valores
altos pero esté localizado en una zona seca, pero con un microclima humedo. El suelo PN mostro los

valores mas altos de la mayoria de los parametros estudiados (excepto para -galactosidasa) (Tabla 3.4).

En general, los mayores valores de CBM se obtuvieron en los suelos donde las emisiones de CO,,
también eran altas. También es de destacar que el suelo LG, a pesar de presentar un valor de CBM similar
a los de los suelos LT, BL y SG, presentd emisiones de CO, significativamente menores que dichos

suelos (Tabla 3.4).

Los valores de C total por si solos no pueden considerarse indices sensibles de los cambios que
sufre la materia organica en los suelos (Sparling, 1992). En cambio, la respiracion del suelo ha sido
ampliamente utilizada como una medida de la actividad microbiana (Nannipieri et al., 1990). El suelo PN
(con el contenido mas alto de C) mostré un valor de respiracion basal, similar a los valores de CO, del
suelo IG con un contenido de C cinco veces inferior. Los productos que actfian como fuente inmediata de
energia para los microorganismos son los que reperentan la materia organica mas labil y por lo tanto
susceptible de mineralizacion (Cook y Allan, 1992). Por lo tanto el suelo PN puede contener, en relacion
al suelo IG, una menor proporcion de sustratos labiles capaces de actuar como fuente de energia para los
microorganismos; este hecho se confirma con la relacion COE/C que en el suelo PN es de 1,32%

mientras que en el suelo IG es de 1,87% , valores significativamente diferentes (Tabla 3.5).

En el suelo OR, con un contenido de C similar al del suelo MN, la emisiéon de CO, fue
practicamente la mitad. En este caso, no podemos atribuir las diferencias observadas en RB al contenido
MO Iabil, ya que presentan relaciones de COE/C similares (Tabla 3.5) sin embargo podemos sugerir que
la actividad respiratoria de los microorganismos podria ser inhibida por la presencia de compuestos
hidrofobicos e inhibidores quimicos aportados por la vegetacion como hemos mencionado en parrafos

anteriores.

Excepto los suelos IG y SG, el resto de los suelos han podido ser diferenciados por sus valores de
actividad B-glucosidasa. Los valores de P-galactosidasa permiten una menor diferenciacion entre los

distintos tipos de suelos.

Los valores de los parametros especificos (valores de los parametros bioquimicos divididos por el

contenido de carbono organico para cada suelo) se presentan en la Tabla 3.5.
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Tabla 3.5 Parametros especificos de los suelos analizados

Parametros: LT CR \% 0\ VC OR 1G PN BL LG SG
COE/C 0,92d 0,83d 1,20c 1,25¢ 0,54¢ 1,87b 1,32¢ 2,08ab 2,23a 1,98ab
CBM/C 14,3¢ 15,2¢ 18,5bc 19,2bc 7,6¢ 32,0ab 20,2bc 34,1ab 38,9a 19,1bc
GLU/C 43,6¢ 38,2d 39,2d 452¢ 22,1f 49,8b 35,7¢ 43,76¢ 45,3¢c 59,1*
GAL/C 10,9b 14,4a 13,5a 5,8de 2,1g 7,0c 5,2e 43f 3,6f 6,5¢cd

GLU/CBM 3,05a 2,51ab 2,11ab 2,35ab 2,92a 1,56bc 1,76bc 1,28bc 1,16¢ 3,10*
GAL/CBM 0,76b 0,94a 0,73b 0,30cd 0,28cd 0,22cd 0,26¢cd 0,13d 0,09d 0,34c

qCO2 0,7¢ 2,5a 1,4bc 1,2bc 2,7a 2,6a 0,6¢ 1,9ab 2,6a 2,7a

1 Unidades: Carbono organico extraible/Carbono (COE/C) en %; Carbono biomasa/Carbono (CBM/C) en mg g C, B-glucosidasa
especifica (GLU/C) y B-galactosidasa especifica (GAL/C) en pmol pNP g C h™!, B-glucosidasa/C-biomasa microbiana
(GLU/CBM) y B-galactosidasa/C-biomasa microbiana (GAL/CBM) en pmol pNP mg™ CBM h'; Cociente metabolico (qCO2) en
ug C-CO2 mg”' CBM h! * En cada fila, valores seguidos por la misma letra no muestran diferencias significativas entre suelos.

Los valores de la relacion CBM/C en los distintos suelos vario entre 7,6 (suelo OR) y 38,9 mg
g” C (suelo LG) y en general fueron similares a los obtenidos por otros autores ya mencionados (Leirés
et al. 2000, Trasar-Cepeda et al. 2000b, Miralles et al. 2007), sin embargo en los suelos IG, BL y LG,
suelos que, de acuerdo a su uso, corresponden a un suelo agricola abandonado, un suelo de prado y un
suelo de estepa respectivamente, los valores de CBM/C fueron superiores a los obtenidos por dichos
autores.
Garcia et al. (1994), consideran que los suelos que muestran los valores mas bajos para este indice debe
contener una proporcion sustancial de C residual, que estd presumiblemente muy humificada y por lo
tanto no es utilizable como C-biomasa, o como en el caso del suelo OR que presenta un menor grado de
mineralizacion debido a que en el sistema de pinares existe un alto contenido de lignina, bajo contenido

de N y por ende una baja calidad de la materia organica.

Los valores qC0, que encontramos en los suelos estudiados (Tabla 3.5) variaron entre 0,6 y 2,7 ug
CO,-C mg™ h™", pero no fueron en general significativamente diferentes entre si, excepto entre los suelos
CR, OR, IG, LG, SG, BL (con valores altos) y los suelos LT y PN (con valores bajos). Wardle y Ghani
(1995) cuestionan la utilizacion del qCO, como indicador de perturbacién y desarrollo del ecosistema y
consideran que el qCO, puede ser incrementado por hojarasca resistente a la descomposiciéon (como en el
caso del suelo OR con el valor mas alto de qCO, donde la hojarasca de pino puede ser un recurso de
inferior calidad para microfauna y microflora del suelo) o puede disminuir con el aumento del contenido
de biomasa microbiana (como en el caso del suelo PN). El suelo PN ademas presenta una materia
organica con una baja proporcion de COE lo que puede también explicar su bajo qCO,. El valor bajo de

qCO, del suelo LT bajo clima calido (temperatura media afio 2006: 15,5°C) y elevado contenido de arena
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podria explicarse parcialmente por una mayor eficiencia de la biomasa microbiana del suelo en la
utilizacion del carbono en la sintesis celular en sitios con mayor temperatura. En un estudio realizado
por Mogollon y Martinez (2009), en el cual estudiaban la variacion de la actividad biologica del suelo en
un transecto altitudinal en el Estado Falcon (Venezuela), encontraron una correlacion positiva y

significativa entre la temperatura y el qCO2, (=0,85; P<0,005).

Los valores de actividad B-glucosidasa por unidad de C fueron similares a los obtenidos por
Miralles et al. (2007), en suelos de clima mediterraneo provenientes de rocas calcareas, en cambio fueron
superiores a los valores obtenidos por Leirds et al. (2000) y Trasar-Cepeda et al. 2000b en suelos acidos

con alto contenido de aluminio activo de climas frios y himedos con poco o ningun déficit hidrico.

Los resultados mostraron que el suelo OR presentaba los valores mas bajos de actividad
especifica de ambas enzimas, en cambio, el suelo SG presentaba la mayor actividad p-glucosidasa
especifica. De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla 3.5, podemos apreciar que el suelo OR
presenta las menores relaciones CBM/C, GLU/C y GAL/C, lo que sugiere una MO biologicamente poco
activa, presumiblemente debido a inhibidores quimicos presentes en los restos vegetales que disminuirian
la velocidad de mineralizacion. Por el contrario, los suelos LT, CR y MN, suelos acidos, muestran la

mayor actividad -galactosidasa por unidad de C y por unidad de CBM.

3.4.3 Correlacion entre los distintos parametros biologicos

En los estudios de correlacion, la muestra PN fue omitida porque sus valores extremos habria
sesgado los resultados.

Los resultados de la correlacion entre los distintos pardmetros se muestran en la Tabla 3.6.

Todas las variables informadas se correlacionaron significativa y positivamente entre si (Tabla
3.6) con excepcion de la respiracion basal, que no mostré correlaciones significativas, ya sea con C o
CHT. Cualquier correlacion entre CHT y el resto de variables podrian explicarse por su dependencia del
contenido de C. Las correlaciones entre los parametros bioquimicos encontradas en nuestro estudio
coinciden con las observadas por otros autores (Garcia et al, 1994; Trasar-Cepeda et al, 2000b; Bastida et
al, 2006, 2008; Zornoza et al. 2007b). CBM, actividad B-glucosidasa y actividad B-galactosidasa
muestran una correlacion positiva con C, COE, CHT y CHE. La elevada correlacion positiva (p<0,001)
entre el COE y el CBM indica que esta fraccion de C labil podria sustentar el nivel de biomasa

microbiana en el suelo, como observaron Garcia et al (2002).

La actividad B-glucosidasa esta significativamente correlacionada (p<0,001) con el contenido de
CHE lo que indica una dependencia de sustratos facilmente degradables. El Carbono de la biomasa
microbiana esta significativa y positivamente correlacionado con las actividades enzimaticas medidas

como P-glucosidasa y B-galactosidasa (Tabla 3.6). La RB, no present6 correlacion significativa con el C

61



3. SUELOS NATURALES

organico total o con los CHT, pero si se correlacion6 positivamente con CHE. Este resultado sugiere que
una gran parte de estos compuestos estd dedicada a mantener la respiracion microbiana y que en climas
semiaridos parte del C organico no tiene probablemente ninguna relacion directa con la actividad

microbiana. Estos resultados estan en concordancia con los encontrados por Garcia et al. (2005).

Tabla 3.6 Coeficientes de correlacion (coeficiente de Pearson) entre los diferentes parametros
biolégicos de los suelos (n=9, se omitié muestra Panadella).

Parametros{ COE CHE CHT CBM RB GLU GAL
C 0,737  0.919%%*  (.99]**x 0.717* ns 0.878%* 0.685*

COE 0,851 %% 0,771% 0,055%%* 0,673* 0,911%%*  0,808%*
CHE 0.940%**  (.873%* 0.810%*  0.910%**  (.868**
CHT 0.741% ns 0.870%* 0.700*
CBM 0.837%* 0.898%* 0.863%*

RB 0.770* 0.837%*
GLU 0.884%*

1 C: Carbono organico del suelo, COE: Carbono organico Extraible, CHE: Carbohidratos Extraibles, CHT:
Carbohidratos Totales, C Biomasa Microbiana, RB: Respiracion Basal, CBM: GLU: B-glucosidasa, GAL: B-
galactosidasa. ***p <0.001, **p <0.01, *p <0.05; ns: no significativo

La humedad del suelo, se correlacion6 positivamente con C organico, la materia organica labil (C
extraible, CHT y CHE), el CBM y a la actividad B-glucosidasa (datos no expuestos). Por el contrario, la
temperatura se correlaciono significativa y negativamente con CBM y RB (r = -0,66 P<0,05 y r=-0,66
P<0,05 respectivamente). Esto esta de acuerdo con datos de Zaman y Chang (2004), quienes observaron
que el C de la biomasa microbiana fue mas afectado por la temperatura, pero no tanto por el contenido de
humedad del suelo. El pH del suelo s6lo mostrd una correlacion significativa y negativa con la actividad

B-galactosidasa (r = -0,84 P<0,01).

3.4.4 Variaciones entre de los parametros en las distintas localidades

Una comparacion rapida entre las actividades bioquimicas de los diferentes suelos se puede
obtener por los llamados diagramas estrella descritos por Dilly y Blume (1998).

La Figura 3.3 proporciona una comparacion grafica del comportamiento de las variables al
describir las diferencias entre los diez suelos estudiados. Las variables C, CHT, CHE, CBM y actividad [3-
glucosidasa describen los suelos de la misma manera. En cambio, la actividad B-galactosidasa y la

respiracion se comportan de manera diferente respecto al primer grupo de parametros y entre si.

El comportamiento singular de la enzima B-galactosidasa, poco correlacionada con C y CHT, y
negativa y significativamente correlacionada con el pH, parece indicar que esta enzima esta asociada a un
determinado tipo de MO mas relacionada con los suelos acidos (suelos CR y MN). En los ultimos afios se

ha descrito una glicoproteina insoluble de elevado peso molecular denominada glomalina, importante en
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la retencion de carbono por su alta recalcitrancia y capacidad para formar agregados estables (Rillig et al.
2001). Es producida en cantidades variables y de manera especifica por hongos micorricicos arbusculares
(HMA), por lo cual puede ser un importante contribuyente del total de proteinas del suelo y de la materia
organica; ha sido encontrada abundantemente en un amplio rango de ecosistemas colonizados por HMA
(Wright y Upadhyaya, 1996). Estudios realizados por Nichols (2003) caracterizan a la glomalina como un
componente distinto a la materia organica del suelo y que puede llegar a representar hasta un 30% del C
del suelo. En las glicoproteinas, la fraccion de carbohidratos suelen ser cadenas lineales de azicares en las
que se alternan la hexosaminas, acidos uroénicos y galactosa. La mayor actividad B-galactosidasa en estos
suelos podria deberse a la hidrolisis de los enlaces B-glucisidicos exclusivamente a nivel de la galactosa

de este tipo de compuestos, posiblemente mas abundantes en estos suelos.
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Figura 3.3. Diagramas estrella de los parametros estandarizados
con la localizacion de los diez suelos. C: Carbono organico del
suelo, CHE: Carbohidratos extraibles, CHT: Carbohidratos
totales, GLU: B-glucosidasa, CBM: C-Biomasa. GAL: -
galactosidasa. RB: Respiracion Basal.
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3.4.5 Efectos del secado al aire y del secado al aire mas rehumedecimiento sobre el C- biomasa
microbiana, la respiracion basal, la evolucion del proceso respiratorio y las actividades p-

glucosidasa y p-galactosidasa
3.4.5.1 Resultados del ANOVA

Los resultados obtenidos del analisis de ANOVA con los factores pre-tratamiento y tipo de suelo (Tabla
3.7) mostraron que ambos factores tenian efectos significativos sobre todas las propiedades estudiadas. La
interaccion entre los dos factores fue también estadisticamente significativa para todas las propiedades

excepto para el CBM.

Tabla 3.7. Tabla de ANOVA con los valores F en el analisis de los factores pre-tratamiento y tipo de suelo de
los parametros estudiados en los 10 suelos seleccionados.

COE CBM RB qCO, p-glucosidasa p-galactosidasa
Pre-tratamiento (PT) 774,77 24,07 776,75 138,43™" 169,60 281,47
Suelos (S) 603,66 160,52™" 205,44 20,16™ 859,37 1560,28""
PT xS 44,46 1,46 ™ 103,47 7,43 21,42 84,50

ERET3

.7y indican diferencias significativas al P < 0.05, P <0.01 y P< 0.001, respectivamente. ns, no-significativo.

3.4.5.2 Efecto del secado al aire sobre los parametros CBM, RB, ERP y qCO,

Los valores de CBM en las muestras de suelos secos al aire (media de los 10 suelos: 675,40 ug C
¢! suelo) fueron significativamente menores que aquellos de los suelos a humedad de campo (media de
los 10 suelos: 813,19 pg C g suelo). Gordon ef al., 2008, indican que la disminucion en la difusion de
sustratos provocados por el secado del suelo da lugar a cambios en el metabolismo provocando la muerte
de parte de la poblacion microbiana. Las diferencias relativas en los valores de CBM dentro de las
muestras de suelo secas al aire fueron los mismos que las existentes en las muestras a humedad de campo

(Figura 3.4).

Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por Van Gestel et al., 1993; Magid et
al., 1999, Zornoza et al., 2007a y Gordon et al., 2008, e indican que la proporcién de biomasa microbiana
que sobrevivid al proceso de secado fue demasiado baja para alcanzar los valores de los suelos a humedad
de campo, cuando tanto muestras de suelo secas al aire como muestras de suelo a humedad de campo,
fueron incubadas al 60 % de la capacidad de campo. El rehumedecimiento de un suelo seco es un evento
que crea un estrés extremo, aumenta el contenido de agua del suelo de forma muy rapida, y requiere que
las células microbianas incrementen su potencial agua, por medio de una rapida liberacion de solutos que

les permite alcanzar de nuevo un estado de equilibrio. En casos extremos, el resultado inmediato es una
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liberacion de todos los solutos celulares, incluyendo osmoprotectores organicos tales como aminoacidos,
compuestos de amonio cuaternario, glicerol, etc.; puesto que los suelos son tipicamente pobres en C, esos
compuestos organicos facilmente degradables pueden ser rapidamente utilizados por los
microorganismos que sobreviven, causando su proliferacion y, una vez que el sustrato comienza a ser
consumido completamente, su disminucion (Gordon et al., 2008). Asi, el rehumedecimiento de un suelo
seco altera la localizacion de los microorganismos en relacion con su sustrato y puede causar
fluctuaciones anomalas en el C de la biomasa microbiana. MN, OR, e IG fueron los suelos en los cuales
el CBM disminuy6 significativamente por el secado al aire. Los suelos de este estudio experimentan
ciclos tipicos de secado y rapido rehumedecimiento y un alto déficit de humedad la mayor parte del afio,
por lo tanto las comunidades microbianas estarian pre-adaptadas al estrés de la falta de agua (Sparling et
al. 1987), pero la combinacién de sequia y calor drasticos sufrida en el afio 2006 en las regiones
geograficas a las cuales pertenecen los 3 suelos mencionados (Tabla 3.1), causaria una fragilidad mas alta
a su poblacién microbiana; se sabe que la duracion de sequia y la cantidad de agua afiadida para el

rehumedecimiento tienen efectos sobre la comunidad microbiana del suelo (Clein y Schimel, 1994).
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Figura 3.4. Valores de C-biomasa microbiana en suelos a humedad de
campo y secos al aire. Para cada pre-tratamiento medias con diferentes
letras minasculas indican diferencias significativas entre los suelos (P<
0,05). Para cada suelo medias con diferentes letras mayusculas indican
diferencias significativas entre pre-tratamientos (P< 0,05).

El secado al aire de las muestras de suelo causé un aumento importante de la respiracion basal.
(RB) respecto de los obtenidos en las muestras de suelo a humedad de campo (Figura 3.5). Los valores de
RB (ng CO,-C suelo seco de g h™') en las muestras secas al aire fueron generalmente entre 2 y 3 veces
mayores que en las muestras a humedad de campo. Los aumentos mas significativos en la RB provocados

por el pre-tratamiento fueron aquellos observados en los suelos CR y MN. En los suelos LG y OR los

65



3. SUELOS NATURALES

valores de RB en muestras secas fueron 3,8 y 5 veces superiores respectivamente que los obtenidos en
muestras a humedad de campo. En estos suelos el secado al aire provoco la pérdida mas importante en el
contenido de biomasa microbiana, por lo que podriamos suponer que una gran parte del CO, liberado
proviene principalmente de mineralizacion de la materia organica de los microorganismos muertos por el

pre-tratamiento y no recuperados durante el proceso de incubacion a capacidad de campo.

La mineralizacion de la materia organica protegida que fue liberada por el proceso de secado y
rehumedecimiento también puede haber contribuido al aumento de la RB (Fierer y Schimel, 2003). Wu y
Brookes (2005) también encontraron que, después del secado al aire, la mineralizacion de la materia
organica experimentada por un suelo de prado una vez rehumedecido, era proporcional a la pérdida de su

biomasa microbiana debido al pre-tratamiento.

2,0 5
1,8 a
1,6 -
1,4 A ab ab
1,2 4
1,0 4

bc
0,8 bc be be bc be
0,6 - bc
04] cc¢ be bc c

bc

Respiracion Basal
(Mg C-CO, g sueloh-')

0,2 A
0,0 -

LT CR MN vC OR IG PN BL LG SG

Suelos
B Humedad de campo

Edsecasal aire

Figura 3.5. Efecto del secado al aire sobre la Respiracion Basal del suelo. Letra
o letras diferentes indican diferencias significativas entre suelos y entre pre-
tratamientos (P< 0,05).

En todas las muestras de suelo secadas al aire se observo un aumento en el cociente metabdlico.
Sin embargo este aumento sélo fue estadisticamente significativo (P <0,05) en los suelos LT, CR, OR,
IG y SG (Figura 3.6). Los incrementos en estos suelos variaron entre 89 y 222%. Un entorno cambiante
(p. ¢j., sequia, congelacion) crea condiciones que pueden ser estresantes para los microorganismos y sus
efectos principales son cambios fisioldgicos; los microorganismos deben aclimatarse al estrés inmediato
alterando su asignacion de recursos de crecimiento a vias de supervivencia (Schimel et al., 2007). De
hecho, el estrés osmotico puede reducir aproximadamente en un 90% los rendimientos de crecimiento (la
cantidad de biomasa producida por gramo de C metabolizado) (Killham y Firestone, 1984); un estrés
demasiado extremo les obligard a entrar en latencia o podria matarlos. Anderson y Domsch (1978)

demostraron que el qCO, cambia segin la fase de crecimiento de los microorganismos, y encontraban
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mayores valores (21 ug CO-C h™' mg™) en la fase exponencial, valores de 8,7 ug CO-C h”' mg'durante la

fase estacionaria y valores de 0,16-1,7 pg CO-C h™ mg'para la biomasa microbiana en estado de latencia.

El qCO;, puede ser un indicador sensible de estrés y reflejaria en nuestro caso como el impacto del
secado al aire fue diferente segtn el suelo analizado, lo que nos hace suponer que la reduccion en el
rendimiento del crecimiento depende de la estrategia de vida que adopten los microorganismos en cada

tipo de suelo para adaptarse a las condiciones cambiantes.
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Figura 3.6. Efecto del secado al aire sobre el cociente metabdlico (qCO). Letra
o letras diferentes indican diferencias significativas entre suelos y entre pre-
tratamientos (P< 0,05).

Los resultados obtenidos en la evolucion del proceso de respiracion (EPR) (Tabla 3.8) mostraron que, en
general, el secado al aire aument6 significativamente la produccion diaria de C-CO,. La produccion de
CO; en el primer dia de incubacion al 60 % CC (pulso de CO,) fue entre 1,1 y 1,6 veces superior en las
muestras secas al aire, excepto en el suelo de la PN, en el que fue 15 veces mayor. Este ultimo fenomeno
es citado comtiinmente en la bibliografia (Bottner, 1985; Kieft ef al., 1987; Franzluebbers et al., 2000, Wu
y Brookes 2005; Fierer y Schimel, 2003), y se atribuye a la mineralizacion rapida de los compuestos
intracelulares sumamente enriquecidos que fueron liberados por la biomasa microbiana como una
respuesta al aumento rapido del potencial agua del suelo (Fierer y Schimel, 2003). En nuestro caso
probablemente la mineralizacion de la materia organica de la biomasa microbiana muerta por el secado al
aire también contribuy6 a este pulso. El valor claramente mas alto del pulso de respiracion experimentado
por el suelo PN, comparado con otros suelos, sugiere que la mineralizacion de la materia orgénica
protegida que fue liberada por el proceso de secado al aire también afect6 el pulso de CO,. El suelo PN es
el suelo con el contenido de C organico mas alto y, teniendo en cuenta sus caracteristicas, también el que
tiene la proporcion mas alta de materia organica susceptible de ser liberada por el proceso anteriormente

mencionado. Esta interpretacion se ve reforzada por la pequena diferencia en el contenido de CBM del
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suelo PN después del secado al aire con respecto al suelo a humedad de campo. Nuestros resultados,
conforme a la hipotesis de Scheu y Parkinson (1994), sugieren que tanto el C de la biomasa microbiana

como la materia orgédnica no biomasica contribuye al pulso de CO,.

El secado al aire del suelo, modificé el ranking tanto de RB como del pulso de CO, de las

muestras a humedad de campo.

68



3. SUELOS NATURALES

50 = 4 305 op vaened o] Wit solEREER-Sn
EIE SEIEREID SNETEANENIIE R 10F 0 BoendETr ens] e B rod epmEsT TIOIEqROm 5P IR SN B BTN N &0 OMIED SRS (50°0 = 4} WS epegenad ey mmEes aduEn B mao
ENERENT SIETIEANENTFLE 15 T0F 0T BTV ENE] EWE T B Fod opmiEss ‘CUEIREER-=1d OTUE 1T [0 B B0 50 GRS FEIDE]Y =FE [E ODE2SE OFN: |5 'odIED &0 DEDSWA E OF0S [ JH

Ft1 8's VECO)  gPOFD YVEOF1 VoLa'l w1 L YarlT g91¢°T WEISF  gE9NL a5
£°9 It Y00 WELTD Va0 VA5 YasLn g379°0 Yaogn geit0 VEOST  EECCI
8¢ LoL WIEL 0 @PETD =l i WAL g950°1 Yare'l qat9°1 YEET  VEIFT EELET

i)

[s
(a1}
(o]

(]
(]
[

2150 wE 48171 YIRL gEHE°1 e 390 WEQOWT gagil
61T t's1 VPIE'T g6 gIJT'T Vare'T  vasT ga7sT varstt gass’T YELLL gEaS
T ogR1E0 VRIS YPST'l WRqOeT  WRISTT Waeff  gquLl VESDT  g@EISE
el L8 YELSD  EREE VIFE'] VoL LEICH a1 Ya.TE 9151 WELO'E gEIfE . 2A

=i
r
-+
]
=]
o
m
"
L
—

(a1

LR g RS

Lan]
T
—
Lan]
=}
™
el
W
Wi

T'fT sl VEH1'l @RS YPLET O VWIEET WILL'E Y298 WAL g989°f  VESH 01 EEFY’L AN
Fog 881 WIELT gRLeD WaLT'E g5+ wqIes g997°¢ YEELS g981°F WESLE  EELE'S D
FCl gL YEEI0  HPCTD WERT'1 g3 ED WIIET =CIN Wales gq15'1 WEIST  @EECE 11

V& JH ¥5 JH %5 JH ¥5 JH ¥5 JH ¥5 JH L B

OPEWNIE 1)) UOEEqUIT 3P FEN]

ugigEgnaul 3p seip J so| suenp |y opans B Bd) o-f0o uoisendsal 2| 3p UDION|OAS B] 2U00S 3JIE |2 OPESSS |30 5010333 (9L B|gEL

69



3. SUELOS NATURALES

3.4.5.3 Efecto del secado al aire y secado al aire y rehumedecimiento sobre las actividades enzimaticas

Los valores de las actividades de las enzimas B-glucosidasa y B-galactosidasa en muestras de suelo a

humedad de campo, secas al aire y secas al aire y rehumedecidas se muestran en la Tabla 3.9.

En los suelos LT, MN, VC, IG y SG, el secado al aire aumento significativamente la actividad f-
glucosidasa del suelo (1,2 veces aproximadamente); en cambio, en el resto de los suelos este pre-
tratamiento no modificod significativamente la actividad enzimatica. El secado al aire no modificé el
ranking de los valores de la actividad B-glucosidasa entre los suelos respecto de las muestras a humedad
de campo, pero disminuy6 la capacidad de discriminacion entre los suelos (Tabla 3.9). Este resultado
concuerda con la interpretacion de Bandick y Dick. (1999) y Jiménez et al. (2007), quienes sugieren que
esta enzima esta principalmente asociada a coloides hUmicos que protegen a la enzima de la
desnaturalizacion. Trasar-Cepeda et al (2008a) plantean la hipotesis segiin la cual el estrés ambiental
aumenta la capacidad de la materia organica del suelo de retener la actividad B-glucosidasa mediante
enlaces fisicos y quimicos. El secado al aire disminuy6 significativamente la actividad B-galactosidasa en
los suelos VC, 1G, PN y SG (1,3 veces aproximadamente) y no modificé significativamente la actividad
en el resto de los suelos, lo que significa que probablemente esta enzima estaba menos protegida por la
materia organica humificada que la enzima B-glucosidasa. Efectivamente, los suelos VC, IG, PN y SG en
los cuales el secado al aire caus6 una disminucion significativa en la actividad -galactosidasa, estaban
también entre los que sufrieron el pulso mas alto de CO, y, por lo tanto, entre los que tenian el contenido
mas alto de materia organica degradable. Los valores de la actividad -galactosidasa de muestras secas al
aire muestran consistentemente la misma capacidad de discriminacion entre suelos que las muestras a
humedad de campo (Tabla 3.9). Estos resultados podrian explicar el comportamiento singular de esta

enzima comentado en 3.4.4 que estaria predominantemente asociada a un determinado tipo de MO.

El secado mas rehumedecimiento de los suelos causo en general un aumento significativo de los
valores de las actividades enzimaticas de las muestras a humedad de campo; excepto en los suelos LTy
OR en los cuales el tratamiento disminuy¢6 significativamente la actividad B-glucosidasa (1,3 y 1,2 veces
respectivamente) y no modifico la actividad B-galactosidasa. Ademas, el secado y rehumedecimiento del
suelo modifico el rango de los valores de ambas actividades enzimaticas existentes en muestras a
humedad de campo (Tabla 3.9). Tal como se cita en Lee et al (2007), este aumento en la actividad
enzimatica durante el ciclo de rehumedecimiento probablemente se deba a la disrupcion del suelo que
expone el sustrato a las enzimas (Tabatabai y Bremner, 1970b) o a la induccién de las enzimas debido a la
liberacion de sustratos de las células lisadas (Kuprevich y Scherbajova, 1971; Pesaro et al., 2004). Estos
aumentos en la actividad enzimatica coinciden con los obtenidos en otros estudios sobre actividad
microbiana y porcentajes de mineralizacion en suelos secos y en suelos secos rehumedecidos (Fierer y
Schimel, 2002). Sin embargo otros autores no observaron aumentos en la actividad PB-glucosidasa luego

del rehumedecimiento de suelos secos (Hinojosa et al., 2004; Zornoza et al., 2006; Lee et al. 2007).
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Tabla 3.9. Actividades B-glucosidasay B-galactosidasa en muestras de suelo a humedad de campo (HC),
secas al aire (SA) y secas al aire y rehumedecidas (RH).

Suelos p-glucosidasa p-galactosidasa
(umol PNF g’ h™) (nmol PNF g'h™)
HC SA RH HC SA RH
LT 1,34fB 1,59dA 0,92gC 0,33dA 0,29dA 0,29dA
CR 2,37cB 2,26cB 2,71cA 0,89bB 0,76bB 1,83aA
MN 2,84bB 3,55bA 3,54bA 0,98aB 1,05aB 1,21bA
vC 1,88dC 2,20cB 3,04cA 0,24eB 0,20eC 0,31dA
OR 1,73eA 1,60dA 1,34fB 0,16fA 0,18¢A 0,20efA
1G 1,15¢C 1,55dB 2,10dA 0,16fB 0,10fC 0,24deA
PN 3,83aB 3,83aB 4,71aA 0,56cB 0,33cC 0,75cA
BL 0,53hB 0,55fB 0,72gA 0,05gB 0,05¢B 0,13fgA
LG 0,39 iB 0,46fB 0,68gA 0,03gB 0,03gB 0,10gA
SG 1,06gC 1,25¢B 1,69¢A 0,11fB 0,10fC 0,14fgA

Para cada parametro, medias dentro de una fila, seguido por la misma letra mayuscula no son significativamente diferentes entre
pre-tratamientos segtin la prueba de SNK (P< 0,05). Para cada parametro, medias dentro de una columna seguidas por la misma
letra minuscula no son significativamente diferentes entre suelos segtin la prueba de SNK.

Regresion lineal simple de los valores de las actividades enzimaticas entre muestras de suelo secas al

aire o secas al aire y rehumedecidas y muestras de suelo a humedad de campo.

Siguiendo el procedimiento propuesto por Zornoza et al (2006), se evalud la pendiente obtenida de
regresiones lineales simples de los valores de las actividades enzimaticas entre muestras de suelo secas al
aire o secas al aire y rehumedecidas y muestras de suelo a humedad de campo. Nuestro objetivo fue
cuantificar las desviaciones de una relacion 1: 1 y averiguar qué pre-tratamiento presentd los menores

cambios de los valores iniciales del suelo a humedad de campo.

Los valores de la actividad B-glucosidasa en las muestras secas al aire fueron representativos de los
valores obtenidos en condiciones de campo (pendiente 1,02; R? 0,947, P < 0,001) (Figura 3.7), por el
contrario, el secado al aire subestima los valores de B-galactosidasa existente en muestras a humedad de
campo (pendiente 0,94, R?0,932; P < 0,001). Se encontraron sobreestimaciones de los valores de campo
por el secado al aire y rehumedecimiento de los suelos para las actividades f-glucosidasa (pendiente 1,15;

R?0.88; P < 0,001) y la actividad de B-galactosidasa (pendiente 1,49; R%0.865,P < 0,001).
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Figura 3.7. Actividades B-glucosidasa y p-galactosidasa determinadas en muestras de suelo bajo
condiciones de campo, secas al aire y secas al aire y rehumedecidas.

3.4.5.4 Comparacion de los efectos del secado al aire con los efectos del secado al aire y
rehumedecimiento sobre los valores COE de los suelos

En el caso del COE, debido a un error de identificacion, los valores de las muestras secas al aire solo
pueden compararse con los valores de las muestras secas al aire y rehumedecidas (60% CC, 7 dias de
incubacion a 28 °C). Los valores de COE (ng C g™) de las muestras secas al aire fueron muy superiores a
las de muestras secas al aire y rehumedecidas (Figura 3.8), excepto en suelo OR, en el que los valores de
COE en las muestras secas al aire fueron superiores pero no significativamente diferentes de las muestras
secas al aire y rehumedecidas. El contenido de COE de los suelos secos al aire corresponde a la materia
organica extraible que ya existia en las muestras a humedad de campo y también a la de la biomasa
microbiana muerta por el secado al aire. Sin embargo, el contenido COE de muestras secadas al aire y
rehumedecidas corresponde: (i) al contenido de materia organica extraible en las muestras a humedad de
campo; (ii) a la biomasa muerta por el secado al aire y que no se recuper6 durante el proceso de
incubacion a capacidad de campo; y (iii) a la parte de la materia organica que fue solubilizada por secado
y rehumedecimiento como resultado de la liberacion de la que estaba protegida, liberacion causada por la
disrupcion de los microagregados durante el rehumedecimiento (nivel estructural del suelo) y/o por el
aumento de la solubilidad de las sustancias humicas (nivel molecular) (Magid ef al., 1999; Denef et al.,
2001; Wu y Brookes, 2005). El mayor contenido de COE en las muestras de suelo secas al aire en
comparacion con las muestras secas al aire y rehumedecidas, indica que el valor de la materia organica
correspondiente a la porcion de biomasa microbiana muerta durante el secado era superior a la de la

materia organica liberada por secado y rehumedecimiento. Esta hipotesis se ve reforzada por el hecho de
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que OR fue el tnico suelo seco al aire cuyo valor de COE no disminuy6 por rehumedecimiento. Ademas,
fue el suelo que sufrié la mayor reduccion del CBM y el mayor aumento en la RB debido al secado al

aire. En consecuencia, fue el suelo con menor recuperacion del CBM luego del rehumedecimiento.
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Figura 3.8. Valores de C orgénico extraible en suelos secados al aire y secados al aire y
rehumedecidos. Para cada suelo, medias con diferentes letras indican diferencias
significativas entre pre-tratamientos (P< 0,05).
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4. RESTAURACION DE SUELOS

Propiedades bioldgicas de suelos residuales de canteras
de piedra caliza restaurados con lodos de depuradoras.
Efectos de los sistemas de post-tratamiento y
conservacion de las muestras sobre estas propiedades

4.1 Introduccion

4.1.1 Los lodos de depuradora y su utilizacion en la restauracion de suelos degradados. Parametros
indicadores de la evolucion del proceso restaurador.

La restauracion de espacios degradados por actividades extractivas a cielo abierto debe comenzar por el
disefio de una morfologia del territorio afectado y la posterior reinstalacion de un medio edafico capaz de
restablecer las condiciones adecuadas para la posterior restitucion de la cubierta vegetal. Existen algunas
experiencias en las que se utiliza el material de rechazo del proceso productivo (los estériles o residuos de
la extraccion) para la propia recuperacion de los emplazamientos degradados (Alvarez., et al. 1997,
Paradelo, et al., 2006), sin embargo, la carencia de materia organica, nitrogeno y fosforo de estos limita
su utilizacion. La aplicacion de lodos de depuradora facilita el establecimiento de una cobertura vegetal.
Las zonas abonadas con lodos muestran un mayor desarrollo de las plantas, con importantes incrementos
del grado de recubrimiento del suelo, de la biomasa y del crecimiento en altura, ya sean especies
herbaceas o arboreas. (Navas et al. 1999; Diiring y Géth, 2002; Smith y Tibet, 2004), que ademas de
proteger al suelo de la erosién puede estimular los ciclos del C y N y por lo tanto reducir la
contaminacion por lavado o escorrentia (Albaladejo ef al., 2000). Esta importante cantidad de materia
orgénica generada por las plantas sustituye progresivamente la que se pierde en el suelo por la rapida
descomposicion de los lodos (Alcaiiiz ef al., 2009).

Como resultado, la adicion de lodos de depuradora a los materiales residuales se esta convirtiendo
en una solucion técnica cada vez mas popular para la restauracion de suelos degradados y el
restablecimiento de la cubierta vegetal.

Cuando los lodos son aplicados al suelo, pueden causar alteraciones en el ecosistema y los
parametros biologicos del suelo pueden ser indicadores potenciales y sensibles del estrés ecologico del
suelo o de su restauracion (Bentham et al., 1992). Los parametros microbioldgicos y fisicoquimicos se
han determinado comunmente en estudios de restauracion de suelo desde la década de los 90 (Sopper,
1993; Sort y Alcaiiz, 1999; Bonmati et al., 2000 y Jiménez et al., 2007).

Uno de los parametros mas sensibles a la evolucion del proceso de restauracion es la comunidad

microbiana, la cual puede ser utilizada como un primer indicador de los cambios que se producen en la
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calidad del suelo (Dick, 1994; Giller et al., 1998). Ademas las mediciones de varias actividades
enzimaticas han sido utilizadas para establecer los indices de fertilidad biologicos (Dick y Tabatabai,
1992). El carbono orgénico extraible (soluble K,SO4 0,5 M) es una medida de la materia organica
facilmente disponible en el suelo (Joergensen y Brookes, 1990) y los carbohidratos totales, que tienen
fundamentalmente un origen microbiano (Urbain ef al., 1993), constituyen un factor importante en la
estabilizacion de agregados del suelo (Tisdall, 1991; Robert y Chenu, 1992; Safarik y Sanctruckova,
1992). Los carbohidratos extraibles (solubles K,SO4 0,5 M) estan relacionados con el carbono disponible
en el suelo (DeLuca y Keeny, 1993) y pueden relacionarse con los carbohidratos microbianos después de
la lisis celular por fumigacion de CHCI; (Badalucco ef al., 1990, 1992). Los microorganismos contenidos
en los lodos afectan las particulas del suelo modificando su disposicion debido al impacto indirecto sobre
la estabilidad de los agregados a través de los exudados extracelulares (Chenu y Stotzky, 2002, Garcia-
Orenes et al., 2005; Ojeda et al., 2008). La actividad de la enzima B-glucosidasa se ha sugerido como una
medida de integracion de las propiedades fisicoquimicas y biologicas del suelo (Turner et al., 2002), y la
actividad de la enzima B-galactosidasa se ha propuesto como un indicador biologico util para el

seguimiento del proceso de recuperacion del suelo (Martinez-Iiigo et al., 2009).

4.1.2 Efecto de los lodos de depuradora sobre las propiedades bioquimicas de los suelos

El efecto sobre la actividad bioldgica del suelo, promovido por la aplicacion de residuos
organicos, compost, lodos o estiércol ha sido ampliamente estudiado (Dick, 1994; Albiach et al., 2000;
Bonmati et al., 2000; Moreno et al., 1999; Garcia y Hernandez, 2000; Gigliotti et al., 2001; Sastre-Conde
et al.,2003).

La biomasa microbiana del suelo y la respiracion de suelo se han utilizado para determinar el
efecto de la enmienda de lodos sobre propiedades microbioldgicas del suelo. Diversos autores han
demostrado que la aplicacion de lodos, debido a un incremento en la disponibilidad de carbono y
nutrientes, estimula la actividad microbiana y el contenido de biomasa microbiana (Giusquiani et al.,
1989; Garcia et al., 1993; Moreno et al., 1999; Emmerling et al., 2000; Garcia-Gil et al., 2000; Saviozzi
et al., 2002; Speir et al., 2003; Sdnchez-Monedero et al., 2004; Usman et al., 2004; Jimenez et al., 2007),
aumenta el contenido de carbohidratos del suelo (Giusquiani ef al., 1989; Garcia et al., 1993; Pascual et
al., 1999; Saviozzi et al., 1999; Albiach et al., 2000, 2001; Speir et al., 2003; Garcia-Orenes et al., 2005;
Jimenez et al., 2007) y la actividad B-glucosidasa (Eivazi y Zakaria, 1993; Kizilkaya y Bayrakli, 2005;

Jiménez et al., 2007), y el incremento es mayor cuanto mayor es la dosis aplicada.

El efecto y la evolucion de las distintas enmiendas organicas sobre las propiedades
microbiologicas y bioquimicas del suelo dependen del grado de madurez de la materia organica (MO) del
material aplicado. Los suelos enmendados con lodos deshidratados mostraron niveles superiores de

respiracion microbiana (Emmerling et al., 2000, Selivanovskaya et al., 2001; Speir et al., 2004, Jiménez
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et al., 2007), de C biomasa microbiana (Selivanovskaya e/ al. 2001, Speir et al. 2004, Jiménez et al.
2007), de carbohidratos totales (CHT) y extraibles (CHE) (Jiménez et al. 2007, Fernandez et al, 2009), y
de actividad B-glucosidasa (Jiménez et al., 2007), en comparaciéon con los suelos enmendados con lodos
compostados. Estas diferencias se atribuyen a la variacion de la composicion quimica estructural de los
materiales de desecho de diferente grado de madurez y a la potencial inmovilizacion microbiana debido al
compostaje y a la mayor actividad enzimatica de la materia orgénica de los lodos no compostados. Se
demostro que el efecto estimulante de los lodos compostados sobre la actividad biologica de suelos
degradados es mas bajo, pero mas persistente que el de algunos lodos deshidratados (Moreno et al., 1999;

Emmerling et al., 2000; Pascual et al., 2002).

Estudios realizados sobre propiedades bioquimicas mostraron que los lodos compostados
proporcionan una materia organica mas madura y estable que los lodos de secado térmico, cuado ambos
lodos se afiaden a los suelos y que el incremento en el C organico total, el C extraible total, los acidos
humicos y fulvicos (Fernandez et al., 2007), el carbono de la biomasa microbiana, la respiracion basal y
la actividad [B-glucosidasa (Jimenez et al., 2007) con respecto al suelo control fueron mas evidentes en

los suelos enmendados con lodos compostados que en los modificados con lodos de secado térmico.

El efecto que pueda provocar sobre la biomasa microbiana el agregado al suelo de lodos de
depuradora contaminados con metales pesados, dependera si la respuesta se mide en el corto plazo
(cuando una gran cantidad de C organico labil esta presente) o si se mide a largo plazo (cuando este
sustrato facilmente disponible se agota). Una hipotesis es que, como la materia organica agregada se
mineraliza, los metales quelados por ésta pueden ser liberados y hacerse mas biologicamente disponibles
y, en consecuencia mas toxicos. Otra hipdtesis es que después que los metales son liberados de los lodos,
reaccionan quimicamente con el suelo, de modo tal que el metal disminuye su toxicidad con el tiempo
(Chander et al., 1995). La biomasa microbiana disminuye y la respiracion del suelo y especialmente la
respiracion por unidad de biomasa (qC0,) aumenta en suelos tratados con lodos contaminados con
metales pesados en altas concentraciones (Chander y Brookes, 1991; FlieBach et al., 1994; Moreno et al.,
1999; Khan y Scullion, 2000; Griffiths et al., 2005). Sin embargo, Moreno ef al., (1999) observaron en un
experimento de 120 dias, que cuando se agregan al suelo altas dosis de lodos con bajo contenido de
metales, el C-biomasa microbiana del suelo aumenta en respueta a la incorporacion de materia organica
facilmente biodegradable y al final del periodo de incubacion los valores del suelo tratado siguen siendo
superiores a los del control. La actividad B-glucosidasa fue inhibida en suelos enmendados en altas dosis
de lodos ricos en metales como Hg, Mo y Ni-Cd (Eivazi y Tabatabai, 1990; Renella et al., 2005), en
cambio no se vio afectada en suelos enmendados con lodos ricos en Mn-Zn (Renella et al., 2005) o Cd
(Moreno et a/,1999, 2003). Sin embargo, la presencia de metales en combinacion puede tener mayores
efectos negativos sobre la biomasa microbiana del suelo y su actividad (Chander et al., 1995; Khan y
Scullion, 1999) y sobre las actividades hidrolasa del suelo que aquellos causados por metales Gnicos en

altas concentraciones (Renella et al., 2003).
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Se ha demostrado que una gran parte del N organico en los biosélidos es de origen proteico
(Hattori y Mukai, 1986). Hattori y Mukai (1986) encontraron una correlacion entre la mineralizacion del
N organico de las mezclas de biosolidos—suelo y el contenido en proteinas brutas en los biosolidos. El
cociente entre el valor de la actividad enzimatica y el N proteico es indicador del grado de pureza o

inhibicidn de las actividades estudiadas.
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4.2 Objetivos

Los objetivos en esta etapa de nuestro estudio fueron:

1. Comparar los efectos de seis diferentes tipos de lodos (tres lodos de secado térmico y tres
compostados) sobre los parametros bioquimicos de dos suelos residuales utilizados en el proceso

de recuperacion de cantera de piedra caliza. Los parametros bioquimicos investigados fueron:

a. Carbono organico extraible (COE)
b. Carbohidratos totales y extraibles (CHT y CHE)
c. Biomasa microbiana del suelo (CBM)
d. Respiracion del suelo (RB)
Actividades B-glucosidasa y B-galactosidasa (GLU y GAL)
f.  Aminoacidos totales (AA)

2. Evaluar en los suelos restaurados el efecto del pre-tratamientos de las muestras:

1) secado al aire sobre:

C-biomasa microbiana (CBM)
Respiracion basal (RB)

o ®

c. Evolucion del proceso de respiracion

o

Actividades B-glucosidasa y 3-galactosidasa

ii) secado al aire y rehumedecimiento sobre

a. Actividades B-glucosidasa y B-galactosidasa
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4.3 Materiales y Métodos

4.3.1 Area de Estudio

La experiencia se llevd a cabo en la cantera “Las Cubetas”, al oeste de Begues (comarca del Baix

Llobregat), con coordenadas UTM: X =407 2974y Y =4 577 233,8 (huso 31T) y a 365 m snm (Figura

4.1), en un terraplén construido expresamente cerca de la entrada a la explotacion. La cantera era

explotada por la empresa Aricemex. La roca caliza y la escasez de suelo vegetal son aspectos que

condicionan el paisaje del macizo del Garraf y de sus inmediaciones. Su situacion, proxima a la costa,

determina un clima tipicamente mediterraneo (precipitacion media anual: 644 mm, temperatura: 13 ° C)

con lluvias en primavera y otoflo, escasas pero torrenciales, temperaturas suaves, inviernos templados y

veranos calurosos Y S€cCos.

Las precipitaciones acumuladas durante el periodo del experimento (mayo 2005—Junio 2006)

fueron de 628,5 mm. Las fechas de episodios con precipitaciones superiores a 30 mm fueron 09/07/2005,

14/11/2005, 07/01/2006 y 25/05/2006.

La zona nos ofrece un paisaje mediterraneo meridional. La vegetacion que caracteriza este paisaje

es matorral y monte bajo, no muy denso y de escaso porte, con pinares de pino carrasco y pino blanco.
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4.3.2 Caracteristica de los Suelos Residuales

Para la preparacion de los substratos se utilizaron dos materiales minerales de rechazo de la propia
explotacion. Esta cantera produce dos tipos de suelos residuales que han sido utilizados en este estudio:
un suelo proveniente del proceso de extraccion (E) que es un suelo Mediterraneo rojo esquelético, con
una textura franca, pobre en materia organica (C 0,47 £ 0.09%) pero rico en cal (CaCOs: 39,3 +£8.0%) y
fragmentos gruesos (62,0 £ 6,6%). El otro material residual (T), es generado durante el proceso de
trituracion del material pétreo para la fabricacion de aridos, con una textura franco-arenosa o franco-
arcillo-arenosa, tiene un mayor porcentaje de fragmentos gruesos (86,0 =+ 6,2%) y carbonatos totales

(CaCO0;: 63,6 + 6,8%) y menor contenido de materia organica (C 0,28 & 0.04%).

4.3.3 Caracteristicas de los Lodos

Los lodos procedian de seis diferentes plantas municipales de tratamientos de aguas residuales (EDAR)
de Cataluna: Blanes (BL), Manresa (MN), Vilaseca (VL), Besoés (BE), Matar6 (MT) y Sabadell (SB). La
tabla 4.1 muestra las principales caracteristicas de los seis lodos. En las plantas de tratamiento, cuatro de
los seis lodos (BL, MN, MT y SB) fueron sometidos a digestion anaerobia, VL se sometio a digestion
aerdbica y BE no sufrid digestion. Todos los lodos fueron estabilizados y parcialmente deshidratados (ca.
20% materia seca) antes de ser sometidos a un proceso de compostaje o secado térmico. Los lodos BL,
MN y VL fueron compostados, con una fase termofilica que duré entre 15 y 28 dias y la fase de
maduracion en pila de 2 6 3 meses de duracion. El lodo MN fue compostado con corteza de pino,
mientras que los lodos BL y VL fueron compostados con astillas de pino. Luego de la fase termofilica,
los lodos fueron tamizados por tamiz de 10 mm donde se recuperd el 90% de las astillas y se llevaron a
madurar. Los otros tres lodos (BE, MT y SB) se secaron térmicamente en un cilindro rotativo climatizado
inyectando aire caliente (80-90 °C) durante aproximadamente 20 minutos. Los lodos compostados tenian
una tipica estructura granular y contenian una fraccion importante de agente estructurante. La apariencia
de los lodos de secado térmico difiere claramente entre ellos: MT en forma de polvo, BE de aspecto

fibroso y SB compuesto por «pellets» (alrededor de 1 cm de longitud).
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Tabla 4.1. Origen, tratamiento y composicion de los lodos de aguas residuales que se utilizaron
como enmienda organica (datos expresados sobre materia seca)

Sistema de Tipo de Post-tratamiento CE* Materia
Origen Simbolo depuracién de digestion de pH Organica

aguas residuales lodos delodos (dS/m™) % &
Blanes BL Bioldgico Anaerobico Compostado 7,6 6,5 56,6 3,20
Manresa MN Biolégico Anaerobico Compostado 3,9 7,1 55,5 2,25
Vilaseca VL Biolégico Aerobico Compostado 8,5 6,9 58,3 2,98
Sabadell SB Biologico Anaerobico Secado Térmico 0,9 7,3 62,2 3,86
Mataro MT Bioldgico Anaerobico Secado Térmico 5,9 6,2 74,0 3,52

Besos BE Fisico-quimico ~ No digerido Secado Térmico 1,4 6,1 72,3 2,22
*CE: conductividad eléctrica (1:5) a 25°C

4.3.4 Disefio Experimental

La adicion de lodos a los suelos residuales se calculd teniendo en cuenta la composicion de los suelos
residuales y de los lodos con el objetivo de aumentar el contenido de materia organica del suelo hasta el
2%. El volumen y la densidad aparente promedio de las mezclas fueron de 0,1 m’ y de 1650 kg m >,
respectivamente. El contenido promedio de materia seca de los lodos de secado térmico y compostados
fue 85,0% y 66,5%, respectivamente. Las adiciones promedio de lodos al residuo mineral de extraccion
(E) fueron 107 Mg ha™' (peso fresco) para los lodos de secado térmico y de 171 Mg ha™' (peso fresco)
para los lodos compostados. Para el residuo mineral de trituracion (T), las adiciones promedio fueron 62
Mg ha™' (peso fresco) para los lodos de secado térmico y de 99 Mg ha™' (peso fresco) para los lodos
compostados. Para cada tratamiento (Material de rechazo: Suelo residual; Substrato de restauracion
“fabricado” por mezcla de suelo residual +Lodos) se prepararon 4 réplicas, dando un total de 56
lisimetros (2 suelos residuales x 6 lodos x 4 réplicas) + (2 suelos control sin lodo x 4 réplicas). La
dosificacion y la mezcla de los componentes de los substratos se hicieron utilizando un pequefio tractor
autotransportado, provisto de pala mecanica con capacidad de carga de 40 kg. Los lodos se dosificaron
con balanza de campo, con una precision de 0,1 kg. Se cargaron y se mezclaron entre 10 y 20 kg de lodos
con 650 kg de residuo mineral con la pala mecanica hasta conseguir un grado de mezcla aceptable de
ambos materiales. En las Figuras 4.2 y 4.3 se muestra el equipo utilizado para la dosificacion, mezcla y
carga de los substratos ensayados. Los substratos se ensayaron en lisimetros, contenedores de
polipropileno tronco cilindricos de 150 L de capacidad y un diametro de 0,33 m aproximadamente,
previamente rellenados con una capa de grava de 25 cm (Figura 4.4). En la parte inferior de cada
lisimetro se colocd un grifo lateral que permiti6 recoger los lixiviados en un frasco de 30 L (Figura 4.5).

La separacion entre los lisimetros fue de 1,5 metros.
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Figura 4.2 Equipo para la dosificacion y mezcla de los
residuos para la preparacion de los substratos
ensayados

Figura 4.3 Carga de los substratos ensayados
durante la experiencia.

Figura 4.4 Gravas del fondo del
contenedor para asegurar el drenaje
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Figura 4.5 Colectores del agua de
drenaje.

Posteriormente se deposito el substrato sobre el material de drenaje de cada contenedor y se traslado por

medios mecanicos hasta su ubicacion definitiva (Figura 4.6).

Figura 4.6 Disposicion de los lisimetros

r . A )
Después de la primera toma de muestras, los lisimetros fueron sembrados (30 g m °) con una
mezcla de Gramineas y Leguminosas. Se realiz6 un riego inicial con 15 L de agua mineral y a partir de

entonces solo riego natural por lluvias. Las mezclas y los controles se dejaron en condiciones de campo
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durante 13 meses. Las muestras se obtuvieron inmediatamente después de la preparacion de las mezclas
(01/05/05) (M1) y al final del experimento tras la recoleccion (01/06/2006) (M2). Una muestra
compuesta por 10 sub-muestras fue tomada desde la superficie del suelo (8 cm de didmetro y 0-25 cm de

longitud) de cada uno de los lisimetros.

En la Tabla 4.2 se presentan las caracteristicas quimicas iniciales de las mezclas y del material

mineral. Los valores corresponden a la media de las 4 réplicas.

Tabla 4.2. Caracteristicas fisico-quimicas iniciales de las mezclas lodo-suelo residual y de los controles

. Cal . .
. CE MO N C/N P T.F* E.G" CaCoO; . Arena Limo Arcilla
L H Al
odo Origen p dSsm' % % mg/kg % % % (;;lva % % %
0
Residuo mineral de trituracion
Control 8,9 020 0,47 0,05 5,1 5,8 14,0 86,0 63,6 53,0 548 22,6 22,4

Compostado Blanes 80 087 1,86 0,16 69 693 19,0 81,0 69,4 56,4 58,8 21,5 19,5
Manresa 84 0,50 1,44 0,08 10,1 40,8 29,8 70,2 75,6 64,7 64,1 20,2 15,5

Vilaseca 84 0,52 158 0,12 74 545 278 722 65,3 67,2 56,6 20,8 225

Térmico Sabadell 84 031 1,03 0,09 68 195 173 827 72,5 59,5 57,1 214 213
Mataré 84 0,29 2,71 0,16 99 40,0 284 71,6 64,8 76,6 553 213 23,3

Besos 82 040 1,65 0,11 88 32,0 149 85,1 73,6 50,9 59,5 20,8 19,6

Residuo mineral de extraccion

Control 8,5 047 081 006 86 58 381 61,9 393 338 425 370 204

Compostado Blanes 80 1,07 1,84 0,15 82 50,5 359 64,1 39,6 37,6 442 352 20,5
Manresa 8,1 090 1,63 0,10 94 458 32,1 679 47,1 55,2 45,6 343 19,9

Vilaseca 7,9 098 243 022 64 1008 252 748 32,1 32,6 38,8 36,2 255

Térmico Sabadell 83 0,72 1,20 0,08 92 10,3 43,77 563 44,1 37,7 51,0 31,6 17,3
Mataré 8,1 0,554 293 0,16 10,6 493 41,3 58,7 27,0 28,6 38,5 413 20,1

Besos 82 050 1,88 0,12 89 348 340 66,0 409 41,3 46,2 339 19,8

*CE: conductividad eléctrica (1:5) a 25°C
* T.F: Tierra fina; ® E.G: Elementos gruesos

4.3.5 Mediciones analiticas de los substratos de restauracion

Las muestras tomadas en M1 y M2 (con excepcion de las replicas que se tomaron en M2 especialmente
para evaluar el efecto del secado al aire) fueron secadas al aire, tamizadas a través de un tamiz de 2 mm y
almacenadas a temperatura ambiente. Las técnicas utilizadas en la determinacion de COE, CHT, CHE,
CBM, RB y actividades B-glucosidasa y B-galactosidasa fueron las mismas que las descritas en el

apartado 3 seccion 3.3.4. Con los resultados obtenidos en cada muestreo se pudo calcular el coeficiente
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de mineralizacion del carbono (CMC) (C-CO,/C organico) (Dommergues, 1960), parametro que indica
la fraccion de la fraccion de C organico del suelo que estd siendo mineralizado en un tiempo, ¢,
determinado; la relacion C microbiano/C organico (Cmic/Corg) (Anderson y Domsch, 1989) que nos
indica que parte del C organico corresponde al C que forma parte de la biomasa microbiana; y el
cociente metabolico microbiano (qCO2), definido como la relacion entre la respiracion basal y la
biomasa microbiana, propuesto por Anderson y Domsch (1985) como un buen indicador de la fraccion

metabolicamente activa de los microorganismos del suelo.

El anélisis de aminoacidos totales (AA) en los hidrolizados de las diferentes mezclas lodo-suelo
residual y en los controles se determind por HPLC (con columnas no convencionales) con derivatizacion
AQC (Cohen y Michaud, 1993). Los aminoacidos se encuentran en los lodos como tales o formando parte
de macromoléculas mas o menos complejas. En consecuencia antes del analisis cromatografico, debe
realizarse una hidréolisis que permita liberar los aminodcidos (aminoacidos constituyentes de
macromoléculas y aminoacidos libres) presentes en las mezclas lodo-suelo residual. El método de
hidrélisis es una metodologia que ha sido puesta a punto en la seccion de cromatografia del Instituto
Quimico de Sarria (IQS) de Barcelona (URL) para el analisis tanto de aminoacidos libres como totales, en
suelos y en lodos. 5 g de muestras, previamente secadas a 105°C, fueron hidrolizadas con HCI 6N
sometidas a refluyjo a 110 °© C durante 8 horas. El hidrolizado fue derivatizado con AQC (6-
aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamato). La derivatizacion con AQC se basa en la reaccion del
grupo amino con AQC a pH 8,8. Se trata de una reaccion muy rapida (aproximadamente 1 minuto), los
derivados formados pueden detectarse por fluorescencia con un maximo de excitacion a 250 nm y un
maximo de emision a 395 nm. El método de derivatizacion y de analisis cromatografico de partida es el
Meétodo AccQ-Tag de Waters. Se ha sustituido el patron inteno a-aminobutirico por la Norleucina, debido
a que se ha comprobado que aquel patron da problemas de repetitividad en el analisis de aminoacidos de
diferentes hidrolizados (Lliberia 1996, citado por Mejia 2005). Los aminoacidos derivatizados fueron
separados por HPLC en Columna Nova-Pak C18 ya que de acuerdo a los resultados de Mejia (2005), los
resultados son equivalentes a los que se obtienen con la columna AccQ-Tag (Waters Co., Milford, MA,
USA) y se reduce el tiempo de separacion a 15 minutos. Los cromatogramas se procesaron utilizando el
software adecuado. Las concentraciones de aminoacidos individuales se calcularon a partir del area

mediante curvas de calibrado de cada AA con una solucion estandar (0,1-10,0 pmol/l).

4.3.6 Pre-tratamiento de las muestras

El efecto del secado al aire y secado al aire y rehumedecimiento se estudioé en las muestras finales (M2) y

en solo una de las cuatro réplicas de cada uno de los tratamientos; por este motivo los resultados

promedios de los tratamientos pueden no coincidir con los resultados de una de las réplicas.
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Pretratamiento 1) suelo seco al aire

Para ensayar el efecto del secado al aire sobre CBM, RB, EPR y actividades B-glucosidasa y B-
galactosidasa, los valores de esos parametros se determinaron sobre muestras secadas al aire durante una
semana a temperatura ambiente y los resultados fueron comparados con los valores obtenidos en las
muestras a humedad de campo. Las muestras a humedad de campo fueron conservadas a 4° C hasta el
momento de tamizarlas. Luego del tamizado nuevamente fueron conservadas a 4° C hasta el momento de

realizar cada una de las determinaciones.

Del mismo modo que en los suelos naturales, las determinaciones del CBM y de la RB sobre muestras a
humedad de campo y sobre muestras secas al aire fueron realizadas luego de ajustar la humedad del suelo
al 60% de su capacidad de campo (CC) e incubarlas durante 7 dias en la oscuridad a 28°C. Durante ese
periodo de incubacion se determin6 la EPR. Los valores obtenidos fueron comparados con aquellos

obtenidos en las muestras a humedad de campo.
Pretratamiento 2) secado al aire y rehumedecimiento

Para ensayar el efecto del secado al aire y rehumedecimiento sobre las actividades B-glucosidasa y B-
galactosidasa, las muestras de suelo secas al aire fueron rehumedecidas al 60% CC e incubadas durante 7
d en oscuridad a 28 °C. Los valores obtenidos fueron comparados con aquellos obtenidos en las muestras

a humedad de campo.

4.3.7 Analisis estadistico de los datos

Los valores de cada parametro corresponden a la media aritmetica de las cuatro réplicas. Utilizamos
modelos lineales generales (GLM) para evaluar la influencia de tres factores principales fijos (tipo de
lodo, tipo de suelo residual y tiempo de muestreo) sobre los parametros considerados. En el anélisis
estadistico sobre los efectos del pre-tratamiento tambien se utilizaron modelos GLM para evaluar la
influencia de dos factores fijos (pre-tratamiento y tipo de suelo) sobre los parametros estudiados (en este
caso las muestras se tomaron de un solo lisimetro). Los datos fueron analizados utilizando el programa
Sistema de Analisis Estadistico (SAS), y el procedimiento GLM fue llevado a cabo usando el analisis de
la varianza (SAS, 1990). Cuando la interaccion de los tres factores fue significativa, indicando que el
efecto de un factor depende de los niveles de los otros factores, analizamos las diferencias entre los
valores a través de uno de los factores para los distintos niveles de los otros. La comparacion de medias
se realizo segiin procedimiento SNK (Student-Newman-Keuls a nivel de a=0,05). En las muestras finales
se calcularon los coeficientes de correlacion entre las medias de los diferentes parametros fisicos,

quimicos y bioquimicos.
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Del mismo modo y con el mismo objetivo que fue realizado en el apartado 3 seccion 3.3.6,
seguimos el procedimiento propuesto por Zornoza et al. (2006) y evaluamos la pendiente obtenida de
regresiones lineales simples entre secado al aire o secado al aire mas rehumedecimiento y muestras a

humedad de campo sobre las actividades enzimaticas.
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4.4 Resultados y Discusién

4.4.1. Efectos generales

El analisis de la varianza de los distintos parametros estudiados (Tablas 4.3 y 4.4) muestra que el tipo de
lodo, el tipo de suelo residual y el periodo de muestreo tuvieron, con algunas excepciones, efectos
significativos sobre estos parametros y que el suelo residual fue el factor que tuvo menor influencia sobre
los parametros bioquimicos. En particular, podemos observar que el pH, COE, CHT y CHE fueron los
parametros mas globalmente afectados por los tres factores. E1 CBM, RB, qCO,, GLU y GAL no fueron

afectados por el tipo de suelo residual.

Con muy pocas excepciones, los parametros que se vieron afectados significativamente por el tipo de
suelo residual tenian valores mas altos en las mezclas con suelo E que con suelo T (Tabla 4.5 y 4.6). En
general, la adicion de lodos incrementd significativamente los valores de los parametros en ambos tipos

de suelos residuales y estos efectos disminuyeron con el tiempo.

Tabla 4.3. Tabla de ANOVA muestra los valores F de pH, Conductividad eléctrica (CE), materia
organica (MO) y Nitrégeno total (N) en las mezclas suelo-lodo.

pH CE MO N

Suelo Residual (R) 109,42 38,97 36,34"" 28,12°"

Lodos (LD) 23,83 13,74™" 33,07 37,93
Muestreo (M) 92,66 210,76 11,18 2,947

R x LD 6,93 2,12 2,42" 6,57""
RxM 5,64" 38,06 " 2,35" 1,50

LDx M 20,50 11,84™ 8,50 6,83
RxLDxM 8,19 0,74 ™ 0,14™ 1,89

EIEES

;7 y " indican diferencias significativas al P<0.05, P<0.01 y P<0.001, respectivamente, ns: no significativo.
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4.4.2. Efectos sobre los parametros fisico-quimicos

Los suelos residuales de mineria sin tratar muestran bajos contenidos de materia organica
(Tabla 4.2) y pobres propiedades fisicas como se refleja en su desfavorable tamafio de particulas. La
mejora producida por el agregado de lodos en el contenido de C y N del suelo disminuy6 con el tiempo,
pero sigui6 siendo significativa 13 meses después de la adicion. Las pérdidas de materia organica de los
lodos durante el experimento fueron generalmente mas altas en las mezclas que contenian los lodos MT,
BE y VL (Tabla 4.5). Dado que los lodos MT y BE son de secado térmico, estos resultados apoyan la
hipotesis de Jiménez et al. (2007) quienes postulan que el secado térmico facilita la descomposicion de la
materia organica en los lodos de depuradora. Fernandez et al. (2007) también encontraron que la adicion
al suelo de lodos de secado térmico normalmente da como resultado una mineralizacion mas rapida de
materia organica que la adicion de lodos compostados. Podriamos inferir que la MO de los lodos
deshidratados sufre una descomposicion térmica durante el secado térmico y que esta descomposicion
hace que la materia orgdnica sea mas facilmente degradable y por lo tanto mas susceptible al ataque
microbiano (Blazsé y Jakab, 1985). En el lodo VL, el tnico que habia sido digerido aerobicamente, las
pérdidas més elevadas fueron probablemente debidas a que la materia organica de los lodos aerdbicos era
mas facilmente degradable que la de los lodos anaerobios. Colin (1977), defini6 un indice de evolucion de
la fraccion organica de los lodos a partir esencialmente de parametros bioquimicos y enzimaticos (nivel
de ATP y actividades celulolitica, amilasica y proteolitica), resultando de acuerdo a este indice mas
evolucionados los lodos digeridos anaerdbicamente que los estabilizados aerdbicamente. Safia (1985)
determino tasas de mineralizacion de C mas bajas en los lodos anaerdbicos respecto a los lodos aerdbicos.
Mattana et al. 2010, demostraron las diferencias en el contenido de materia organica facilmente
degradable entre los lodos de tratamiento aerdbico y anaerdbico mediante el estudio del grado de
estabilidad de la materia organica y también encontraron que el lodo aerobico era mas facilmente
degradable.

La salinidad de las mezclas que contenian los lodos compostados fue inicialmente superior a las
de las que contenian lodos de secado térmico como podria esperarse, debido principalmente a la pérdida
neta de peso y a la liberacion de sales solubles que se produce a través del proceso de mineralizacion que
ocurre durante el compostaje (Fang y Wong, 1999). La disminucién de la conductividad eléctrica
observada en M2 resultd de la lixiviacion de sales que se produjo durante el experimento, como se ha
podido comprobar por los valores de conductividad eléctrica que se encontraron en los primeros

lixiviados, que oscilaban entre 1,1y 5,4 dS m™ (datos no mostrados).

El valor del pH de los suelos residuales disminuyo por la incorporacion de materia organica con
los lodos (Tabla 4.5). La alcalinidad de las mezclas fue mayor al final del experimento. Segin Noble y
Randall (1999) los mecanismos que explican el aumento de pH del suelo a mediano plazo debido a la
adicion de materia organica, incluyen (i) el consumo de protones durante la oxidacion de aniones

organicos, (ii) la presencia de condiciones reductoras debido a un aumento de la biomasa microbiana
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durante la rapida descomposicion, (iii) la adsorcion de protones dentro de los sitios intercambio generados
debido a la incorporacion de materia organica, (iv) el desplazamiento del grupo hidroxilo de las

superficies de los sesquidxidos por aniones organicos, (v) la adicion de cationes basicos.

Tabla 4.5. Propiedades fisico-quimicas de los controles y las mezclas lodo-suelo residual (valores promedio
de 4 repeticiones) en M1y M2 0,

Origen Simbolo  Materia organica N pH Conductividad
(%) (%) eléctrica
(dSm™)

Ml M2 M1 M2 M1 M2 M1 M2

Residuo mineral de Trituracion (T)

Blanes BL 1,9bA** 1,6aA 0,16aA 0,12aA 8,0cB 8,5abA 0,87aA 0,21bA
Manresa MN 1,4bA 1,6aA 0,08bcB 0,12aA 8,4bB 8,5aA 0,50bA 0,20bB
Vilaseca VL 1,6bA 1,2abB 0,12abA 0,10abA 8,4bB 8,6aA 0,92bA 0,24bB
Sabadell SB 1,0bcA 1,0bA 0,09bcA 0,08bcA 8,4bB 8,6aA 0,31cdA 0,29aA
Matard MT 2,8aA 1,4abB 0,16aA 0,11aA 8,4bA 8,6aA 0,29cdA 0,23bA

Besos BE 1,70A 1,4abA 0,11bA 0,09abA 8,2bB 8,5aA 0,40cA 0,28aA
Control T 0,5¢A 0,5cA 0,05cA 0,05cA 8,9aA 8,4bB 0,20dA 0,23bA

Residuo mineral de Extraccion (E)

Blanes BL 1,7bcA 1,7aA 0,15bA 0,14aA 8,0cdB 8,3cA 1,07aA 0,24bA
Manresa MN 1,6cA 1,8aA 0,10cdB 0,12aA 8,1bcdB 8,4cA 0,90abA 0,26bB
Vilaseca VL 2,4abA 2,1aA 0,22aA 0,16aB 7,9dB 8,3cA 0,98abA 0,37aB
Sabadell SB 1,2cdA 1,6aA 0,08deA 0,08bA 8,3bA 8,2cA  0,72abA 0,22bB
Matar6 MT 2,9aA 1,9aB 0,16bA 0,12aA 8,1bcdA 8,3cA 0,54bA 0,18bB

Besos BE 1,9bcA 1,7aA 0,12bcA 0,13aA 8,2bcB 8,6aA 0,50bA 0,21bB
Control E 0,8dA 1,0bA 0,06eA 0,07bA 8,5aA 8,5bA 0,47bA 0,22bB

* M1: muestras obtenidas después de que se prepararon las mezclas; M2: muestras obtenidas al final del experimento después de
la cosecha.

** Para cada pardmetro, valores seguidos por la misma letra mayuscula no muestran diferencias significativas entre las fechas
de muestreo segun la prueba de SNK (p < 0,05). Para cada parametro, valores seguidos por la misma letra mintiscula en una
misma columna no muestran diferencias significativas entre las mezclas segun la prueba de SNK (p < 0,05).

4.4.3. Efectos generales sobre los parametros biolégicos

Tal como hemos comentado en 4.4.1, los parametros que caracterizan la composicion de la
materia organica del suelo (COE, CHT y CHE, ver Tabla 4.4) fueron muy afectados por los tres factores
estudiados. Jiménez et al. (2007), en un experimento de laboratorio de recuperacion de suelos (100 a 200
Mg ha de lodos deshidratados, compostados o secados térmicamente, nueve meses de incubacion a 25 °©
C), también encontraron que CHT y CHE fueron los parametros mas afectados por el tipo de lodos

agregados al suelo.
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Nuestros resultados (Tablas 4.6 y 4.7) corroboran los incrementos de C organico extraible,
biomasa microbiana, contenido de carbohidratos y actividad bioldgica del suelo luego de la enmienda con
lodos de depuradora, que habian sido observados por Eivazi y Zakaria, 1993; Moreno et al., 1999;
Debosz et al., 2002; Pascual et al., 2002; Ros et al., 2003; Usman et al., 2004; Garcia-Orenes et al., 2005;
Jiménez et al., 2007.En M2, los valores de todos los parametros bioldgicos, excepto COE, fueron
mayores en las mezclas que contenian el suelo T que en los controles, sin embargo, en las mezclas que
contenian el suelo E (excepto RB), no fueron por lo general significativamente diferentes de los controles
(Tablas 4.7 y 4.8). Estas diferencias probablemente podrian ser atribuidas a la diferencia granulométrica
de ambos residuos. El suelo T tiene una gran cantidad de elementos gruesos que le proporciona, un
diametro equivalente de poro grande y menor contenido de tierra fina que el suelo E, lo cual le confiriere
una capacidad de retencion de agua por lo menos de 1,5 veces menor (R. Josa, comunicacioén personal),
un crecimiento vegetal 50% menor (datos no mostrados); consecuentemente, podemos esperar menores

cambios en la actividad bioldgica en las mezclas con el suelo T.

A excepcion de los CHT, los valores de los parametros biologicos de los suelos control fueron
significativamente mayores en M2 que en M1 (Tabla 4.6). Por esta razon para estudiar la evolucion de los
distintos parametros se consider6 el efecto intensificador de los lodos sobre el suelo, es decir los valores
de los parametros de las mezclas divididos por los de los suelos control. Este aumento en los valores de
los parametros bioldgicos de los suelos control con el tiempo podemos atribuirlo probablemente a un
evento de lluvia que se produjo poco antes del segundo muestreo. Este rehumedecimiento del suelo seco,
en condiciones naturales, pudo haber promovido el aumento de la actividad enzimatica, la biomasa
microbiana y los componentes organicos del suelo solubles en agua (Pesaro et al, 2004; Lee et al, 2007,

Williams y Xia, 2009).

4.4.4 Cambios en el Carbono organico extraible y en los Carbohidratos Extraibles

Todos los tipos de interacciones (Tabla 4.4) fueron significativas para COE y CHE. Los incrementos
respecto al control fueron de entre 3 y 36 veces para el COE y entre 2,5 y 26 veces para los CHE
(mayores en las mezclas que contenian los lodos MT, BE, y VL). En general, el efecto intensificador
observado después de la adicion de lodos a los suelos residuales disminuy6 entre 4 y 18 veces al final del
experimento (Tabla 4.6). Estos resultados son similares a los expuestos por Ros et al., (2003), quienes, en
un experimento de campo de dos afios (un afio mas de duracioén respecto a nuestra experiencia), en el cual
agregaron 250 Mg ha” (peso humedo) de lodos deshidratados (50% humedad) a suelos degradados,
encontraron que el efecto de los lodos sobre el contenido de C soluble en agua disminuy6 3,5 veces un

afio después de la aplicacion.
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Tabla 4.6. Valores de carbono organico extraible (COE) y carbohidratos extraibles (CHE) en los controles y
en las mezclas lodos-suelo residual

Origen Simbolo COE CHE
(mg C kg (mg glucosa kg™)
M1 M2 M1 M2
Residuo mineral de Trituracion
Blanes BL 176,3bcA** 167,5abA 111,8bcA 111,3aA
Manresa MN 143,0bcA 143,3abA 76,5cdA 115,8aA
Vilaseca VL 314,8bA 140,3bB 120,0bcA 95,3aA
Sabadell SB 105,0bcA 155,5abA 54,0cdA 29,3cA
Mataré MT 309,7bA 177,3abA 105,8bcA 107,7aA
Besos BE 716,7aA 122,0bB 228,7aA 82,0abB
Control T 19,8dB 66,3bA 8,8eB 35,0cA

Residuo mineral de Extraccion

Blanes BL 264,5bcA 181,7abB 113,8bcA 94,5aA
Manresa MN 211,3bcA 182,7abA 88,7cdA 92,5abA
Vilaseca VL 780,0aA 214,3aB 219,4aA 92,8abB
Sabadell SB 148,7bcA 148,3abA 78,5cdA 83,0abA
Matar6 MT 669,5aA 208,8abB 201,3aA 129,8aB
Besos BE 369,8bA 187,5abA 181,3abA 109,3aA
Control E 44,3dB 162,3abA 30,0eB 84,0abA

*M1: muestras obtenidas después de que se prepararon las mezclas; M2: Las muestras obtenidas al final del experimento después
de la cosecha. **nd: no detectado. *** Para cada parametro, valores no seguidos por la misma letra maytscula muestran
diferencias significativas (p < 0.05) entre las fechas de muestreo. Para cada parametro, valores no seguidos por la misma letra
mintdscula muestran diferencias significativas entre las mezclas segun la prueba de SNK (p < 0,05).

En M1, los valores de COE y CHE fueron en general menores en las mezclas que contenian los
lodos MN y SB, independientemente del tipo de suelo residual utilizado en la mezcla. Dado que el COE
y los CHE estan claramente asociados a la materia organica labil, los bajos valores iniciales de estos
parametros en las mezclas con el lodo SB, diferente al resto de lodos térmicos y tnico lodo suministrado
en forma de «pellets», podria ser atribuido a la resistencia fisica de los pellets a la descomposicion, que
hace que una gran parte del material no esté disponible para ser incorporado a la fase acuosa del suelo
(Fernandez et al., 2007). Los menores valores encontrados en las mezclas con el lodo MN podria ser
debidos a que este lodo fue, probablemente, de entre los tres lodos compostados, aquel en el cual el
proceso de compostaje fue mas eficaz en la estabilizacion de materia organica: de hecho es el lodo con el
contenido de materia organico mas bajo (Tabla 4.2). También se observo en ambos suelos residuales, que
las mezclas con los lodos MT, BE y VL presentaron los mayores valores iniciales de COE y CHE; en los
lodos MT y BE este hecho puede explicarse por el tratamiento térmico, que podria hacer los compuestos

organicos mas facilmente degradables; en el lodo compostado de VL, los altos valores de estos
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parametros fueron probablemente debidos, como comentamos anteriormente, a la inestabilidad (que

implicaria una mayor solubilidad) de la materia organica de los lodos aerdbicos.

Los valores de COE y CHE de las mezclas en general no cambiaron significativamente con el tiempo
(Tabla 4.6), las excepciones mas destacables fueron la de las mezclas con los lodos MT y VL en el suelo
E cuyos valores fueron menores en M2 que en M1. Estos resultados sostienen nuestra interpretacion de
los altos valores iniciales de COE y CHE encontrados en esas mezclas; que fueron, por otra parte, las que
tuvieron la mayor pérdida relativa de materia orgéanica (Tabla 4.5). Ademas, los valores de ambos
parametros en las mezclas BE-T fueron también significativamente menores en M2 que en M1. El COE
y los CHE disminuyeron con el tiempo en las mezcla BE-E y aunque la disminucion no fue
estadisticamente significativa, fue claramente mayor que en las mezclas que contenian los lodos BL o

MN. Recordemos que el lodo BE no habia sido estabilizado por digestion.

Al final del experimento, con la unica excepcion de los valores de CHE en la mezcla de SB-T, no
observamos diferencias significativas en los valores de COE y CHE entre los suelos tratados con los
diferentes tipos de lodos, lo cual es compatible con la progresiva desaparicion de la materia organica

facilmente degradable en las mezclas lodo-suelo residual.

4.4.5 Cambios en los Carbohidratos totales y en el C-Biomasa microbiana

El ANOVA para CHT y CBM (Tabla 4.4), muestra interaccion significativa solo entre el tipo de lodos y
el periodo de muestreo y no entre tipo de lodo y tipo de suelo residual. En M1, los valores de los CHT en
los suelos tratados con lodos fueron entre 1,5 y 4,5 veces mayores que sus respectivos controles. En
contraste con lo observado en COE y CHE, el efecto intensificador del lodo en general disminuye solo
ligeramente con el tiempo. El contenido de CHT en las mezclas que contienen los lodos BE o BL
disminuye significativamente entre M1 y M2; el contenido de CHT en el resto de las mezclas no cambia
con el tiempo (Tabla 4.7). Estos resultados confirman la estabilidad de los carbohidratos con el tiempo
que hallaron Pascual ef al. (1999) y Jiménez et al. (2007) en sus experimentos con mezclas de lodos y
suelo. Pascual et al. (1999) plantean la hipdtesis del origen microbiano de los CHT para explicar su
estabilidad. Los carbohidratos son una fuente de carbono y energia para la poblacion microbiana y
también estan estrechamente relacionados con la estabilidad estructural de los suelos. La participacion de
los carbohidratos en una funcion o en otra depende de su origen. Los carbohidratos de origen vegetal son
predominantemente utilizados como fuentes de carbono y energia, mientras que los carbohidratos de
origen microbiano predominantemente cumplen una funcion estructural y son més dificiles de mineralizar
(Martens y Frankenberger, 1991).

En M1, los valores de CBM en las mezclas con los lodos BE y MT fueron 14,5 y 15,5 veces
respectivamente superiores a los controles; en el resto de las mezclas estos valores fueron entre 2,5 y 5

veces superiores a sus respectivos controles (Tabla 4.7). En M2 el efecto de los lodos sobre el CBM fue
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claramente inferior que en M1 en todas las mezclas: sus valores fueron s6lo de 1 a 2 veces mas altos que
los de sus controles. Estos resultados difieren ligeramente de aquellos obtenidos por Ros et al. (2003),
quienes encontraron que, después de un afio, el efecto de los lodos deshidratados sobre el contenido de
CBM de los suelos control habia disminuido cuatro veces; sin embargo, el contenido CBM inicial de sus

suelos no tratados fue unas 15 veces mas alto que el de nuestro experimento.

Las mezclas que contenian los lodos de secado térmico (con la excepcion del lodo SB) tenian los
valores iniciales mas altos de CBM vy los valores disminuyeron significativamente con el tiempo. Por el
contrario, las mezclas que contenian los lodos compostados no cambiaron significativamente o
aumentaron sus bajos valores iniciales de CBM. Las mezclas que contenian el lodo SB presentaron los
menores contenidos iniciales de CBM, pero al final del periodo experimental, los valores de CBM en
estas mezclas se incrementaron significativamente. Estos resultados muestran que CBM depende
claramente del grado de madurez de la materia organica. El aumento inicial de CBM, luego de la
aplicacion de materia organica, esta relacionado tanto con la entrada de carbono facilmente disponible
para el CBM original del suelo como a la incorporacion de nuevo CBM desarrollada en los lodos que se
agregaron al suelo (Perucci, 1992). Jiménez et al. (2007) también encontraron valores mas altos de CBM
después de agregar lodos de secado térmico a los suelos que después de agregar el mismo lodo, pero que
habia sido compostado en lugar de secado térmicamente. El comportamiento diferente de las mezclas que
contenian el lodo SB, un lodo de secado térmico, se puede explicar (como ya hemos comentado

anteriormente) teniendo en cuenta su presentacion en forma de granulos esféricos (pellets).

Tabla 4.7. Valores de C-Biomasa microbiana y Carbohidratos totales en los controles y en las mezclas lodos-
suelo residual

Tipo de Lodo C-Biomasa microbiana Carbohidratos Totales
(ugC g'l suelo) (mg glucosa kg'l)
M1 M2 Ml M2
BL 194,04 bA 230,21 bcA 1515 bA 1142 aB
MN 138,13 bB 195,9 cdA 938 cdA 1117 aA
VL 192,77 bB 250,9 bA 1260 bcA 1153 aA
SB 106,54 bB 198,54 cdA 694 deA 748 bcA
MT 617,40 aA 300,4 aB 1212 bcA 961 abA
BE 565,31 aA 237,5 bcB 1880 aA 1310 aB
Control 39,54 bB 166,08 dA 441 eA 498 cA

M1: Muestreo inicial, M2: muestreo final. Para cada parametro valores en una misma columna con letras mintisculas iguales no
son significativamente diferentes seglin la prueba de SNK (p < 0,05). Para cada parametro, valores en una misma fila con letras
mayusculas iguales no son significativamente diferentes segun la prueba de SNK (p < 0,05).
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4.4.6 Cambios en la respiracion basal, en el coeficiente de mineralizacion y en el Cociente

Metabolico

Todas las interacciones fueron significativas para la RB (Tabla 4.4). En M1, en el suelo T no se detecto
RB (Tabla 4.8). En el suclo E, el aumento en la RB provocado por el agregado de lodos, que present6 los
valores mas altos en las mezclas que contenian los lodos MT, BE y VL, disminuy6 claramente al final del
periodo experimental.

Estos resultados probablemente pueden ser atribuidos a las fuentes de C 1abil proporcionados con
los lodos (especialmente MT, BE y VL) que son utilizados como sustratos facilmente degradables por los
microorganismos heterétrofos del suelo, como fuentes de carbono y energia. La utilizacion de esta forma
de carbono depende principalmente del tamafio de la poblacion microbiana (Carpenter-Boggs et al., 2000)
y la respiracion se considera un indicador 1til de la actividad microbiana del suelo (Anderson y Domsch,
1990). Por otra parte, algunos autores consideran que la respiracion del suelo puede utilizarse como un
indice de la estabilidad del C organico aplicado en la enmienda y por lo tanto de la cantidad de lodo que
es posible aplicar a un suelo sin que este sufra alteraciones importantes en sus funciones (Ortiz y Alcafiz,
1994). La aplicacion de lodos al suelo tiene un efecto doble sobre la respiracion, por una parte la aumenta
debido a que incrementa la disponibilidad de C organico y nutrientes, pero por otra parte puede
disminuirla si contiene altos contenidos de metales pesados debido a su efecto tdxico sobre los
microorganismos del suelo (Fliebbach et al., 1994).

Al final del periodo experimental, la RB fue el Gnico parametro que present6 valores mayores en todas las
mezclas (excepto en los suelos T tratados con los lodos MT, BE y VL), que en sus respectivos controles
(Tabla 4.8). Es importante recordar que los lodos MT, BE y VL tienen probablemente el mayor contenido
de materia organica facilmente degradable. Considerando que las mezclas que contienen esos tres lodos
tuvieron las mayores pérdidas relativas de materia organica (Tabla 4.5) y que la respiracion del suelo
esencialmente depende del contenido de materia orgénica facilmente degradable, podriamos hipotetizar
que después de un afio, aunque la mayoria de la materia organica de los lodos ya habia sido
mineralizada, las mezclas aun contenian una fraccion moderadamente labil de materia organica. Ros et al.
(2006), en un experimento de campo a largo plazo, no encontraron, al final del periodo controlado,
diferencias significativas entre los valores de RB de los suelos fertilizados con lodos compostados y el
suelo control, sin embargo, la dosis de aplicacion de lodos en este experimento fue 10 veces menor que en

nuestro experimento.

En M1, las mezclas que contenian los lodos BL o0 MN presentaron bajos valores de RB y esos
valores no disminuyeron en M2. Fernandez et al., (2007) y Jiménez et al., (2007) también encontraron
que la disminucion en la RB de suelos tratados con lodos compostados fue menor que la producida en

suelos tratados con lodos térmicos.
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En las mezclas que contenian el lodo SB, los valores de RB habian aumentado al final del
experimento, lo que confirma una vez mas que la materia organica en el lodo SB era inicialmente muy
resistente a la descomposicion. Muchos estudios muestran que en los primeros meses luego de la adicion
al suelo de lodos de depuradora, que presentaban un bajo contenido de metales pesados, se produce un
aumento de la respiracion del suelo (Ajwa y Tabatai, 1994), sin embargo, el efecto a largo plazo sobre la
respiracion del suelo no esta claro. Boyle y Paul (1989), observaron que la emision de CO, en suelos
tratados con lodos era superior a la de suelos no tratados, incluso tres afios después de la ltima aplicacion
de lodos. Sin embargo, otros estudios (Brendecke et al., 1993; Ortiz y Alcaiiiz, 1994) concluyeron que no
se podian observar diferencias entre la respiracion de suelos tratados con lodos y suelos no tratados un
afio después de la tultima aplicacion. Parte de este aparente desacuerdo puede ser explicado por la
diferencia en la cinética de mineralizacion de los distintos materiales organicos contenidos en el lodo y
por las distintas condiciones edafoldgicas y ambientales durante el proceso de descomposicion

(Brendecke et al., 1993).

Tabla 4.8. Valores de Respiracion basal (RB) y Coeficiente de mineralizaciéon del C (CMC) en los controles y
en las mezclas lodos-suelo residual

Origen Simbolo RB.1 -1 1S o1 -1
(ug C-CO2 g 'sueloh™) (C-CO,/ C org h")*10
M1 M2" M1 M2
Residuo mineral de trituracion
Blanes BL 0,799deA** 0,860abA 1,50 bA 1,94 bcA
Manresa MN 0,821deA 0,809abA 1,37 bA 1,67 cdA
Vilaseca VL 1,177deA 0,713bcB 1,96 bA 2,01 bA
Sabadell SB 0,641efB 0,979abA 0,73 bB 2,00 bA
Matard MT 6,362bA 0,633bcB 5,50 aA 2,41 aB
Besos BE 3,787cA 0,716bcB 5,42 aA 1,56 cdB
Control T nd*** 0,406¢ 1,28 bA 0,22 fA
Residuo mineral de Extraccion
Blanes BL 0,871deA 0,870abA 1,24bA 1,39 dA
Manresa MN 0,602deB 0,909abA 1,21bA 1,96 bcA
Vilaseca VL 1,565dA 0,847abB 1,76bA 1,09 eB
Sabadell SB 0,343fB 0,608bcA 1,19bB 1,68 cA
Matar6 MT 8,219aA 0,695bcB 5,20aA 1,64 cdB
Besos BE 1,744dA 1,159aA 4,60aA 1,61 cdB
Control E 0,182gB 0,383dA 1,24bA 1,60 cdA

* M1: muestras obtenidas luego de la preparacion de las mezclas; M2: muestras obtenidas al final del experimento después de la
cosecha.

Para cada parametro, valores en una misma columna seguidos por la misma letra mintscula no muestran diferencias
significativas entre tratamientos segun la prueba de SNK (p < 0.05). Valores en una fila seguidos por la misma letra mayuscula
no muestran diferencias significativas entre periodos de muestreo segtin la prueba de SNK (p < 0.05). *** nd: no detectado
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En el analisis d¢ ANOVA presentado en la Tabla 4.4 podemos observar que todos los tipos de

interacciones fueron significativos para el CMC.

El Coeficiente de mineralizacién del C (CMC) que relaciona el CO,, producto de la respiracion,
con el contenido de carbono orgéanico, nos puede dar una idea de la naturaleza de la materia organica. La
mineralizacion de la materia organica del suelo estd gobernada por varios procesos simultaneos: (1)
desestabilizacion via oxidacion/hidrolisis, desorcion y difusion y (2) tamafio, composicion de la
comunidad y actividad metabolica de la biomasa microbiana (Ekschmitt et al., 2005; Fontaine y Barot,
2005). La materia organica disuelta es una fraccion sobre todo importante en el pool de la materia
organica del suelo. Se piensa que los sustratos deben pasar por la fase disuelta para alcanzar y pasar por

membranas microbianas (Marschner y Kalbitz, 2003).

En M1 (Tabla 4.8), el tipo de residuo no tuvo efectos significativos sobre el CMC, y en ambos
suelos residuales, las mezclas que contenian los lodos BE y MT presentaron los mayores valores de
CMC, y fueron inferiores y similares entre ellos los valores registrados para el control y para las mezclas

con los lodos compostados (BL, MN y VL).

En M2 los mayores valores de CMC se obtuvieron en la mezcla con el lodo MT y el residuo T y
los valores de CMC en las mezclas con los lodos MT, SB y VL obtenidos sobre residuo de trituracion

fueron significativamente superiores a los obtenidos sobre residuo de extraccion.

Los materiales de trituracion son los que tienen proporciones significativamente superiores de
elementos gruesos (> 2 mm ), carbonatos totales, cal activa y arena. Los suelos ricos en caliza activa
facilitan la mineralizacion de los materiales organicos (Safa et al., 1996). En el caso de los residuos de
extraccion, las tasas de mineralizacion de C pueden estar afectadas por la proteccion que ocurre cuando la
MO es adsorbida sobre la superficie de las particulas de arcilla y limo, o cuando es "incrustada" o
recubierta por los minerales de arcilla (Tisdall y Oades, 1982; Golchin et al., 1994) o cuando se localiza

dentro de los microagregados, fuera del alcance de los microorganismos (Elliott y Coleman, 1988).

En M1 las mezclas de los lodos térmicos BE y MT con ambos suelos residuales y la mezcla del
lodo compostado VL (el unico que habia sido digerido aerdbicamente) con el residuo E presentaron
valores de CMC significativamente mayores que en M2. Estos resultados responden a la naturaleza de la
materia organica facilmente degradable, que provoca un aumento de la actividad respiratoria de la
biomasa microbiana. El post-tratamiento de los lodos origina en el caso de los lodos de secado térmico y
del lodo aerdbico, el aumento de compuestos organicos labiles debido a la transformacion de moléculas
organicas complejas en moléculas mas simples, por el contrario, durante el compostaje estos compuestos
disminuyen. En los tratamientos con lodos compostados los efectos son menos intensos pero mas
perdurables en el tiempo de estudio. Fernandez et al. (2007), encontraron que mas del 25% del C

organico proveniente de los lodos térmicos se mineraliza después de 60 dias, mientras que en el caso de
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los lodos compostados este porcentaje no supera el 3%. Enmerling et al., (2000) y Pascual ef al., (2002),
hallaron que el efecto estimulador del lodo compostado sobre la actividad microbiana de suelos
degradados era menor pero mdas persistente que el de los lodos deshidratados. La poblacion de
microorganismos autoctonos metaboliza la fraccion recalcitrante de materia organica, reproduciéndose
lentamente, mientras que una poblacion zimogena metaboliza la materia orgénica labil y solo se activa
cuando el sustrato fresco estd disponible y se inactiva una vez que el sustrato fresco se ha agotado

(Winogradsky, 1949).

El analisis de ANOVA (Tabla 4.4) muestra que el tipo de suelo residual no tuvo efectos
significativos sobre el cociente metabélico (qCQ,), pero existio interaccion significativa entre el tipo de
lodo y el periodo de muestreo. Los valores de qCO, en general aumentaron con el agregado de lodos en

ambos suelos (Figura 4.7), sin embargo el aumento solo fue significativo en el caso del lodo MT.

Pascual et al (1997), en un experimento de incubacion de 360 dias, observaron un fuerte aumento
en qCO, en un suelo arido modificado con una cantidad de residuos sélidos municipales suficiente para
elevar su materia organica en 1,5%. Estos mismos autores informaron de los valores mas bajos de qCO,

en un suelo tratado con compost estabilizado que en suelo modificado con material fresco.

Si consideramos que el qCO, ha sido utilizado como un indicador de estrés microbiano e
interpretado como una medida de la energia necesaria para mantener la actividad metabdlica en relacion
con la energia necesaria para sintetizar biomasa (Bardgett y Saggar, 1994), los valores tan altos
encontrados en las mezclas con el lodo MT podrian deberse a la presencia de alguna sustancia toxica que

afecte el crecimiento microbiano y esté provocando un mayor nivel de estrés.

En todas las mezclas se observa una tendencia decreciente con el tiempo, pero mas marcada en
las mezclas con los lodos MT y VL. Es importante recordar en este caso que en las mezclas anteriormente
mencionadas también se observo una importante disminucion en el contenido de COE con el tiempo
(Tabla 4.7). Estos resultados sugieren que la nueva biomasa microbiana se desarrollé mineralizando una
gran cantidad de C organico agregado por unidad de C de biomasa. Nicholson y Wardle (1994), indican
que los sustratos que se degradan rapidamente muestran una disminucion en el qCO, a medida que
desaparece el sustrato. En este sentido, los cambios observados en qCO, pueden estar relacionados

principalmente con la mineralizacion de la materia organica (Selivanovskaya et al. 2001).
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14 A A EM1

qC02
(ug C-CO,mg" CBMh-)

BL MN VL SB MT BE Control

Tratamientos

Figura 4.7. Valores de cociente metabodlico en suelos control y en suelos enmendados
con lodos en los dos periodos de muestreo (M1 y M2). Barras dentro de un mismo
periodo de muestreo con la misma letra o letras minisculas no muestran diferencias
significativas entre los distintos tratamientos de acuerdo a la prueba de SNK (P<0.05).
Barras dentro de un mismo tratamiento con la misma letra mayascula no muestran
diferencias significativas entre periodos de muestreo de acuerdo a la prueba de SNK
(P<0.05).

4.4.7 Cambios en el N proteico

Un perfil cromatografico representativo obtenido de los aminoacidos individuales utilizando el método
HPLC se muestra en la Figura 4.8. El perfil corresponde a la mezcla MT-E, los perfiles obtenidos en las

restantes mezclas son muy similares.
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Figura 4.8. Perfil cromatografico representativo de aminoacidos totales obtenidos de la
mezclas MT-E. Asp asparagina mas acido aspartico, Ser serina, Glu glutamina mas acido
glutamico, Gly glicina, His histidina, NH; amoniaco, Arg arginina, Thr treonina, Ala alanina,
Pro prolina, Cys cisteina, Tyr tirosina, Val valina, Met metionina, Lys lisina, lle isoleucina, Leu
leucina, N-Leu norleucine, Phe fenilalanina.
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En la Tabla 4.9 presentamos los valores de N-aminoacido y afiadimos el resto de los parametros

para poder relacionarlos con comodidad.

El contenido total de aminoacidos de los suelos residuales fueron significativamente (P < 0,05) afectados
por la incorporacion de lodos. Los resultados obtenidos en el muestreo inicial (M1) de las mezclas lodos-
suelo residual muestran que el total de aminoscidos varia entre 465 mg kg™ suelo y 3252 mg kg™ suelo,
en cambio en los controles T y E los valores fueron 13 mg kg’ suelo y 285 mg kg' suelo
respectivamente. Estos resultados muestran que los lodos incorporados a los suelos residuales aumentan
la cantidad de aminoacidos entre 67 y 450 veces respecto al control de trituracion y entre 3,5 y 11,5 veces
en el control de extraccion. En general, los valores de los aminoacidos se incrementaron con los
incrementos de C organico (Figura 4.9). Los mayores contenidos de aminoacidos en M1 se encontraron
en las mezclas MT-T, MT-E, VL-E y BE-E, las cuales también presentaron los mayores contenidos de

materia organica.

M14000
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Figura 4.9. Relacion entre los aminoacidos totales de la materia
organica del suelo (muestras suelo residual-lodos y controles) vy el
carbono organico del suelo en (M1) muestreo inicial y en (M2)
muestreo final. ** indica P < 0,01 y *** indica P < 0,001.
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Los resultados expresados en moles en el muestreo inicial (M1) oscilaron entre 4,6 y 32 umol N-AA
g ' suelo en las mezclas lodo-suelo residual, los valores en los controles T y E fueron 0,1 y 2,5 pmol N-
AA g suelo respectivamente (Tabla 4.9). En el muestreo final (M2), la cantidad de N-aminoacido oscil6
entre 8,8 y 31,3 umol N-AA g™' suelo en las mezclas suelo residual-lodo, los valores en los controles T
y E fueron 0,6 y 4,7 pmol N-AA g ' suelo respectivamente (Tabla 4.9). Los valores més altos fueron
obtenidos en la mezcla VL-E y significativamente superiores al resto de las mezclas. El contenido total de
N-aminoacido en las mezclas lodo-suelo residual se correlaciond significativamente (P < 0,001) con el
contenido de C organico (r = 0,86) y con el contenido de N organico (r = 0,82) (Figuras 4.9 y 4.10
respectivamente). Aunque en ambos periodos de muestreo se observa una relacion positiva y significativa
del N-aminoacido con el contenido de C organico, podemos apreciar que la relacion disminuye al final
del periodo experimental (Fig. 4.9). Este hecho podria ser explicado por diferencias en el porcentaje de
mineralizacion del N ocurridas en el periodo de estudio en las distintas mezclas lodo-suelo residual.
Hattori y Mukay (1986), sugieren que las diferencias en la tasa de mineralizacion de N en distintos suelos
enmendados con lodos estuvieron mas relacionadas con el contenido de proteina cruda sobre la base de la

materia organica total que el contenido de N organico.
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Figura 4.10. Relacion entre el N aminoacido y el
nitrégeno organico total (N) en las mezclas lodo-suelo
residual y en los controles en (M1) muestreo inicial y
en (M2) muestreo final. ** indica P < 0,01 y *** indica P <
0,001.
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Los valores de N-aminoacido, expresado como porcentaje del N organico total en las mezclas
oscild entre 7,2% en la mezcla SB-T y 32% en la mezcla BE-E en el muestreo inicial y entre 15,1 % en la
mezcla VL-T y MT-E y 33,5% en la mezcla BE-T en el muestreo final. En los controles estos valores
fueron 0,36% en el control T y 5,9% en el control E en el muestreo inicial y entre 1,7% en el control T y

9,4% en el control E en el muestreo final (Tabla 4.9).

Los niveles de N organico y de proteina parecen estar vinculados al proceso de tratamiento de aguas
residuales que genera cada tipo de lodo (Hattori y Mukai, 1986). En el muestreo inicial, las mezclas
realizadas con lodos de secado térmico (excepto el lodo térmico Sabadell) presentaron mayores valores de
N-aminoacido (expresado como porcentaje del N organico total) que los lodos compostados. Las mezclas

con lodos compostados (BL, MN y VL) presentan un menor % de N-AA como % del N organico total.

Estos resultados son coherentes con los resultados obtenidos por Mejia (2005), quien observo que en
los lodos de secado térmico el contenido de aminoacidos totales es practicamente el mismo que en el lodo
deshidratado, lo que implica que no hay pérdida de aminoacidos durante el tratamiento térmico. En
cambio, el compostaje del lodo reduce aproximadamente un 50% el contenido de aminoécidos totales
respecto al lodo deshidratado, como consecuencia de la degradacion de aminoacidos y proteinas durante
el proceso. Durante el proceso de compostaje del lodo tiene lugar una mayor degradacion peptidica
/proteica hacia un material inorganico (nitritos, nitratos amonio) como consecuencia de la accion de los

microorganismos involucrados en dichos procesos.

El andlisis estadistico muestra que el contenido de N-aminoacido en las mezclas MT-T, MT-E y BE-E
disminuy6 significativamente al cabo de 13 meses (Tabla 4.9). De acuerdo con Hall (1984), la
mineralizacion del N estd controlada por el grado de estabilidad de la materia organica. Teniendo en
cuenta estos resultados, podemos deducir que la mayor mineralizacion del N-aminoacidico que se
produce en las mezclas MT-T, MT-E y BE-E se debe a sus mayores contenidos de materia organica
facilmente degradable. En la mezcla VL-E, el contenido de N-aminoacido no vari6 con el tiempo, quizas
porque la materia organica es menos labil que en el lodo MT. Tarrason et al. (2007), observaron que el
lodo secado térmicamente genera mayores concentraciones de NH'4~N en el suelo que los lodos
compostados, lo que indica una mineralizacién inicial mas intensa y una abundancia de sustancias

organicas de nitrogeno labiles.

En ambos controles y en mezclas MN-T, SB-T, BE-T, BL-E y MN-E el contenido de N-proteico
aumento al cabo de un afio. Este aumento puede atribuirse a la liberacion de diversas proteinas, péptidos y
aminodacidos al suelo por parte de las plantas y los microorganismos a través de la exudacion activa o a la
muerte de las células (Rillig et al., 2007), que en este caso superd la disminucion debido a la

mineralizacion
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Distribucion relativa de 17 aminodcidos hidrolizables en el suelo

La composicion de aminoacidos (Tabla 4.10) fue bastante similar en todas las mezclas lodos-suelo
residual, en ambos periodos de muestreo. Las diferencias mas marcadas en el tiempo se observaron en las
mezclas SB-T y MN-T en las cuales la proporcion del aminoacido serina se duplicé. En los suelos control
(muy diferentes entre si en la composicion de aminoacidos), se observa al final del periodo experimental
un enriquecimiento en la composicion de los aminoacidos. En el suelo T, en el muestreo final se observa
la presencia de los aminoacidos Pro, Ile y Phe, y en el suelo E, los aminoacidos Arg, Thr y Tyr, que no
fueron detectados en el muestreo inicial.

En M1 (Tabla 4.10) los aminoacidos glicina y alanina en las mezclas lodo-suelo residual, estaban
presentes en mayor proporcion y los valores de glicina oscilaron entre 11,1% en la mezcla BE-E y 17,5%
en la mezcla SB-T y los de alanina entre 9,2% en la mezcla VL-T y 16,8% en la mezcla VL-E
respectivamente. La leucina oscil6 entre 5% y 10% de los aminoécidos totales, seguido de lisina (1,6-
10%) glutamina (0-10%), treonina (4-9%), serina (3,6-9%) y asparragina (5-8,5%). Los aminoacidos
fenilalanina, isoleucina, valina y prolina oscilaron entre 4,4% y 7,3%. El porcentaje de los aminoéacidos
tirosina, arginina e histidina fue menor del 5% de los aminoacidos totales encontrados (Tabla 4.10). La
mayor proporcion de los aminoacidos glicina y alanina en los suelos residuales podria explicarse por
diferencias en la estructura de comunidad microbiana del suelo, por ejemplo, la proporcion de las
bacterias a hongos, puede cambiar el patron de aminoacidos microbianos. El acido aspartico y
asparragina y serina se encuentran en mayores concentraciones en las paredes celulares fingicas, en
cambio alanina y glicina son los principales componentes de las paredes celulares de las bacterias (Friedel

y Scheller, 2002).
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Tabla 4.10. Relaciéon molar de cada aminoacido respecto al total de aminoacidos en los suelos enmendados y en los
controles

Suelos Asp’  Ser

Muestreo Inicial (M1)
Residuo Trituracion
BL 6,4 7.4 8,2 14,0 08 37 7,2 11,7 5,7 nd 48 4,1 nd 10,3 57 49 50
MN 7,1 36 66 135 01 45 82 143 70 nd 24 73 01 28 63 98 65
VL 5,6 8,8 9,7 14,1 1,4 35 3,8 16,8 49 nd .9 72 nd 2,5 47 97 56
SB 7,1 4,1 0,0 17,5 nd 5,0 9,2 14,3 6,8 nd 3,1 7,3 nd 2,2 6,5 9,9 7,0
MT 6,6 7.4 8,8 13,5 1,2 44 7,9 11,4 6,2 nd 38 6,1 1,3 3,1 50 83 53
BE 6,9 7,8 10,8 12,2 1,2 4,4 7,2 11,3 7,1 nd 29 6,0 0,6 42 49 8,2 4,6
** nd nd nd nd nd nd 60,4 nd nd nd 30,8 nd nd nd 8,7 nd

Residuo Extraccion

BL 6,8 9,1 9,0 13,7 0,7 32 5.8 13,8 6,1 nd L7 7,0 00 2,9 57 90 57
MN ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
VL 7.4 6,9 10,1 14,9 0,8 32 6,9 14,9 6,0 nd 24 64 05 2,9 45 76 44
SB | 53 76 49 166 00 48 68 143 65 nd 23 72 00 16 52 98 72
MT 8,3 8,1 9,5 11,9 0,7 48 5.8 12,2 6,1 nd 28 6,6 08 43 47 84 49
BE 72 80 93 11 09 43 58 11,7 64 39 24 64 12 42 45 83 46

E 13,1 14,1 10,5 11,1 nd nd nd 17,3 8,2 nd nd 7,6 nd 2,1 33 8,6 4,1

Muestreo Final (M2)

Residuo Trituracion

BL 7,3 9,1 8,9 13,1 0,2 6,4 6,9 12,5 6,0 nd 2,6 6,6 nd 3,6 44 79 44
MN 6,4 9,2 8,3 16,0 nd 6,5 6,8 12,2 6,1 nd 22 63 nd 3,5 44 77 44
VL 4,1 9,8 7,3 16,9 nd 6,5 5,6 13,3 6,0 nd 33 6,6 0.2 32 4,5 8,1 4,6

SB 5,4 9,1 8,3 14,5 nd 7,7 7,2 10,5 6,7 nd 2,6 6,7 nd 4,1 47 82 44
MT 4,9 8,6 7,2 13,3 0,8 6,3 8,4 10,0 8,1 nd 3269 07 3,6 4,8 8,3 5,0
BE 6,7 9,1 9,0 14,8 0,3 6,6 6,5 11,1 6,3 nd 2,6 63 nd 3.9 46 78 43

T nd nd nd nd nd nd nd 34,5 12,9 nd nd 142 nd nd 73 174 13,7

Residuo Extraccion
BL 6,3 10,1 8,2 16,9 nd 5,4 5,9 12,3 6,4 nd 2.5 6,5 nd 3,5 43 7,6 4,1
MN 6,2 9,3 8,2 16,6 nd 6,0 6,4 12,2 6,4 nd 2,7 6,4 nd 3,5 3,9 7,8 44
VL 5,5 7,9 7,9 15,4 0,8 5,5 7,6 13,0 7,5 nd 23 6,7 0,4 3,0 4.4 7,4 4.6
SB 6,1 9,4 7,1 15,9 nd 3,8 6,2 14,3 7,1 nd 2,4 6,3 nd 3,3 4.0 8,6 5,4
MT 10,7 7,0 11,4 14,2 0,3 2,2 472 10,3 49 nd 2,6 7,0 nd 4.0 52 102 59
BE 6,9 9,4 8,6 16,1 1,0 5,4 6,2 10,8 6,8 nd 3,0 6,0 nd 3,7 4,1 7,6 43
E 7,6 8,7 4,7 18,2 nd 2,7 5,9 14,0 7,6 nd 3,3 6,6 nd 3,1 3,9 8,4 5,5
*Asp asparagina mas acido aspartico, Ser serina, Glu glutamina mas acido glutdmico,Gly glicina, His histidina, NH; amoniaco, Arg arginina,
Thr treonina, Ala alanina, Pro prolina,Cys cisteina, Tyr tirosina, Val valina, Met metionina, Lys lisina, Ile isoleucina, Leu leucina, N-Leu
norleucine, Phe fenilalanina.
*nd: no detectado. “"ND: no determinado
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4.4.8 Cambios en las actividades enzimaticas B-glucosidasa y p-galactosidasa

Se encontraron interacciones significativas entre los tres factores estudiados para ambas actividades
enzimaticas (Tabla 4.4). En M1, los valores de la actividad B-glucosidasa en las mezclas que contenian el
lodo BE fueron 8 y 29 veces mayores que las de sus correspondientes controles E y T respectivamente
(Tabla 4.11); la actividad en el resto de las combinaciones lodo-suelo residual fue entre 1 y 6 veces mas
alta que en sus respectivos controles. En M2 la actividad B-glucosidasa en las mezclas que contenian el
suelo E disminuy6 de una a tres veces con respecto al control; sin embargo el efecto de los lodo sobre la
actividad B-glucosidasa en las mezclas lodos-suelo T fue incrementado entre 1,6 y 10 veces respecto al
control, excepto en la mezcla BE-T, en la cual dicha actividad enzimatica disminuy6 con el tiempo (Tabla

4.11). En M1, no se detecto actividad -galactosidasa en los suelos residuales.

Dado que al inicio del experimento, los valores de las actividades B-glucosidasa y B-galactosidasa
en los suelos residuales fueron bajos o nulos, la actividad enzimaética inicial medida en los diferentes
tratamientos estaria dada, en su mayor parte, por la contribuciéon directa de enzimas en los diferentes

lodos.

Excepto en la mezcla BE-T, todos los suelos T y E tratados tenian mayor actividad B-glucosidasa
y P-galactosidasa en M2 que en M1 (Tabla 4.11). Dado que en nuestra experiencia, realizada en
condiciones de campo y con siembra inicial donde se estimulan el desarrollo de una cubierta vegetal,
estos aumentos probablemente indican que estas actividades enzimaticas estaban parcialmente asociadas a
exudados radiculares generados por la vegetacion y a los residuos de plantas, tal como refieren otros
autores (Hayano y Tubaki, 1985; Bandick y Dick, 1999, Garcia et al., 2005, Hernandez et al., 2007,
Martinez-Iiiigo et al., 2009). Sin embargo, Jiménez et al. (2007) encontraron en incubaciones de
laboratorio a corto plazo sin vegetacion que la actividad B-glucosidasa de sus suelos enmendados con

lodos disminuyd con el tiempo.

Los aumentos en la actividad enzimatica registrados en el segundo muestreo en los suelos E
tratados fueron menores que en los suelos T tratados; paraddjicamente, el crecimiento vegetal fue mucho
mayor en las mezclas que contienen el suelo E. Estos resultados sugieren que para la interpretacion debe
tenerse en cuenta otro factor como el régimen hidrico. Probablemente, la lluvia que se produjo poco antes
del segundo muestreo podria haber sido la causa del mayor aumento de la actividad enzimatica en el
suelo T. Ya que el efecto del secado y rehumedecimiento fue mucho mayor en el suelo T, el cual debido a
su textura mas gruesa sufrid mas intensamente los efectos previos de la sequia, y dado que la gran
mayoria de reacciones quimicas biologicas se producen en disolucion, éstas podrian haber estado

inhibidas por la falta de agua.

Las mezclas que contenian el lodo BE tuvieron generalmente las mayores actividades enzimaticas
y fueron las unicas mezclas, en ambos suelos residuales, en las que las actividades de ambas enzimas

disminuyeron con el tiempo (Tabla 4.11). Estos resultados indican que una parte de la actividad
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enzimatica se perdid junto con la materia organica que se mineralizd durante el experimento. Dado que el
lodo BE era el tnico lodo que no habia sido estabilizado por digestiéon y que por lo tanto presenta un
mayor % de proteinas respecto a los solidos totales, se puede inferir que las actividades de las enzimas p-
glucosidasa y B-galactosidasa presentes en las mezclas en gran parte correspondian a las enzimas libres
contenidas en la materia organica facilmente degradable de los lodos (Burns, 1982; Bonmati et al., 2003).
Sin embargo, también podemos asociar la actividad B-glucosidasa con la materia organica estabilizada,
porque este parametro fue (junto con los CHT) aquel en el cual el efecto potenciador de los lodos tuvo
una menor disminucion con el tiempo (de 29 a 14 en el suelo residual T y de 8 a 3,3 en el suelo residual
E). Esta parte de la actividad enzimatica corresponderia a enzimas inmovilizadas en los coloides del
suelo. Otros autores también han asociado la actividad B-glucosidasa a material himico: Miller y Dick
(1995) encontraron que la actividad f-glucosidasa fue altamente resistente a la temperatura; Moreno et al.
(1999) y Jiménez et al. (2007) encontraron que cuanto mas estable era el contenido de materia organica

de los lodos, mas duradera era la actividad B-glucosidasa de las mezclas.

Tabla 4.11. Valores de actividades B-glucosidasa (GLU) y B-galactosidasa (GAL) en los controles y en las
mezclas lodos-suelo residual y su relacion con el N-aminoacido (N-AA).

Suelos GLU GAL GLU/N-AA (umol  GAL/N-AA (umol pNF
(umol pNF g'h™ (umol pNF g'h™ PNF h' ug'N-AA) h' pg'N-AA)

*

Ml M2 Ml M2 M1 M2 Ml M2

Residuo mineral de Trituracion

BL 0,239¢dB™ 0,481cA 0,044bB 0,101aA 799 1376 147 289
MN 0,127cdB 0,565bcA 0,014bcB 0,102aA 927 2058 102 371
VL 0,165cdB 0,490cA 0,023bB 0,067abA 1129 3241 157 443
SB 0,073dB 0,496cA 0,026bB 0,099aA 1126 2906 401 580
MT 0,038dB 0,647bcA 0,008cB 0,095aA 90 2162 19 317
BE 1,451aA 0,906abB 0,137aA 0,057bB 5474 3004 517 189
T 0,050dA 0,063dA nd 0,013c 2803 7599 nd 1568

Residuo mineral de Extraccion

BL 0,248bcB  0,460cA 0,046bB  0,066abA 1366 1976 253 284
MN 0,176bcB  0,650bcA  0,021bcB  0,087aA ND 2748 ND 368
VL 0,497bcA  0,610bcA  0,062bA 0,080aA 1198 1394 149 183
SB 0276cB  0,386cdA  0,016cA 0,046bA 2121 3146 123 375
MT 0,155cdB  0,393cdA  0,021bcB  0,063abA 347 2164 47 347
BE 0,679bA 1,075aA 0,118aA 0,124aA 1763 3448 306 398

E 0,086dB  0,320cdA nd™” 0,060ab 2436 4882 nd 915

* M1: muestras obtenidas luego de la preparacion de las mezclas; M2: muestras obtenidas al final del experimento después de la
cosecha. ** Valores en una misma columna seguidos por la misma letra mindscula no muestran diferencias significativas entre
tratamientos segun la prueba de SNK (p < 0.05). Valores en una fila seguidos por la misma letra maytscula no muestran
diferencias significativas entre periodos de muestreo segtn la prueba de SNK (p < 0.05).

""nd: no detectado. ~""ND: no determinado
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Actividades enzimaticas por unidad de N-aminodcido

El cociente entre el valor de la actividad enzimatica y el N proteico es indicador del grado de pureza o

inhibicion de las actividades estudiadas.

Los valores de las actividades enzimaticas P-glucosidasa (GLU) y B-galactosidasa (GAL) se
expresaron en relacion con el N-aminoacido para cada mezcla de lodos-suelo residual (Tabla 4.11). Los
valores de la relacion GLU/N-AA fueron mayores en los suelos control que en las mezclas (excepto en la

mezcla BE-T en M1). La misma tendencia se observo en la relacion GAL/N-AA en M2.

En M1 el valor mas alto de ambas relaciones se obtuvo en la mezcla BE-T y los mas bajos en las
mezclas de los suelos residuales con el lodo MT. En la mezcla con el lodo MT los resultados obtenidos
podrian indicar que las enzimas en dichas mezclas se encuentran inhibidas por algin tipo de sustancia
del medio. La inactivacion de las enzimas pueden deberse a la presencia de alguna sustancia inhibidora en
el lodo. Tal como hemos inferido en el apartado 4.4.6 cuando hemos comentado los resultados de los
coeficiente de mineralizacion y el cociente metabdlico, las mezclas realizadas con el lodo MT fueron las
que presentaron los mayores contenidos de MO, el mayor coeficiente de mineralizaciéon y un cociente
metabodlico también muy alto lo que nos sugiere la presencia de algun sustrato facilmente disponible que
actuaria inhibiendo la actividad enzimatica. Este tipo de inhibicion es reversible, hecho que se demuestra
en los resultados obtenidos en M2, donde la relacion GLU 6 GAL/N-AA se ve incrementada, ya sea por

eliminacién del inhibidor o por un cambio conformacional.

Las mezclas con lodos compostados presentaron una menor relacion actividad enzimdtica/N-AA
respecto a los lodos térmicos. Teniendo en cuenta que no se observan en M2 diferencias significtivas en
los valores de actividades enzimaticas y en el contenido de aminoacidos entre lodos térmicos y
compostados, estos resultados podrian deberse a que los lodos compostados presentan materia organica
mas madura y las enzimas pueden estar protegidas por los coloides hiimicos, y de esta manera disminuir
la relacion actividad enzimatica/ N-AA. Ortega et al. (1997), observaron que la concentracion de
humatos en una mezcla de 4 ml de una solucion de glutaraldehido al 2,5%, con 3 ml de extracto himico
y 3 ml de solucion de enzima B-glucosidasa afectaba también a la actividad enzimatica del complejo
formado. De forma general, cuando se incrementaba la concentracion de humatos desde 0,3 hasta 1,2 mg

ml”, se producia una inactivacion del complejo enzimatico.

Relacion de las actividades enzimaticas p-glucosidasa y p-galactosidasa con el C-biomasa microbiana

Se encontraron interacciones significativas entre los tres factores estudiados para la relacion B-

glucosidasa/C biomasa microbiana (GLU/CBM) (Tabla 4.12).
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Tabla 4.12 Tabla de ANOVA y valores F de las relaciones B-glucosidasa/C-biomasa microbiana (GLU/CBM) y
B-galactosidasa/C-biomasa microbiana (GAL/CBM) en las mezclas lodo-suelo residual.

gl GLU/CBM GAL/CBM
Suelo Residual (R) 1 6,21* 0,0ns
Lodos (LD) 5 12,90%** 7,18%**
Muestreo (M) 1 52,46%%* 72,50%**
RxLD 5 3,29%* 4,07**
RxM 1 8,37** 4,23%
LD xM 5 5,89%** 3,61%*
RxLDxM 5 3,35%%* 1,99ns

ko

;" y ™ indican diferencias significativas al P<0.05, P<0.01 y P<0.001, respectivamente, ns: no significativo.

En M1 y en el caso de la relacion GLU/CBM sobre residuo de trituracion, solo la mezcla BE-T
fue significativamente superior a su respectivo control y a la mezcla MT-T. En cambio, sobre residuo de
extraccion, la mayoria de las mezclas no se diferenciaron del control, excepto aquella que contenia el lodo
MT que presentd un valor significativamente inferior (Tabla 4.13). En la relacion GAL/CBM también las
mezclas con el lodo MT presentaron los valores més bajos. Estos resultados indican que la actividad
enzimatica por unidad de biomasa microbiana ha disminuido con la aplicacién del lodo MT, lo que
sugiere que en el lodo puede estar presente alguna sustancia toxica que inhibe la actividad de estas
enzimas, tal como parecia deducirse en el caso de la relacion GLU/N-AA y el qCO,. En cambio sobre
residuo de extraccion, los valores de la mezcla con el lodo SB fueron significativamente superiores a los
valores hallados en la mezcla con el lodo BL, MN, MT y BE. Los valores de GLU/CBM en la mezcla
con el lodo SB sobre residuo de extraccion fueron significativamente superiores a los hallados sobre
residuo de trituracion. En los suelos residuales E, de textura mas fina, el mayor contenido de humedad

puede haber favorecido la disgregacion de los pellets y haber aumentado la actividad microbiana.

Las relaciones de ambas actividades enzimaticas con el C-biomasa microbiana se incrementaron
en la mayoria de las mezclas durante el periodo de muestreo analizado aunque solo en las mezclas MN,
MT, BE-E y VL-T, y en el caso particular de la relacion GAL/CBM debemos aiiadir la mezcla SB-T
estos aumento fueron significativos. Landi et al., (2000) consideran que un incremento en la actividad
enzimatica por unidad de CBM puede ser debido: i) al aumento en la produccion de la enzima por parte
de los microorganismos, ii) a la liberacion de enzimas inmovilizadas en arcillas o coloides hiimicos y/o
iii) a un incremento en la concentracion de sustratos disponibles para la actividad enzimatica. También
puede suceder que la enzima se haya encontrado inactivada por diversos mecanismos como: i) que la
adsorcion involucre el sitio activo; ii) que alguna propiedad del suelo como pH o concentracion salina
cambie la relacion de sinergismo entre las enzimas 6 iii) que se produzca un efecto estérico debido a las

arcillas o materia organica (Ladd y Butler, 1975).
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Tabla 4.13 Variables especificas (B-glucosidasa/C biomasa microbiana y B-galactosidasa/C biomasa
microbiana) en los controles y en las mezclas lodo-suelo residual

Simbolo GLU/CBM GAL/CBM

(ug pNf pmols Cpic ' h™) (ug pNf pmols Cpic ' h™)
M1 M2 M1 m2"

Residuo mineral de trituracion

Blanes BL 14,74bcA™ 23,1bcA 2,73aA 4,71abA
Manresa MN 10,51bcB 31,5bA 1,21abB 6,0aA
Vilaseca VL 12,50bcB 25,4bcA 1,71aB 3,22abA
Sabadell SB 6,41bcA 24,7bcA 2,09aB 4,87abA
Mataré MT 0,82cB 20,3cdA 0,09bB 2,85bcA

Besos BE 23,13abA 39,9aA 2,11aA 2,52bcA
Control T 1,49cA 7,36dA nd 1,46¢

Residuo mineral de Extraccion

Blanes BL 13,61bcA 19,9bcA 2,47aA 2,87bcA
Manresa MN 11,54bcB 30,2bA 1,39abB 4,06abcA
Vilaseca VL 22,92abA 20,5bcA 2,83aA 2,57bcA
Sabadell SB 35,30aA 22,2bcA 1,99aA 2,64bcA
Mataro MT 1,93¢B 15,7cdA 0,29bB 2,51bcA

Besos BE 15,29bcB 45,0aA 2,59aB 5,21abA
Control E 23,37abA 14,5dA 1,45abA 2,73bcA

;“ M1: muestras obtenidas después de que se prepararon las mezclas; M2: muestras obtenidas al final del experimento después de
a cosecha.

** En cada pardmetro y para cada periodo de muestreo, valores no seguidos por la misma letra mintiscula muestran diferencias
significativas entre tratamientos segiin la prueba de SNK (p < 0.05). En cada parametro y para cada tratamiento, valores no
seguidos por la misma letra mayuscula muestran diferencias significativas entre periodos de muestreo segtin la prueba de SNK (p
<0.05).

4.4.9. Correlaciones entre parametros

Los resultados de los estudios de correlacion realizados con los valores obtenidos en M2 entre los
distintos parametros se muestran en la Tabla 4.14. Las correlaciones entre las propiedades bioquimicas y
las principales propiedades fisico-quimicas de los suelos restaurados no fueron significativas en su
mayoria. Ademads, las propiedades bioquimicas, a excepcion de los carbohidratos totales y extraibles,
tuvieron una pobre correlacion con el C organico total y con el contenido de N total. La falta de
correlacion entre las actividades enzimaticas estudiadas y el contenido total de C sugiere que la materia

organica presente en ese momento no llega a estabilizar las enzimas exocelulares.

No se observd correlacion significativa entre RB y  COE. Estos resultados difieren con las
observaciones realizadas por Nannipieri et al. (1990), quienes sugieren que la respiracion basal no esta
relacionada con el tamafio de la biomasa microbiana de los suelos, sino con la cantidad de carbono
disponible. Sin embargo se observaron correlaciones significativas entre la RB y las actividades

enzimaticas estudiadas. Estas correlaciones nos permitirian afirmar que la actividad microbiolégica en
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los suelos estudiados esta intimamente relacionada con las actividades enzimaticas. En general, las
actividades enzimaticas no se correlacionan con la respiracion o el nimero total de microorganismos del
suelo, ya que son especificas a un sustrato y relativas a reacciones especificas; ademas en el ensayo se

determina la actividad enzimatica potencial del suelo y no la real en el momento de la toma de muestra.

La baja correlacion entre C organico total o N y la mayoria de las propiedades bioquimicas en los
suelos restaurados, probablemente esta relacionado con el hecho de que como es la materia organica mas
labil la que se pierde y la materia organica mas humificada la que permanece, esto afecta a las relaciones
tipicas entre la materia organica y aquellas propiedades mas directamente relacionadas con la actividad de
los microorganismos y la presencia de sustratos fAcilmente mineralizables (Trasar-Cepeda et al., 2008a).
La falta de correlacion entre la materia orgénica (tanto el carbono organico total y el N total) o la
actividad de las enzimas hidroliticas con el C-biomasa microbiana, nos sugiere que las enzimas no estan

en este caso basicamente asociadas con microorganismos activos.

Podemos pues decir que la presencia de MO labil procedente del lodo afiadido desvirtiia las

correlaciones entre parametros normalmente existentes en los suelos.

Tabla 4.14 Coeficientes de correlacion entre las propiedades fisico-quimicas y bioquimicas evaluadas en el
muestreo final (M2) en las mezclas lodo-suelo residual

N* C pH CE COE CHT CHE RB CBM GLU

CHT 0,85%#* 0,888*** -0,32ns 0,13ns 0,89%** - - - - -

CHE 0,64* 0,729%* -0,004ns -0,29ns 0,61% 0,63* - - - -
RB 0,45ns 0,495ns -0,305ns -0,07ns 0,47ns 0,62* 0,49ns - - -
CBM 0,48ns 0,603* 0,04ns 0,43ns 0,75%* 0,50ns 0,51ns 0,28ns - -
GLU 0,48ns 0,474ns -0,02ns -0,03ns 0,38ns 0,52ns 0,37ns 0,67** 0,47ns -
GAL 0,55ns 0,484ns 0,08ns 0,002ns 0,57* 0,59* 0,42ns 0,68**  0,47ns  0,68**

*Nitrogeno (N), Carbono (C), conductividad eléctrica dS m™ a 25°C (CE), carbono orgénico extraible (COE), carbohidratos
totales (CHT), carbohidratos extraibles (CHE), respiracion basal (RB), carbono de la biomasa microbiana (CBM), actividad -
glucosidasa (GLU), actividad p-galactosidasa (GAL)

**Significativo a P < 0.01; *** Significativo at P < 0.001; n.s: no significativo.

4.4.10 Efecto del pre-tratamiento (secado al aire y secado al aire y rehumedecimiento) de las
muestras de suelo sobre los parametros analizados
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4.4.10.1 Resultados ANOVA

Los resultados del ANOVA (Tabla 4.15) muestran que el tipo de mezcla y el tipo de pre-tratamiento
aplicado tienen efectos significativos sobre la mayoria de las propiedades estudiadas en el muestreo final
(M2), excepto el tipo de pre-tratamiento para CBM. La interaccion entre los dos factores fue también

estadisticamente significativa para todas las propiedades excepto para el CBM.

4.4.10.2 Efecto del secado al aire sobre CBM, RBy qCO,

Tabla 4.15. Tabla de ANOVA (factores pre-tratamiento y mezcla suelo-lodo) con los valores F del carbono de
la biomasa microbiana (CBM), respiracién basal del suelo (RB), actividades B-glucosidasa (GLU), B-
galactosidasa (GAL) y Carbono organico extraible (COE) en las mezclas lodo-suelo residual

correspondientes al muestreo final (M2).

COE CBM RB qCO;, GLU GAL
Pre-tratamiento (PT) 41.76%** 1.27ns 33.50%** 56.26%** 21.92 *** 7D 59%**
Mezclas Suelos-lodos (SL) ~ 28.87*** 14.80%** 27.13%%* 7.74%%* 185.94%**  46.47***
PT x SL 10.98***  1.69ns 14.80%** 6.47%%* 19.29%**  10.06***

* *¥* y *** indican diferencias significativas al P < 0.05, P <0.01 and P< 0.001, respectivamente. ns, no-significativo.

Los valores de CBM en las muestras secas al aire (valor medio 228,2 ng C g suelo) no fueron
significativamente diferentes de aquellos obtenidos en muestras de suelos a humedad de campo (valor
medio 217,85 pug C g suelo). Las diferencias relativas de los valores de CBM dentro de las muestras
secas al aire fueron similares a las encontradas en las muestras a humedad de campo en las mezclas con
el suelo E y se conservaron totalmente en el caso de las mezclas con el suelo T (Tabla 4.16). Se observé
una disminucion de las diferencias entre las muestras como consecuencia del secado.

El secado al aire incrementd significativamente los valores de RB de los suelos respecto a los
obtenidos en las muestras a humedad de campo, excepto en los suelos control y en las mezclas SB-E, y
BL-T en los cuales los valores de RB de ambos pre-tratamientos no fueron significativamente diferentes,
y en las mezcla BE-T y MT-T en los que el secado al aire provocé una disminucion significativa del CO,
liberado (Tabla 4.16). El secado al aire del suelo modifica la clasificacion de RB de las muestras a
humedad de campo.

Un aumento significativo en el cociente metabdlico (qCO,) se observo en la mitad de las
muestras secas al aire (Tabla 4.16) comparadas con las muestras a humedad de campo. Las muestras
secas al aire mostraron aumentos del 40%, 45%, 70%, 78%, 100% y 171% en relacion con las
mediciones de las muestras a humedad de campo para MT-T, BL-T, BE-E, MN-E, VL-T y MN-T
respectivamente. Solo en la muestra BE-T se observd una disminucion significativa del qCO, luego del

secado al aire.

Anderson y Domsch (1985) propusieron el cociente entre RB y CBM (qCO;) como un indice sencillo

de la actividad bioldgica del suelo, que relaciona la actividad a través de la respiracion microbiana (pg C-
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CO,) y la cantidad de biomasa microbiana (mg C-biomasa) por unidad de tiempo (hora). Una de las
perturbaciones que se sabe que causan una elevacion del qCO, es el rehumedecimiento de un suelo
previamente secado al aire (West et al., 1989). El incremento del valor qCO, en alguno de los suelos
secos al aire puede indicar un mayor nivel de estrés, o un sustrato mas facilmente mineralizable (Sparling
1997). Las mezclas de suelos secos correspondientes al residuo de trituracion (excepto MT-T y BE-T)
presentaron valores de qCO; superiores a los presentados por las mezclas con residuo de extraccion.
Como ya hemos comentado en parrafos anteriores, los residuos de trituracion tienen menor porcentaje de
tierra fina que los residuos de extraccion. Esta caracteristica, de acuerdo a lo sugerido por Hattori (1988),
hace que los microorganismos ubicados en o sobre la parte externa de los agregados del suelo (es decir,
en los poros mas grandes y en superficies de agregados), sean mas susceptibles a los efectos del secado y

rehumedecimiento que los microorganismos que se encuentran en pequeiios poros.

Tabla 4.16. Efecto del secado al aire sobre el C-biomasa microbiana (CBM), la Respiracion Basal del Suelo
(RB) y el cociente metabdlico (qCO-) en las mezclas lodo suelo residual correspondientes al muestreo final
(M2).

Suelos CBM RB qCO;

(ng C g™ suelo) (ug C-CO2 g'soil b (C-CO,ug -CBM mg™' b
Humedad . Humedad . Humedad
Secas al aire Secas al aire
campo campo campo

Secas al aire

Residuo Trituracion

BL 263,0abc 263,9abcd 0,73dA 0,95bcdA 29,0bcB 42,2bcA
MN 187,1c 139,3de 0,45fgB 0,91bcdA 23,0cB 62,4abA
VL 260,0abc 238,4abcde 0,51efB 0,99bcA 21,8¢cB 45,0bcA
SB 220,6bc 217,5abede 1,07bB 1,72aA 44,9aA 72,6aA
MT 341,6a 338,5a 1,22aA 0,47efB 27,2cB 38,1bcA
BE 221,5bc 236,0abcde 1,12bA 0,55defB 44,5aA 27,8cB
T 83,7d 119,1e 0,34gA 0,26fA 38,4abA 29,1cA
Residuo Extraccion
BL 209,7bc 233,2abcde 0,50fB 0,74bcdeA 24,0cA 30,6cA
MN 203,6bc 212,7abcde 0,64¢B 1,08bA 29,1bB 51,8bcA
VL 293,3ab 317,7ab 0,91cA 1,00bcA 25,8cA 38,6bcA
SB 97,4d 183,6cde 0,36gA 0,61cdefA 44,8aA 39,6bcA
MT 326,3a 270,6abc 0,52¢fB 0,68bcdefA 22,0cA 42,8bcA
BE 223,0bc 200,5bede 0,58¢fB 1,09bA 24,5¢B 42,2bcA
E 119,3d 223,5abcde 0,37gA 0,46efA 21,7cA 25,9cA

En cada parametro y para cada pre-tratamiento, medias con diferentes letras minusculas indican diferencias significativas entre
las mezclas lodo-suelo residual y/o controles (P< 0,05). En cada parametro y para cada mezclas lodo-suelo residual y/o
controles, medias con diferentes letras maytsculas indican diferencias significativas entre los pre-tratamiento (P< 0,05).

4.4.10.3 Efecto del secado al aire y secado al aire y rehumedecimiento sobre las actividades enzimdticas

Los valores de las actividades de la B-glucosidasa y p-galactosidasa (umol pNF g h™) en muestras de

suelo a humedad de campo, secadas al aire y secadas al aire y rehumedecidas se muestran en la Tabla

4.17.
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En las mezclas MN-E, VL-E, SB-E, MN-T, VL-T y en el control E, el secado al aire aumento
significativamente la actividad p-glucosidasa del suelo (entre 1,2 y 1,7 veces aproximadamente), por el
contrario en la mezcla MT-E el secado al aire disminuy0 significativamente la actividad de dicha enzima
(0,7 veces). En cambio, en el resto de los suelos este pre-tratamiento no modificod significativamente la
actividad enzimatica.

En la mayoria de las mezclas lodo-suelo residual, el secado al aire no modifico
significativamente los valores de actividad B-galactosidasa respecto a las muestras a humedad de campo,
las excepciones fueron BE-E, MT-E, SB-E, MN-T, VL-T en las que el secado al aire aumento
significativamente la actividad.

Los resultados muestran que aproximadamente en la mitad de las muestras estudiadas, las
actividades de las enzimas [-glucosidasa y [-galactosidasa aumentaron significativamente luego del
secado al aire, lo que refleja que algunas hidrolasas del suelo parecen ser resistente al secado (Bandick y
Dick, 1999; Li y Sarah, 2003). Esta generalmente aceptado que una parte de la actividad enzimatica del
suelo es extracelular e independiente de la influencia microbiana (Sparling ef al., 1986). El secado al aire
de muestras de suelo a humedad de campo, puede acelerar la adsorcion de las enzimas libres a los
coloides del suelo y estabilizar esas enzimas para conservar la actividad metabolica del suelo (Burns,
1982). En cambio, en la mezcla MT-E, la fraccion de actividad enzimatica perdida por el secado al aire
puede ser el componente que no estaba estabilizado por sorcion al complejo 6rgano-mineral del suelo.
Ademas, podemos inferir que la reduccion de la actividad enzimatica provocada por el secado al aire
ralentiza la mineralizacion de la materia organica, y nos permite explicar la baja liberacion de CO,,

producto final de la oxidacion de la materia organica que se observa en esta mezcla.

El secado y rehumedecimiento de los suelos caus6 mayoritariamente un aumento significativo de
los valores de las actividades enzimaticas presentes en las muestras a humedad de campo. En la mezcla
BE-T el pre-tratamiento disminuy6 significativamente ambas actividades enzimaticas y en la mezcla BL-
E disminuy¢ la actividad B-glucosidasa. El pre-tratamiento no modificé significativamente la actividad -
glucosidasa en las mezclas BE-E, MT-E, MT-T y SB-T ni la actividad B-galactosidasa en las mezclas BL-
E, MT-T y SB-T.

Ambos pre-tratamientos modificaron el rango de los valores de las actividades enzimaticas entre
los suelos respecto de las muestras a humedad de campo, y disminuyeron la capacidad de discriminacion

entre los suelos. (Tabla 4.17).

Tal como comentamos para el estudio de los suelos naturales, el aumento que se produce en la
actividad enzimatica durante el ciclo de secado y rehumedecimiento probablemente se deba a la
disrupcion del suelo que expone el sustrato a las enzimas estabilizadas o a la induccion de las enzimas
debido a la liberacion de sustratos de las células lisadas (Lee ef al., 2007). Los valores de la actividad p-
glucosidasa de las muestras secadas y rehumedecidas fueron menores en las mezclas BE-T y BL-E

respecto de las muestras a humedad de campo. En el suelo BE-T, como veremos mas adelante, se
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observd un aumento en los niveles de carbono organico extraible (COE) (Figura 4.12) luego del
rehumedecimiento del suelo. En este caso, probablemente la MO muy poco estabilizada del lodo era
mineralizada a un ritmo mayor que el proceso de aumento de accesibilidad del sustrato. Diversos estudios
demuestran que las comunidades microbianas asignan recursos a la produccion de enzimas en relacion
con la disponibilidad de sustratos y requerimientos para el crecimiento (Allison y Vitousek, 2005;
Sinsabaugh et al., 1993). En un entorno competitivo y recursos limitados, estos factores determinan que
los microorganismos regulen la produccion de la enzima extracelular para limitar los costos y maximizar
el retorno de recursos. Dentro de este contexto, es dificil de explicar la disminucion en la actividad B-
glucosidasa en la mezcla BL-E, en la cual los valores de COE entre ambos pre-tratamientos no fueron

significativamente diferentes (Figura 4.12).

Tabla 4.17. Actividades B-glucosidasay B-galactosidasa en muestras de suelo a humedad de
campo (HC), secas al aire (SA) y secas al aire y rehumedecidas (RH).

Suelos B-glucosidasa B-galactosidasa

(umol PNF g'h™) (umol PNF g'h™")
HC SA RH HC SA RH

Residuo Trituracion

BL 0,473eB 0,527dB 0,636cA 0,096aB 0,12aB 0,148aA
MN 0,254gC 0,362fB 0,451dA 0,039¢cB 0,078deA 0,101bcdA
VL 0,499¢B 0,771cA 0,629cA 0,081abC 0,097bcdB 0,125abcA
SB 0,747bA 0,708cA 0,627cA 0,079abA 0,117abA 0,142aA
MT 0,791bA 0,846bA 0,742bA 0,096aA 0,109abcA 0,098bcdA
BE 1,016aA 1,071aA 0,581cB 0,079abA 1,07aA 0,047efB
T 0,064iB 0,055hB 0,198eA 0,003dB 0,009gB 0,047efA

Residuo Extraccion

BL 0,500eA 0,501deA 0,401dB 0,080abA 0,074deA 0,071defA
MN 0,336fC 0,501deB 0,626cA 0,069bB 0,075deB 0,110abcdA
VL 0,647cC 0,753¢cB 0,892aA 0,088abB 0,093cdB 0,110abcdA
SB 0,328fB 0,405efA 0,412dA 0,016dB 0,034fA 0,037fA
MT 0,581dA 0,425defB 0,540cA 0,045cC 0,060eB 0,082cdeA
BE 0,677cA 0,721cA 0,808bA 0,080abB 0,107abcA 0,125abcA
E 0,140nC 0,236gB 0,367dA 0,010dB 0,012gB 0,082cdeA

En cada pardmetro y para cada pre-tratamiento, medias con diferentes letras minusculas indican diferencias
significativas entre las mezclas lodo-suelo residual y/o controles (P< 0,05). En cada parametro y para cada mezclas
lodo-suelo residual y/o controles, medias con diferentes letras mayusculas indican diferencias significativas entre los
pre-tratamiento (P< 0,05).

4.4.10.4 Regresion lineal simple de los valores de las actividades enzimaticas entre muestras de suelo

secas al aire o secas al aire y rehumedecidas y muestras de suelo a humedad de campo.

Siguiendo el mismo procedimiento adoptado en el estudio de suelos naturales y expuestos en el apartado

3.4.6.5, se evaluo la pendiente obtenida de regresiones lineales simples de los valores de las actividades
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enzimaticas obtenidos entre muestras de suelo secas al aire o secas al aire y rehumedecidas y muestras de

suelo a humedad de campo.

Los valores de la actividad B-glucosidasa y B-galactosidasa en las muestras secas al aire fueron
representativos de los valores obtenidos en condiciones de campo (pendiente 0,93; R* 0,866, P < 0,001 y
pendiente 1,03; R? 0,854, P < 0,001) (Figura 4.11). Las mayores desviaciones para ambas actividades
fueron observadas con muestras secas al aire y rehumedecidas, que sobreestimaban los valores de las
muestras a humedad de campo (pendiente 0,48; R? 0,466, P < 0,01 y pendiente 0,68; R?0,39, P < 0,05)

(Figura 4.11) y dado el valor de la pendiente no se pueden considerar representativos.

B-glucosidasa B-galactosidasa
1,4 | Suelossecos al aire 0.14 Suelos secos al aire - ]
y=0,9374x + 0,0908 y= 1,02281x +0,0126

1,2 - R?=0,8661 0,12 R?=0,8537 =
o1 = 01- ]
- !
o )

4 0,08 -
2 08 4 g ° 9§
Q Q
S 0,6 - = W S 0,06 -
-]

E o g 7] -]

0,4 - m© 0,04 -

Suelos secos al airey rehumedecidos Suelos secos al airey rehumedecidos
0.2 1 y=0,4818x + 0,3223 0,02 4 o y=0,6781x + 0,0529
° R2=0,4666 0 A4 R2=0,39
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Actividad en suelos a humedad de campo Actividad en suelos a humedad de campo

Figura 4.11. Actividades B-glucosidasa y B-galactosidasa determinadas en muestras de suelo a
humedad de campo, secas al aire y secas al aire y rehumedecidas.

4.4.10.5 Estudio de los efectos del secado al aire con los efectos del secado al aire y rehumedecimiento
sobre los valores COE de los suelos

En la Figura 4.12 podemos observar que luego del rehumedecimiento de las muestras de suelo secas al

aire, los valores de COE (ug C g™ suelo) en la mayoria de las muestras se incrementaron, aunque estos
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auemntos solo fueron significtivos en las mezclas MN-T, SB-T y BE-E. Estudios previos sugirieron que
la biomasa microbiana muerta por secado al aire contribuy6 significativamente al aumento de suelo C
organico extraible causado por secado al aire (Kieft et al., 1987). Cuando el suelo es rehumedecido, los
compuestos organicos facilmente degradables liberados por la biomasa microbiana muerta son
rapidamente utilizados por los microorganismos que sobreviven, causando su proliferacion. Si los valores
de CBM alcanzados luego del secado al aire y rehumedecimiento fueron similares a los valores hallados
en las muestras a humedad de campo, podriamos sugerir que el aire de secado y rehumedecimiento
aumentd sobre todo la extractabilidad de la materia orgénica del suelo no biomasica, presumiblemente
debido a la alteracion de los coloides del suelo y la exposicion de la materia organica a la mineralizacion

(Wu y Brookes, 2005).

BSecado al aire

LIRehumedecido
100 ~

90

50 - A

(ug C g™" suelo)
()]
o
>
>
o
>

40 - A
30 | A

C organico extractable

T BL MN VL SB MT BE E BL MN VL SB MT BE

Trituracién Extraccion
Suelos

Figura 4.12. Valores de C organico extraible en suelos secados al aire y secados al aire y
rehumedecidos. Para cada suelo, medias con diferentes letras indican diferencias
significativas entre pre-tratamientos (P< 0,05).
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5. EVALUACION DE LA RESTAURACION

EVALUACION DEL PROCESO DE RESTAURACION:
COMPARACION DE LOS VALORES DE LOS PARAMETROS DE
LOS SUELOS RESTAURADOS CON LO DE LOS SUELOS
NATURALES Y CON LOS DE OTRA EXPERIENCIA DE
RESTAURACION DE SUELOS

5.1 Introduccion

En los capitulos anteriores hemos realizado un estudio del rango de valores de determinados
parametros bioldgicos y bioquimicos en suelos naturales catalanes y en dos suelos residuales de una

cantera de piedra caliza restaurados con lodos de depuradora de EDAR.

Los valores obtenidos en los suelos naturales no alterados por accion antropica seran utilizados en
el presente Capitulo como valores de referencia para los indicadores establecidos para evaluar el proceso
de restauracion. El uso de la condicién de pre- alteracion del suelo como punto de referencia para la
evaluacion del éxito de la recuperacion de ecosistemas drasticamente alterados ha sido cuestionado. Este
hecho se debe a que muchos atributos de la condicion de pre- alteracion del suelo pueden ser
inalcanzables, debido a la grave alteracion de las caracteristicas edaficas. Sin embargo, los ecosistemas
inalterados cercanos a las zonas a restaurar han desarrollado caracteristicas estructurales y una
composicion sostenible bajo controles ambientales similares. Por lo tanto, el grado de similitud entre los
sitios de recuperacion y la condicion de pre- alteracion debe proporcionar evidencias de la creacion de
condiciones propicias para el desarrollo de la estabilidad del ecosistema a largo plazo si los indicadores

son cuidadosamente elegidos y teniendo presente sus limitaciones (White y Walker, 1997).

Un ecosistema que pasa por la restauracion puede terminar en uno de una gran variedad de
estados posibles. Cualquier estado que se exprese se acepta como restauracion, con tal que sea
comparable con alguno de los estados posibles en que la referencia se pudiera haber desarrollado. Por lo
tanto, una sola referencia es una expresion inadecuada de la constelacion de posibles estados y de la gama
historica de variaciones expresadas por el ecosistema restaurado. Por lo tanto, es mejor usar como refe-
rencia un agregado de multiples sitios de referencia (Society for Ecological Restoration (SER)

International, 2004).
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5.2 Tratamiento de los datos.
5.2.1 Comparacion suelos enmendados/suelos naturales

Los valores de los distintos parametros analizados tanto de los suelos naturales como de los suelos
restaurados (en este caso los controles no han sido considerados) corresponden a los ensayos realizados
en los capitulos 3 y 4. En el caso de los suelos restaurados los valores considerados son los
correspondientes al ultimo muestreo (13 meses después de agregada la enmienda).

Para dicha comparacion, en primer lugar se consideraron los suelos naturales y los suelos restaurados
como dos grupos y se tomaron en cuenta los valores minimo, maximo, y medias aritméticas y
desviaciones estandar (DS), asi como el coeficiente de variacion (CV) de los diferentes parametros
analizados. Las diferencias estadisticas entre los valores promedio de ambos grupos de suelos se

contrastaron mediante la prueba t de Student y considerando el valor de significacion del 5%.

En segundo lugar se utilizaron modelos generales lineales (ANOVA) para evaluar la influencia de
los distintos tipos de suelos (considerando cada mezcla suelo residual-lodo como un suelo del mismo
modo que los suelos naturales) sobre los parametros considerados. Los datos fueron analizados utilizando
el Statistics Analysis System software y el procedimiento GLM fue llevado a cabo utilizando el analisis
de la varianza (SAS 1990). Previamente se revisd la adecuacién de los datos para ser analizados
mediante esta técnica estadistica de la ANOVA. La comparacion de medias de las distintas variables se

realizé segun procedimiento SNK (Student-Newman-Keuls a nivel de significacion a=0,05).

En tercer lugar, se utilizd6 el método jerarquico de Analisis de Cluster, aplicandolo tanto a
variables como a observaciones (suelos). En el caso de trabajar sobre variables, se hizo uso de las medias
de éstas para cada uno de los suelos, se utilizéo el método completo y como medida de distancia la
correlacion. En el caso del analisis de cluster para los distintos suelos, las variables fueron estandarizadas,
el método usado fue el completo, y la distancia el cuadrado de la distancia euclidiana. Los distintos

grupos que se formaron fueron presentados graficamente a partir de diagramas de arbol o dendogramas.

5.2.2 Comparacion del efecto del secado al aire y secado al aire y rehumedecimiento entre suelos
naturales y suelos enmendados con lodos sobre carbono de la biomasa microbiana, respiracion
basal, cociente metaboélico y las actividades enzimaticas B-glucosidasa y pB-galactosidasa de los

suelos.

Para poder comparar el efecto causado por los pre-tratamientos del suelo (secado al aire y secado al aire
y rehumedecimiento) en suelos naturales y los suelos enmendados con lodos sobre los valores de CBM,
RB, qCO, y actividades B-glucosidasa y B-galactosidasa, se determinaron respectivamente las diferencias
entre suelos a humedad de campo y secos al aire, y en el caso de las actividades enzimaticas también se

determinaron las diferencias entre suelos a humedad de campo y suelos secos al aire y rehumedecidos. Se
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evalu6é mediante la prueba de t-Student si se podia mantener la hipotesis de que las diferencias entre los

pre-tratamientos no eran significativamente diferentes en suelos naturales y en suelos restaurados.

5.2.3 Comparacion de los resultados de nuestra experiencia con los de otra experiencia similar

En el presente capitulo se incluirda el analisis de muestras de un proyecto anterior denominado
“Aprofitament de compost de fangs de depuradora i altres residus en la recuperacio de terrenys
degradats (projecte ECOFANGS)” que fue financiado por el CIRIT- Departament de Medi Ambient de
la Generalitat de Catalunya y que se realizé entre el Instituto Quimico de Sarria (URL), el Centre de
Recerca Ecologica i Aplicacions Forestals (CREAF - UAB) y la Escola Superior d’ Agricultura de
Barcelona (Consorci de 1’ Escola Industrial de Barcelona CEIB i UPC). Este trabajo se basa en una de las
primeras experiencias de utilizacion de lodos de depuradora en la restauracion de canteras de caliza que
se realiz6 en Cataluiia, el afio 1992. El objetivo de esta primera experiencia consistié fundamentalmente

en el ensayo de dos dosis y dos formas de aplicacion de lodos diferentes.

Las muestras corresponde a la cantera de Rubau, localizada en Girona; suelo Calcixerollic
Xerocrept asociado a Lithic Xerorthens; altitud 180 m; presion atmosférica media 805 mm; temperatura
media 14,7° C; pluviometria 627 mm anuales. Se utilizaron para el analisis muestras correspondientes a 2
parcelas experimentales de 100 m” cada una en un talud y en la direccion de maxima pendiente (22°),
segun un bloque aleatorizado (incluyendo el control, al que no se afiadio lodo) y dos réplicas por cada
tratamiento. El espesor del suelo o de mezcla aportado fue de 40 cm. La aplicacion del lodo sobre el suelo
se hizo previa mezcla de ambos y luego se aplico sobre el talud. La proporcion de lodo presente en las
mezclas fue de 200 t ha' de materia seca, que corresponden a una dosis de 7,5% (en materia seca) sobre
tierra fina. El experimento se inicidé en Diciembre de 1992. En Febrero de 1993 las parcelas fueron
sembradas con una mezcla a partes iguales de Lotus corniculatus (20 g m®) y Dactilys glomerata (20 g
m?). El material sembrado no se coseché. Se realizaron muestreos periodicos para la determinacién de las
actividades enzimaticas, el Gltimo de los cuales corresponde a Diciembre de 1997.Analizamos las

muestras del primer y el ultimo muestreo.

Las caracteristicas del suelo, del lodo de digestion anaerdbica proveniente de la depuradora de Girona

y de las mezclas fueron las siguientes:

- Suelo: pH 8.3; COy” 6,97%; C 0,66%; N 0,075%; C/N 8,88; arena gruesa 16,8%, arena fina
35,8%, limo 15,8%, arcilla 31,6%.
- Lodo: pH 7,5; COs* 7,26%; C 29,34%; N 1,09%; C/N 26,91.
- Mezclas: pH 7.9; COy* 12,7%; C 1,27%; N 0,11 %1; C/N 11,5; arena gruesa 23,4%, arena fina
29,9%, limo 18%, arcilla 28,8%.
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Las muestras secas al aire, tamizadas y conservadas a temperatura ambiente durante 5 afios fueron
utilizadas para las siguientes determinaciones: carbohidratos totales (CHT), carbohidratos extraibles
(CHE), C-biomasa microbiana (CBM), respiracion basal (RB) y actividades B-glucosidasa (GLU) y B-

galactosidasa (GAL). Las técnicas analiticas utilizadas fueron las mismas que las descritas en 3.3.4.

5. 3 Resultados y Discusion

5.3.1 Comparacion de suelos naturales y suelos restaurados

Aunque los resultados se presentaran teniendo en cuenta el orden planteado en el tratamiento de los datos,
es decir primero comparando los dos grupos de suelos, luego considerando el efecto de los post-
tratamientos sobre los parametros biologicos y bioquimicos seleccionados y luego el analisis por el
método de Cluster, la discusion e interpretacion de los resultados se ha efectuado conjuntamente con el
objetivo de evitar repeticiones en la interpretacion de fenémenos similares que se pueden contemplar
desde el punto de vista de los parametros medidos y dar una vision mas general del conjunto de los

resultados.

5.3.1.1 Comparacion de los valores medios de los dos grupos de suelos: naturales y restaurados.

Como podemos apreciar en la Tabla 5.1, en general los valores medios obtenidos en los suelos naturales
fueron significativamente superiores a los obtenidos en los suelos restaurados, excepto la RB, cuyos
valores no mostraron diferencias significativas.

Las propiedades que mas difieren entre los grupos de suelos naturales y suelos restaurados fueron CHT
(7 veces), CHE (4,5 veces) y actividad B-galactosidasa (4 veces) y en menor medida el CBM (3,5
veces) y COE (3,3 veces) (Tabla 5.1).

El contenido medio de materia organica en los suelos restaurados fue bajo en relacion al valor
presentado por los suelos naturales, hecho que dificulta la comparacion de los valores absolutos de los
diferentes parametros bioquimicos y no permite un diagnoéstico claro del efecto del agregado de lodos en
la calidad del suelo. Una forma de superar esta dificultad y permitir la comparacion de los dos grupos de
suelos es utilizar los valores de los parametros analizados divididos por el contenido de C organico

(parametros especificos).
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Tabla 5.1 Valores medios de los parametros bioquimicos generales estudiados en los suelos
restaurados con lodos de EDAR y en los suelos nativos de Cataluiia desarrollados bajo vegetacion
climax

Parametros® Suelos Restaurados Suelos Naturales

Minimo Méximo Media+DS CV Minimo  Maéximo Media+DS CV

C 0,65 1,22 0,88+0,2 B” 20% 0,85 10,74 4,54+33 A 73%
COE 122,0 2143 159,1+28B 16% 188,8 1423,1 527,2+368A 70%
CBM 166,1 300,4 235+38,51 B 16% 338 2170 813+£569,1A 70%
RB 0,61 1,16 0,82+0,16A 19% 0,29 1,79 1,03+0,50 A 49%
qCO;, 2 4,5 3,5+0,86B 25% 2,6 7,2 4,85+1,93A 40%
CHT 0,75 1,31 1,07£0,19 B 18% 0,99 23 7,31£6,79 A 93%
CHE 0,03 0,13 0,095+0,025B 26% 0,11 1,50 0,44+0,42A 95%
GLU 0,39 1,07 0,60+0,21B 35% 0,39 3,83 1,71+£1,06 A 62%
GAL 0,05 0,12 0,08+0,02 B 28% 0,03 0,98 0,35+0,34 A 97%

2 C: Carbono organico del suelo (%); COE : Carbono orgénico extraible (mg kg'), CBM: Carbono biomasa microbiana
(ug C g! suelo); RB: respiracién basal (ug CO,-C mg™' biomasa-C h™"); qCO,:cociente metabélico (C-CO, pug -CBM mg™
h™"); CHT: carbohidratos totales (mg glucosa g"'); CHE: carbohidratos extraibles (mg glucosa g™'); GLU: B-glucosidasa
(umol PNF g h™'); GAL: B-galactosidasa (umol PNF g h™).

* Medias dentro de una misma fila seguidas por la misma letra mayuscula no son significativamente diferentes segin
prueba t-Student (P<0,05).

5.3.2 Valores medios de los parametros bioquimicos especificos

Los valores medios de los parametros analizados en relacion con el contenido de C organico (parametros
especificos) para cada grupo de suelos se presentan en la Tabla 5.2. En general podemos observar que los
valores medios de los suelos restaurados fueron significativamente superiores a los obtenidos en los
suelos naturales, excepto para relacion P-galactosidasa respecto al C organico (GAL/C) que no presentod
diferencias significativas entre los dos grupos de suelos. Los coeficientes de variacion de las valores de
los parametros especificos en los suelos naturales fueron mucho menores que los observados en los

valores absolutos, pero siguen siendo superiores a los de los suelos restaurados.

Tabla 5.2 Valores de los parametros bioquimicos especificos en los suelos restaurados con lodos de EDAR
y en los suelos nativos de Cataluiia desarrollados bajo vegetacién climax

Suelos Restaurados ‘ Suelos Naturales
Minimo Maximo Media+DS ()% Minimo Maximo Media+DS ()%
COE/C* 0,7 1,5 1,940,25A 13% 0,5 2,2 1,42+0,60B 42%
CBM/C® 19 43 28+6,5A 23% 5 33 18,3+7,8B 43%
RB/C¢ 69,4 150,6 94,4+20,6A 22% 9,3 67,6 33,9+20,7B 61%
GLu/C! 45,8 130,2 69,8+25,1A 36% 22,2 68,2 48,3+14,1B 29%
GAL/C* 6,5 15,3 9,5£2,7A 29% 23 14,5 6,5t4,1A 64%

Para cada fila, letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias de suelos restaurados y suelos naturales segun
prueba t-Student (P<0,05), CV: coeficiente de variacion. #: g g C, ®%y ® pmol p-nitrofenol g C h’!

1 Unidades: Carbono organico extraible/Carbono (COE/C) en %; Carbono biomasa/Carbono (CBM/C) en mg g-1 C,
Respiracién basal/Carbono (RB/C) en pg C-CO, g’ C h”', B-glucosidasa especifica (GLU/C) y B-galactosidasa especifica
(GAL/C) en pmol pNP g-1 C h-1;
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5.3.3 Valores de los parametros ensayados en suelos naturales y en suelos restaurados

Los valores de C organico de los suelos restaurados con lodos de depuradora, expresados como
porcentaje, variaron entre 0,7 y 1,2 % con un valor medio de 0,93, similares a los encontrados en los
suelos LG y BL con valores de 0,85 y 1,82% respectivamente, pero significativamente menores que los

valores encontrados en el resto de los suelos naturales estudiados (Tabla 5.3).

Analizando los parametros que caracterizan la composicion de la materia organica del suelo,
podemos observar que los valores de COE en la mayoria de los suelos naturales (Tabla 5.3) fueron
significativamente superiores que en los suelos restaurados. Sin embargo, la proporcion de COE respecto
al C organico (esta relacion nos da una idea de la parte de la materia organica que es facilmente
asimilable) fue superior en los suelos restaurados debido al aporte de lodos realizados un afio antes. Esta
materia organica labil sirve como fuente de nutrientes para los microorganismos del suelo. Los valores de
CHT y CHE en los suelos restaurados fueron similares a los valores hallados en los suelos BL, LG y SG
(con los valores mas bajos), a excepcion de las mezclas con residuo de trituracion y con el lodo SB cuyos

valores de CHE fueron significativamente inferiores a los valores hallados en los suelos naturales.

El valor medio de CBM detectado en los suelos restaurados se sitiia en 235 ug g suelo, similar a
los valores encontrados en los suelos naturales catalanes LT, OR, BL, LG y SG, el cual es, en funcion de
otros valores obtenidos por diversos investigadores para suelos naturales un valor que puede ser

considerado como muy bajo (Dick, 1992).

El cociente CBM/C tanto en los suelos restaurados como en los suelos naturales ha mostrado
valores diversos que van desde 1,5 a 4,3% y de 0,5 a 3,3% respectivamente (Tabla 5.3). En general, los
suelos naturales presentaron valores menores de dicha relacion. Estos resultados concuerdan con la
afimiacion de Insam y Domsch (1988) de que cuanto menor es la relacion CBM/C mas estable es la
materia organica del mismo y menos susceptible a cambiar. Asi pues, aunque en una proporcion muy
baja, son los suelos naturales, con menor indice, los que poseen mayor estabilidad de su materia organica.
Al analizar los resultados individualmente, encontramos que efectivamente los valores mas altos
corresponden a la mezcla MT-T, significativamente superior al resto de los suelos restaurados y a los
suelos naturales. Esto puede ser debido a que se estan produciendo procesos de mineralizacion de la
materia organica debido a que una parte de la misma sea labil o facilmente degradable. Sin embargo entre
el resto de los suelos restaurados y la mayoria de los suelos naturales las diferencias no han sido
significativas, aunque en realidad cabria esperarse otros resultados, ya que luego de un afo de agregada la
enmienda organica suponiamos que los suelos restaurados presentarian una menor estabilidad de su

materia organica. En cualquier caso los suelos enmendados con lodos de secado térmico, presentaron
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5. EVALUACION DE LA RESTAURACION

valores de la relacion CBM/C mas altos aunque no significativamente diferente a los valores obtenidos

en suelos enmendados con lodos compostados.

En general (excepto en los suelos naturales CR, MN y OR con valores mas altos), los valores de
respiracion basal (RB) en los suelos naturales fueron similares a los suelos restaurados (Tabla 5.3). La
incorporacion de la enmienda orgéanica a los suelos residuales ha activado los ciclos biogeoquimicos de
los elementos en el suelo, generando una vegetacion capaz de seguir suministrando compuestos organicos
tanto a través de exudados radiculares como de sus propios restos vegetales (como sucede en los suelos
que no han sufrido accion antropica), que estimulan la actividad microbiana. Sin embargo la relacion
RB/C fue superior en los suelos restaurados; estos resultados sugieren que a pesar que en los suelos
restaurados la mayor parte de la materia organica labil se mineralizé en el primer afio, aln existiria una
mayor proporcion de materia organica biologicamente activa. Los sustratos facilmente degradables
inducirian una microflora conformada principalmente por ecotipos de estrategia r (rapido crecimiento).
Normalmente estos ecotipos respiran mas CO, por unidad de C degradable que los ecotipos de
estrategias K (lento crecimiento). Los ecotipos de estrategia K predominan en suelos que no han recibido
materia organica fresca y han evolucionado a una cadena alimenticia de detritos mas complejos (Insam,

1990).

En los suelos restaurados, los valores de las actividades enzimaticas f-glucosidasa y p-
galactosidasa fueron en general significativamente inferiores a la mayoria de los suelos naturales
estudiados (Tabla 5.3). La baja concentracion de carbono en los suelos restaurados hace que no exista
sustrato en el medio para activar la sintesis de esta enzima, por lo que los suelos bajo vegetacion natural,
con mayor contenido en carbono, presenten valores bastante mas altos que aquellos de los suelos
restaurados (Garcia et al., 2000). Analizando en particular los valores de actividad B-glucosidasa en los
suelos restaurados, podemos apreciar que no fueron significativamente diferentes de los encontrados en
los suelos BL y LG, a excepcion de las mezclas que contenian el lodo BE cuyos valores de actividad
fueron superiores a los suelos mencionados. Los valores de la actividad B-galactosidasa no se
diferenciaron significativamente de los valores encontrados en los suelos IG, BL, LG y SG, y los valores
obtenidos en la mezcla BE-E fueron en general significativamente superiores a los suelos antes

mencionados.

En general, los valores de ambas actividades enzimaticas por unidad de C (actividad
enzimatica especifica) son algo mas altos en los suelos restaurados respecto a los valores hallados en los
suelos naturales, esto denotaria nuevamente que parte de la MO agregada a los suelos residuales no esta
todavia estabilizada. Valores elevados de actividad especifica reflejan que la materia organica en los
suelos disminuye a una tasa mas elevada que la reduccion de la actividad enzimatica, por lo tanto se

produce un incremento relativo de actividad de enzimas en funcion del C organico del suelo.
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5.3.4 Analisis de Cluster

El andlisis de Cluster se utilizé para estudiar la similitud entre suelos restaurados y naturales (Figura 5.1).
Teniendo en cuenta un nivel de similitud del 92%, el dendrograma mostré cinco grupos de suelos que
comparten caracteristicas comunes. El primer grupo incluye los suelos BL, LG, SG, IG y todos los
suelos restaurados, el segundo los suelos LT y VC, el tercero el suelo OR, el cuarto grupo los suelos CR
y MN y el ultimo grupo contiene s6lo un suelo, PN.

Ha sido demostrado que el suelo tiende a mantener unos niveles determinados de materia organica,
biomasa microbiana y actividad bioldgica en relacion al clima (Insam, 1990), por lo tanto no es extrafio
que los indicadores bioldgicos que se han evaluado nos permitan agrupar los suelos restaurados junto con
los suelos naturales con caracteristicas climaticas y litologicas similares. Recordemos que los suelos
naturales que integran el primer grupo son suelos carbonatados con un contenido de materia organica
menor al 3%, y con pH superiores a 8 correspondientes a la zona mas arida. Los suelos LT y VC dentro
del segundo grupo no comparten caracteristicas comunes, el suelo VC es un suelo calcareo perteneciente
a la depresion Central, en cambio el suelo LT tiene un material parental no calcareo como los suelos del
primer grupo y se encuentra generalmente en condiciones mas humedas. La inclusién de suelo LT en el
cuarto grupo puede explicarse por las condiciones meteoroldgicas especificas del afio 2006 en este area
(elevadas temperaturas y muy escasas precipitaciones) y las caracteristicas fisicas de este suelo (86%
arena). El suelo OR (dentro del grupo 3) desarrollado sobre roca calcarea es un tipico suelo rojo
Mediterraneo con un horizonte A descarbonatado sobre un horizonte B carbonatado. Los suelos MN y
CR son suelos desarrollados sobre material no calcareo con valores de pH inferiores a 6,5 y con un tipo
de habitat correspondiente a zonas humedas. En el ultimo grupo se encuentra el suelo PN desarrollado
sobre roca calcarea y ubicado en una zona seca, pero con microclima de condiciones hiimedas que

permiten el desarrollo de un horizonte organico profundo.
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Figura 5.1 Dendograma que muestra la agrupacion de los suelos
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Cuando se utiliza el mismo nivel de similitud (92%) que en el analisis de Cluster de suelos, el analisis de
Cluster de variables muestra tres grupos de variables que tienen un comportamiento similar (Figura 5.2).
El primer grupo compuesto por las variables C, CHT, CHE, CBM, COE y GLU, el segundo grupo por
la variable GAL y el ultimo grupo por la variable RB. Esta claro que el primer grupo esta asociado con
el contenido de materia organica y las variables que la definen. La inclusion de la actividad B-glucosidasa
y el CBM dentro de este grupo refleja la dependencia de estos parametros del contenido de materia
organica.

La B-galactosidasa que se presenta en el segundo grupo parece no estar tan ligada al contenido de materia
organica o a la dinamica del carbono. La correlacion negativa (r = -0,894 P<0,001) que presenta esta
enzima con respecto al pH del suelo nos sugiere que la actividad de esta enzima esta regulada por este
factor.

El 1ltimo grupo estd constituido por la respiracion basal. En la dinamica de la materia organica,
el carbono del suelo se puede compartimentalizar en tres grandes bloques: la biomasa microbiana como
un compartimiento biolégicamente activo del suelo, el carbono oxidable como un sustrato potencialmente
mineralizable y el carbono del CO, como un producto de la actividad mineralizadora del primer grupo
sobre el segundo, lo que sugiere que la RB deberia encontrarse agrupada junto el CBM y COE. Sin
embargo, cuando se analizan suelos que conteniene carbonatos, como los suelos restaurados y algunos
suelos naturales (VC, IG, BL, LG y SQG), el rehumedecimiento de suelos alcalinos puede producir una
produccion abidtica de CO, (Hernandez y Garcia, 2003) y en suelos salinos parte del CO, puede quedar
atrapado entre los intersticios del suelo formando carbonatos, los cuales en presencia de iones Mg*" y
Ca®", formaréan sales (Anderson, 1982). De esta forma y teniendo en cuenta que la respiracion del suelo
estd dada por la cantidad de CO, en relacion con el peso de suelo y no a la cantidad real de células
microbianas, la medida efectuada puede haber sido distorcionada y podria ser el motivo por el cual la RB

forme un grupo aparte.
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Figura 5.2 Dendograma que muestra la agrupacion de las
variables en el conjunto de suelos
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Si analizamos el comportamiento de las variables en los dos grupos de suelos separadamente
podemos apreciar que la agrupacion de las variables a un mismo nivel de similitud fue diferente.
Mientras que en los suelos naturales, teniendo en cuenta un 72% de similitud todas las variables estan
dentro del mismo grupo (Figura 5.3), en los suelos restaurados teniendo en cuenta un nivel de similitud
similar (70 %), obtenemos cuatro grupos de variables (Figura 5.4); el primer grupo esta constituido por
las variables C, CHT, COE; el segundo grupo por la variable CHE; el tercer grupo por la variable CBM
y por el ultimo grupo formado por las variables RB, GAL y GLU.

Podemos apreciar que dentro de los suelos restaurados existe una disminucioén de la conexion entre las
propiedades bioquimicas y la materia organica de los suelos, agrupaciones que son habituales en los
suelos climax y ecosistemas sin perturbar. La falta de estabilizacion de las hidrolasas, en general, refleja
la menor madurez de estos suelos en comparacion con los suelos naturales, en el que se estabilizan una

gran proporcion de hidrolasas por los coloides del suelo (Trasar-Cepeda et al., 2008a).
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Figura 5.3 Dendograma que muestra la agrupacion de las
variables en los suelos naturales
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Figura 5.4 Dendograma que muestra la agrupacion de las
variables en los suelos restaurados
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5.3.5 Comparacion entre suelos restaurados con lodos de EDAR provenientes de dos experiencias
diferentes (RESMILOD y RUBAU).

En las Tablas 5.4 y 5.5 se presentan los valores de los parametros fisico-quimicos y bioquimicos de los
suelos utilizados como sustratos de restauracion en las experiencias de RUBAU y RESMILOD en el
muestreo inicial (M1).

Como podemos apreciar en la tabla 5.4 existen diferencias fisico-quimicas en cuanto a los substratos
utilizados en la restauracion. En el caso de la cantera de RUBAU, los suelos utilizados fueron tierras de
rebaje de obras de una zona cercana a la cantera, los cuales no tenian una calidad excesivamente baja, a
pesar de que presentaban unos niveles relativamente bajos de materia organica. En cambio en la cantera
del proyecto RESMILOD, se utilizo el material de rechazo del proceso productivo, (los residuos de la
extraccion y los residuos de trituracion), suelos muy pedregosos y pobres en materia organica y
nutrientes. Los valores de CBM, RB, CHT, CHE vy actividades B-glucosidasa y B-galactosidasa en los
suelos control de RUBAU fueron superiores, probablemente como consecuencia del mayor contenido de

materia organica (Tabla 5.5).

Tabla 5.4 Propiedades fisico quimicas de los suelos control utilizados en las experiencias RESMILOD y
RUBAU en el muestreo inicial (M1)

C N T.F* CaCO; Arena Limo Arcilla
pH % o, ON % % % % %
Trituracion 8,9 0,27 0,05 5,1 14,0 63,6 54,8 22,6 22,4
RESMILOD
Extraccion 8,5 0,41 0,06 8,6 38,1 39,3 42,5 37,0 20,4
RUBAU 8,3 0,66 0,08 8,9 48,3 6,97 52,6 15,8 31,6

*T.F: Tierra fina

Tabla 5.5 Propiedades bioquimicas de los suelos control de las experiencias RESMILOD y RUBAU en el
muestreo inicial (M1)

Trituracién 32,63 nd 309 8,8 0,050 nd 0,002
RESMILOD

Extraccion 45,02 0,182 572 30,0 0,086 nd 0,035

RUBAU 149,99 0,218 1218 138 0,18 0,016 0073

Carbono biomasa microbiana (CBM): ug C g suelo, Respiracion basal (RB): pg C-CO2 g'suelo h”', Carbohidratos totales
(CHT): mg glucosa kg, Carbohidratos extraibles (CHE): mg glucosa kg, p-glucosidasa (GLU): umol pNF g h', B-
galactosidasa (GAL): ymol pNF g h™'. nd: no detectado

Los valores medios de los parametros bioldgicos y bioquimicos obtenidos en el muestreo final de

ambas experiencias se muestran en la tabla 5.6.
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Los suelos restaurados de RUBAU presentaron valores superiores de CBM, carbohidratos totales y
carbohidratos extraibles y valores inferiores de respiracion basal, actividad fB-glucosidasa y pB-
galactosidasa que los hallados en los suelos restaurados RESMILOD (Tabla 5.6).

La menor actividad microbiana encontrada en los suelos de RUBAU luego de cinco afios de agregada la
enmienda podria ser atribuida a la estabilizacion de la materia organica que tuvo lugar durante ese
periodo tiempo, en el cual materia organica labil agregada al suelo con los lodos de depuradora fue
metabolizada mas rapidamente por los microorganismos del suelo (Spaccini et al, 2002), dando como
resultado una continua re-sintesis microbiana y reciclaje de la biomasa (Serensen, 1972). Durante ese
periodo de tiempo, la biomasa microbiana fue secretando polisacaridos extracelulares que actuaron como
agentes de union para los agregados del suelo (Cheshire, 1979; Oades, 1984) dentro de los cuales quedo
retenida materia organica. La inclusion de MO en los agregados puede explicar que una parte de la MO
labil de los suelos restaurados sea mas estable, ya que, la MO acumulada en los microagregados esta
protegida de la descomposicion de los microorganismos y las enzimas debido a las barreras fisicas entre
el sustrato y la biomasa microbiana. Esta estabilizacion fisica se produce por la reduccion en la difusion
de oxigeno dentro de los microagregados y por la falta de agua que limitan la tasa de actividad
microbiana (Six et al., 2002). Bartlett y Donner (1988) informaron mayores pérdidas por respiracion
desde la superficie del agregado que desde dentro del agregado, mostrando la inaccesibilidad de los
microorganismos hacia el sustrato. Otro factor que podria influir en el incremento de la estabilidad de la
materia organica de los lodos es el mayor contenido de arcilla y materia organica que presentaban los
suelos utilizados como sustratos de restauracion en RUBAU respecto a los sustratos de restauracion
utilizados en RESMILOD. De acuerdo a Loveland y Webb, (2003), la textura del suelo afecta al
contenido de carbono organico de manera que cuanto mayor sea el contenido de arcilla en el suelo, mayor
sera su contenido de carbono orgénico. Annabi et al. (2007) observaron que cuando se afiaden lodos de
depuradora a un suelo franco limoso como enmienda organica, se incrementa la estabilidad de la materia
organica como consecuencia de la fuerte cohesion que se da entre los componentes hiimicos y los

agregados.
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Tabla 5.6 Propiedades bioquimicas de los suelos enmendados con lodos de depuradora en las
experiencias RESMILOD y RUBAU correspondientes al altimo muestreo

Suelos Restaurados

RESMILOD RUBAU

Minimo Méximo MediatDS® CV  Minimo Maximo  MediatDS (0%

c* 0,65 1,22 0,8840,2  20% 0,88 1,11 1,08£02  18%
CBM 166,1 3004  236£38,51  16% 2878  577,6 459441445  30%

RB 0,61 1,16 0,8240,16  19% 0,19 0,29 0,24+0,07  29%
qCO; 2 45 3,540,86  25% 1,37 1,62 1444042 29%
CHT 748 1310 1071190  18% 1590 1650 1620440  2,5%
CHE 293 131 95425 26% 280 306 29011 3,4%
GLU 0,39 1,07 0,60£0,21  35% 034 0,36 0,35£0,01  2,9%
GAL 0,046 0,124  0,0840,02  28% 0,02 0,03 0,0240,004  20%

*Carbono (C): %,Carbono biomasa microbiana (CBM): pug C g suelo, Respiracion basal (RB): pg C-CO2 g'suelo h',
Carbohidratos totales (CHT): mg glucosa kg, Carbohidratos extraibles (CHE): mg glucosa kg™, -glucosidasa (GLU):
pmol PNF g h™!, B-galactosidasa (GAL): pumol PNF g’ h™'.

°DS: desvio estandar; CV: coeficiente de variacion.

Las diferencias en los valores medios de los parametros bioquimicos que se observan entre los
suelos control y los suelos restaurados con lodos fueron superiores en los substratos de restauracion de
textura mas gruesa (residuos de trituracion), donde se observaron incrementos superiores al 100% (Figura
5.5). El bajo contenido inicial de materia organica de estos suelos probablemente sea la causa de tan
significativos incrementos. El efecto estimulante de los lodos en los muestreos finales de ambas
experiencias fue mayor en los residuos de trituracion seguidos por los residuos de extraccion y por ultimo
y con menor intensidad, en los sustratos de restauracion de la cantera de RUBAU. Jiménez et al., (2007)
también observaron que el incremento provocado en los parametros bioquimicos por las enmiendas con

lodos eran superiores en los suelos arenosos que en los suelos arcillosos.
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Figura 5.5 Diferencias en los valores medios de los parametros bioquimicos entre los suelos
restaurados y los suelos control en los muestreos finales. L-S: mezcla lodos suelo RUBAU,
S: suelo RUBAU sin enmienda; L-T: media de las mezclas lodos suelo residual de Trituracion,
T: suelo residual de Trituracion; L-E: media de las mezclas lodos suelo residual de
Extraccion, E: suelo residual de Extraccion.

Con respecto a los parametros especificos, que en el caso de RESMILOD los valores corresponden a las
medias de las mezclas de ambos suelos residuales (T y E), podemos observar que la respiracion por
unidad de carbono fue superior en los suelos restaurados RESMILOD (Tabla 5.7). Esto, junto con la
mayor relacion de la actividad enzimatica por unidad de C indica que quedan mas componentes
facilmente oxidables de materia organica en RESMILOD. Debemos tener en cuenta que en RUBAU,
las muestras se tomaron 5 afios después de aplicado el lodo, y en RESMILOD solo un afio después, por lo
tanto en el caso de RUBAU ha habido mucho mas tiempo para la estabilizacion de la materia organica.
Wadman y Haan (1997) concluyen, desde un estudio de 20 afios con 36 suelos, que aquellos suelos con

bajos contenidos de C contienen relativamente grandes proporciones de C 'joven', lo que conduce a una
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mayor mineralizacion inicial, y que la tasa de descomposicion de C disminuye con el tiempo y
eventualmente tiende a cero. En la medida que la disponibilidad de carbono sea menor, la comunidad
microbiana respirara a una tasa mayor, manifestando una menor eficiencia metabolica como respuesta a la
baja disponibilidad de nutrientes o sustratos como el carbono organico (Agnelli ez al., 2001). La fraccion
de MO que disminuye mas facilmente es la labil, manteniendo casi constante el carbono humificado
(Cambardella y Elliott, 1994). Las enzimas extracelulares pueden unirse a los coloides humicos para
formar complejos humo-enzimas que les confieren proteccién y contribuyen a su estabilizacion. La
posibilidad de mantener un elevado potencial hidrolitico en el suelo como consecuencia de la

estabilizacion de las enzimas, evita la necesidad de su sintesis continua (Nannipieri, 1994).

Tabla 5.7 Variables especificas en las mezclas lodos-suelo residual de 2 experiencias de restauraciéon en
Cataluiia

SUELOS RESTAURADOS

RESMILOD RUBAU
Minimo Maximo MediatDS Minimo Maximo MediaDS
CBM/C 19 43 27,646,5 43 45 442412
RB/C 50,2 1348 92,3426,3 25 27 26,3+0,17
GLU/C 458 130,2 69,8+25,1 27,2 39,4 33,348,65
GAL/C 6,5 15,3 9,542,7 2,1 2,6 2,4+0,32

1 Unidades: Carbono organico extraible/Carbono (COE/C) en %; Carbono biomasa/Carbono (CBM/C) en mg g-1 C, B-
glucosidasa especifica (GLU/C) y B-galactosidasa especifica (GAL/C) en umol pNP g-1 C h-1; Respiracion basal/Carbono
(RB/C) en pg C-CO, g’ Ch’!

5.3.6 Comparacion del efecto del secado al aire y secado al aire y rehumedecimiento entre suelos
naturales y suelos enmendados con lodos sobre CMB, RB, qCO; y las actividades enzimaticas de
los suelos

En la tabla 5.8 podemos observar que el efecto del secado al aire sobre los valores de CBM, RB, qCO, en
suelos naturales fue significativamente diferente al efecto causado sobre los suelos restaurados. En
cambio, no se observaron diferencias significativas entre los efectos provocados por el secado al aire en

los valores de ambas actividades enzimaticas para ambos tipos de suelos.
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Tabla 5.8 Prueba t para la comparacion de medias de las diferencias en los valores de carbono de la
biomasa microbiana (CBM), respiracion basal (RB), cociente metabdlico (qCO2) y actividades B-glucosidasa
(GLU) y B-galactosidasa (GAL) obtenidos en muestras de suelos secos al aire y muestras a humedad de
campo en suelos naturales y en suelos restaurados suponiendo varianzas desiguales.

CBM RB qC02 GLU GAL
SR SN SR SN SR SN SR SN SR SN
Media 04 106,7 018 0613 -1443 1,235 0062 01695 00988 004527
Varianza 1386,30 1097311 0,183 0124 20774 04814 00110 00670 00791 0,007
Observaciones 12 10 12 10 12 10 12 10 12 10
L =dos 0011 0017 0011 0243 0,116

SR: suelos restaurados; SN: suelos naturales

Los valores medios de CBM en las muestras de suelos naturales secos al aire fueron
significativamente menores que aquellos de suelos a humedad de campo. En cambio, en los suelos
enmendados con lodos no se observaron diferencias significativas luego del pre-tratamiento. Los suelos
utilizados en nuestro experimento tienen una gran cantidad de elementos gruesos que les proporciona una
elevada porosidad y un diametro equivalente de poro también grande, lo que les confiere unas
caracteristicas muy limitadas como reservorio de agua util. Estas caracteristicas podrian otorgar
resistencia a la comunidad microbiana al secado al aire del suelo. Sparling et al., 1987, sugieren que las
poblaciones microbianas de suelos secos fueron mas resistentes a la desecacion y consecuentemente
fueron estos suelos los que mostraron menores cambios con el secado al aire, posiblemente debido a las
mayores proporciones de esporas que pueden haberse formado como una adaptacion al contenido de agua
cada vez menor. La capacidad de recuperacion de la biomasa microbiana podria estar dada por una pre-
adaptacion al estrés de humedad. Estas diferencias encontradas en el CBM entre suelos naturales y suelos
restaurados frente al pre-tratamiento podrian atribuirse también a diferencias en la composicion de la
comunidad microbiana. Es probable que una gran proporcion de bacterias en el suelo estén en un estado
“inactivo” debido a la baja disponibilidad de C, y la mayoria de las bacterias son mas resistentes al estrés
en este estado que cuando su actividad es mayor (Bakken, 1997).

Se observaron diferencias en cuanto a la RB de los suclos naturales, en las cuales el secado al aire
aumento la liberacion de CO, de todas las muestras y en cambio en los suelos enmendados con lodos,
solo la mitad de las muestras analizadas aumentaron los valores de RB, en las mezclas restantes en
general no hubo diferencias significativas con respecto a las muestras a humedad de campo, o se
observaron menores valores en las muestras secas (mezclas BE-T y MT-T). Como ya explicamos en los
capitulos anteriores, el C respirado después del rehumedecimiento puede provenir tanto del “turnover” de
la biomasa como de la materia organica que previamente no estaba disponible. Los suelos naturales
tienen un mayor contenido de biomasa microbiana y un mayor contenido de materia organica que los
suelos restaurados, por lo tanto esto podria explicar los mayores incrementos observados luego del

rehumedecimiento en estos suelos.
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Por otra parte, los suelos restaurados contiene caliza activa, que como es un carbonato puede
formar una capa alrededor de la materia organica, haciéndolo menos disponible para la biodegradacion
(Soltner, 1990, citado por Bohom, et al 2001). Van Gestel et al. (1993), consideran que la contribucion
de la materia organica no-biomasica al pulso de mineralizacion esta influenciada por la concentracion y la
calidad del carbono organico del suelo y por las caracteristicas del suelo, como textura y microporosidad.
Muchos estudios han demostrado que el rehumedecimiento de un suelo seco puede causar inicialmente un
flujo (de vida corta) de C, N y fosforo (P) a la solucién del suelo e incrementar la tasa de respiracion del
suelo. Una de las causas de de la liberacion de estos elementos a la solucion del suelo es la dispersion de
los agregados. Es sabido que la agregacion de suelo puede influir en la accesibilidad, la biodegradabilidad
o el transporte de contaminantes apoyado por los microbios y la fauna (Ojeda et al., 2008). Cuando se
produce la dispersion de los agregados del suelo por el agua, aumenta la extractabilidad de la materia
organica no biomadsica y expone nuevas superficies del suelo al ataque microbiano (Fierer y Schimel,
2003). Otra causa posible que podria explicar el incremento de la materia organica no biomasica que
aumenta el pulso respiratorio, es la liberacion de solutos organicos acumulados por los microorganismos

durante el secado del suelo.

Las diferencias en los valores de qCO, provocadas en los suelos restaurados por el secado al aire
fueron significativamente mayores que las ocasionadas por el mismo pre-tratamiento en los suelos
naturales. Sparling (1997), hace referencia al qCO, como un indicador de la inmadurez del ecosistema,
reflejando la actividad metabolica de la microflora. Es probable que la estructura de la comunidad
microbiana en suelos degradados y restaurados y de los suelos naturales sea diferente, porque la
degradacion y restauracion puede haber llevado a un cambio en las poblaciones microbianas menos
resistentes al estrés o a la perturbacion. Las células "Jovenes" y poblaciones conformadas principalmente
por ecotipos de estrategia-R, caracteristica para las primeras etapas de la sucesion, normalmente tienen
una mayor respiracion especifica que las células "antiguas" o de estrategia-K (Insam, 1990). La primera
estrategia (estrategia r) es producir un niimero masivo de individuos, de los cuales unos pocos
sobreviviran. Su poblacion mantiene un crecimiento exponencial hasta desaparecer bruscamente cuando
las condiciones cambian. Es lo que sucede, por ejemplo, cuando llueve. La segunda estrategia (estrategia

k) es tener una tasa reproductiva baja.

Las diferencias observadas por los tratamientos del secado al aire (Tabla 5.8) y del secado al aire
y rehumedecimiento del suelo (Tabla 5.9) sobre los valores de las actividades B-glucosidasa y -
galactosidasa en los suelos restaurados no fueron significativamente diferentes de las observadas en los
suelos naturales.
De acuerdo a Burns (1982), el total de la actividad de una enzima en el suelo esta conformado por
actividades relacionadas con diferentes componentes del suelo: microorganismos vivos, otras fracciones
estan asociadas con la materia vivientes, particulas de la matriz del suelo y el resto estd presente en la

solucion de agua del suelo (enzimas libres). En los suelos naturales, a pesar de la reduccién en la
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poblacién microbiana luego del secado al aire, la actividad bioquimica permanece en el suelo,
probablemente las enzimas en su mayoria estan protegidas por los coloides del suelo y generalmente
tienen una larga vida- media (Garcia., et a/ 2000). En los suelos restaurados la actividad enzimatica

parece ser mas dependiente de la biomasa microbiana.

Tabla 5.9 Prueba t para la comparacion de medias de las diferencias en los valores de las actividades f3-
glucosidasa (GLU) y B-galactosidasa (GAL) obtenidos en muestras de suelos secos al aire y rehumedecidas
y muestras a humedad de campo en suelos naturales y en suelos restaurados suponiendo varianzas
desiguales de dos muestras suponiendo varianzas desiguales.

GLU* GAL
SR’ SN SR SN
Media -0,041 -0,424 -0,029 -0,167
Varianza 0,0407 0,2933 0,0009 0,0794
Observaciones 12 10 12 10
P(T<=t) dos colas 0,058 0,156

*GLU: B-glucosidasa, GAL: B-galactosidasa,
°SR: suelos restaurados; SN: suelos naturales

Los resultados muestran que el rehumedecimiento de las muestras de suelo secas al aire, tanto en los
suelos naturales como en los suelos enmendados con lodos aumenta la actividad enzimatica con respecto
a la actividad obtenida en las muestras a humedad de campo. En ambos casos las pendientes obtenidas de
regresiones lineales simples de los valores de las actividades enzimaticas entre muestras de suelo secas al
aire y rehumedecidas y muestras de suelo a humedad de campo muestran desviaciones con respecto a los
niveles de la enzima inicial. Las ecuaciones obtenidas sobreestiman los valores de las muestran a

humedad de campo.
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RESULTADOS MAS RELEVANTES

En el presente apartado se presentaran y discutiran los resultados mas relevantes alcanzados en esta Tesis.

6.1 Efectos generales de la aplicacion de lodos sobre los suelos residuales

La aplicacion de lodos a los suelos residuales tenia como finalidad incrementar los valores de MO
hasta un 2% , estimular y optimizar los procesos biologicos del suelo, favorecer el reciclaje de nutrientes
y posibilitar el establecimiento de la cobertura vegetal. El desarrollo de la vegetaciéon mantendria la
fertilidad del suelo mediante el sondeo del suelo en busca de nutrientes, la acumulacion en su biomasa y
posteriormente su transferencia a la materia organica del suelo, la cual se mineralizaria aportando

nuevamente nutrientes a las plantas.

Los resultados que se han presentado demuestran que la adicion de lodos de depuradora, tanto de
secado térmico como compostados, mejord claramente la fertilidad de los suelos residuales procedentes
de una cantera de piedra caliza en términos de sus caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas. Se ha
puesto de manifiesto la persistencia de los efectos de la adicion de lodos de depuradora sobre los residuos

de trituracion y extraccion al final del experimento de restauracion.

El afiadido de lodos ha conseguido una clara reduccion de la deficiencia en materia organica, en
nutrientes y en fertilidad bioquimica de los residuos de la explotacion utilizados en el proceso de
restauracion. Las mezclas lodo-suelo residual han alcanzado un nivel medio de materia organica de 1,6%,
lo que significa haber doblado practicamente el valor de este contenido en los residuos no enmendados; la
materia organica se ha ido estabilizando con el tiempo. El contenido medio en N de las mezclas ha
alcanzado el 0,11% (1,5 veces el de los suelos residuales). El afiadido de lodos ha significado doblar
aproximadamente los contenidos medios de carbohidratos totales (valor medio en las mezclas de 1,1 mg
g") y solubles (valor medio en las mezclas de 0,1 mg glucosa g') de los residuos. La biomasa microbiana
de los residuos se ha aumentado 1,5 veces (valor medio en las mezclas de 2381 pg de C g) y las
actividades p-glucosidasa (0,62 pmol g h™") y B-galactosidasa (0,085 umol g h™) se han triplicado. Las
mezclas con lodos compostados han presentado valores algo superiores de materia organica y N que las
mezclas con lodos de secado térmicos. Los altos niveles iniciales de biomasa microbiana y respiracion

basal detectados en el suelo como consecuencia de las importantes cantidades de compuestos organicos
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labiles agregados con los lodos de secado térmico (excepto el lodo SB) se reducen durante el primer afio

luego de la aplicacion de los lodos.

Los valores de los parametros bioquimicos de los suelos restaurados estuvieron dentro del rango
de valores presentados por los suelos naturales BL, LG, SG y IG, caracterizados como suelos
carbonatados con un contenido de organica menor al 3%, y con pH superiores a 8 correspondientes a la

zona mas arida.

En los suelos restaurados existe una baja de correlacion entre las propiedades bioquimicas (CBM,
RB, GAL y GLU) y los parametros relacionados con la materia organica de los suelos (C, CHT, COE),
agrupaciones que son habituales en los suelos climax y ecosistemas sin perturbar, lo que nos indicaria que

ne los suelos restaurados no estan en equilibrio.

6.2 Efectos del tipo de lodo utilizado en el proceso de restauraciéon

Al inicio de la experiencia, el lodo térmico MT proporciond a las mezclas los mayores
contenidos de materia organica (MO) y junto al lodo térmico BE y el lodo compostado VL (sometido a
digestion aerobica) fueron los que presentaron los valores mas altos de carbono organico extraible (COE)
y carbohidratos extraible (CHE). Sin embargo, los valores de materia organica alcanzados al final del
experimento no mostraron diferencias significativas entre lodos térmicos y compostados. Luego de 13
meses de agregada la enmienda, tampoco encontramos diferencias en el contenido de COE y RB. En el
resto de los parametros, solamente las mezclas con el lodo MT presentaron valores significativamente
superiores de CBM (mezclas con los valores iniciales mas altos de MO, fuentes de C y energia para los
microorganismos) y las mezclas con el lodo SB valores significativamente menores de CHT (parametro
afectado por el desarrollo de la poblacién microbiana).

Teniendo en cuenta los resultados de Fernandez et al. (2007), quienes encontraron que mas del
25% del C organico proveniente de los lodos térmicos se mineraliza después de 60 dias, mientras que en
el caso de los lodos compostados este porcentaje no supera el 3%. Nosotros hemos observado que,
excepto en las mezclas con el lodo térmico MT, los niveles de MO alcanzados luego de la incorporacion
de los lodos se han conservado. Esto nos hace suponer que se ha producido un recambio, es decir, que las
pérdidas por mineralizacion de las fracciones labiles de los lodos han sido compensadas por la

incorporacion de nuevos componentes organicos, fundamentalmente vegetales.

La incorporacion de lodos a los suelos residuales incrementdé los valores de su cociente
metabolico microbiano (qCQO,). Al final del periodo experimental, los valores de qCO, disminuyeron y no
se observaron diferencias entre los suelos tratados y los controles. El aumento en el qCO, puede ser
atribuido a una perturbacion (temporal) a la que son sometidos los microorganismos a causa de la adicion
de materia organica o a un estrés (permanente) debido a la presencia de metales pesados (Sanchez-

Monedero et al., 2004). En nuestro caso y teniendo en cuenta que, en general se trata de lodos con un
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contenido bajo de metales, y que por ejemplo las mezclas con el lodo MN que contienen la mayor
cantidad de metales pesados (datos no mostrados) y la menor cantidad de COE presenta uno de los
menores incrementos en el qCO,, podriamos sugerir que el aumento inicial del qCO, esta relacionado
con el grado de estabilizacion de la MO y no con el contenido de metales pesados. Una modificacion
temporal del equilibrio del suelo en lugar de un estrés permanente también es apoyada por la tendencia
decreciente del qCO, en los suelos enmendados con lodos. Nicholson y Wardle (1994), indican que los
sustratos que se degradan rapidamente muestran una disminucion en el qCO, a medida que desaparece el

sustrato.

Las fracciones labiles de la materia orgdnica también contienen cantidades considerables de N
labil. Los niveles de N organico y de proteina parecen estar vinculados al proceso de tratamiento de
aguas residuales que genera cada tipo de lodo (Hattori y Mukai, 1986). En el muestreo inicial, las mezclas
realizadas con lodos de secado térmico (excepto el lodo térmico Sabadell) presentaron mayores valores de
N-aminoacido (expresado como porcentaje del N organico total) que los lodos compostados y fueron las
mezclas que sufrieron la mayor mineralizacion del N-aminoacidico posiblemente debido a sus mayores
contenidos de materia organica facilmente degradable. Mejia (2005), observd que en los lodos de secado
térmico el contenido de aminoacidos totales es practicamente el mismo que en el lodo deshidratado, lo
que implica que no hay pérdida de aminoacidos durante el tratamiento térmico. En cambio, el proceso de
compostaje del lodo reduce aproximadamente un 50% el contenido de aminoacidos totales respecto al

lodo deshidratado, como consecuencia de la degradacion de aminoacidos y proteinas durante el proceso.

Los lodos de secado térmico, del mismo modo que los lodos compostados, constituyen una fuente
alternativa de materia organica y nutrientes para los suelos, ya que contribuyen en la mejora de sus
propiedades bioquimicas, y por consiguiente, de su calidad. No obstante, conviene resaltar que estas
enmiendas pueden contener elementos toxicos y el conocimiento de su dindmica en los suelos es de vital

importancia para minimizar los riesgos que pueden conllevar sobre el medioambiente.

Los resultados expuestos nos hacen ver la importancia de centrar los estudios en las primeras
etapas luego de la aplicacion de los lodos porque es en este periodo cuando se producen los cambios mas

importantes y las mayores diferencias entre los distintos tipos de lodos.

6.3 Efectos del tipo de suelo residual utilizado en el proceso de restauraciéon

El efecto del tipo de suelo residual empleado como substrato solo fue patente sobre los
parametros que caracterizan la composicion de la materia organica del suelo: carbono organico extraible,
carbohidratos totales y carbohidratos extraibles, sin embargo no afect6 el carbono de la biomasa
microbiana, la respiracion basal y las actividades enzimaticas. Evidentemente estos parametros estaban

mas condicionados inicialmente por el material organico de procedencia que por el suelo residual
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empleado. Con muy pocas excepciones, los parametros que se vieron afectados significativamente por el
tipo de suelo residual fueron mayores en los suelos residuales de extraccion (E) que en los suelos
residuales de trituracion (T).

Estas diferencias pueden ser justificadas por las distintas caracteristicas que presentaban estos dos
tipos de suelos residuales. Los suelos residuales de extraccion (E) contienen mas tierra fina, limo y
materia organica; tienen mayor capacidad de retencion hidrica y mayor fertilidad bioquimica; contienen
aproximadamente un 25% de fracciones menores de 0,5 mmm; en cambio, los suelos residuales de
trituracion (T) contienen proporciones significativamente superiores de elementos gruesos (> 2 mm @),
carbonatos totales, cal activa y arena. Los efectos negativos de los fragmentos gruesos en la productividad
mas frecuentemente citados (Ferndndez-Sanjurjo, 1999) se relacionan con la reduccion del espacio
radical, la disminucion de la capacidad de almacenamiento total de agua y del contenido de nutrientes e
incremento excesivo de la temperatura del suelo. Los efectos en las mezclas con los suelos residuales T
debidos a la menor capacidad de retencion de agua, el mayor contenido de cal activa y el incremento
excesivo de la temperatura, factores que facilitaron la mineralizacion de los materiales orgénicos tal
como ha sido observado por Safia et al. (1996), fueron observados al final del periodo experimental. En
cambio en las mezclas con el suelo residual de extraccion, la materia organica del suelo (MO) sufri6
menores tasas de mineralizacion del C. En este caso, el mayor contenido de tierra fina de estos suelos
podria actuar como una barrera de proteccion , ya que la MO podria estar adsorbida sobre la superficie de
las particulas de arcilla y limo, o podria estar recubierta por los minerales de arcilla (Tisdall y Oades,
1982; Golchin et al., 1994) o se podria localizar dentro de los microagregados, fuera del alcance de los

microorganismos (Elliott y Coleman, 1988).

Los resultados obtenidos, constituyen una aportacion interesante para la integracion de los

residuos de trituracion en el marco de de la restauracion de zonas afectadas por actividades extractivas.

6.4 Efecto del pre-tratamiento de las muestras de suelo sobre los parametros

analizados

En el presente trabajo hemos demostrado que, tanto para muestras de suelos naturales como para
muestras de suelos restaurados, recolectados en primavera-verano, los valores obtenidos en muestras de
suelo secas al aire para biomasa microbiana (CBM) y las actividades B-glucosidasa y B-galactosidasa
fueron representativos de los obtenidos en muestras a humedad de campo. Sin embargo, a diferencia de
los resultados obtenidos por Zornoza et al. (2007%), el secado al aire incrementd significativamente, en la
mayoria de los suelos estudiados, los valores de respiracion basal respecto a los obtenidos en las muestras

a humedad de campo.
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El secado al aire y rehumedecimiento de las muestras de suelo produce aumentos en la actividad
enzimatica con respecto a la actividad obtenida en muestras a humedad de campo y las estimaciones en
estas condiciones no son representativas de los valores obtenidos en muestras a humedad de campo.
Estos aumentos en la actividad enzimatica coinciden con los resultados obtenidos por Fierer y Schimel,
2002 en un experimento con suelos bajo clima Mediterraneo donde se programo la frecuencia de los
eventos de secado y rehumedecimiento durante dos meses para determinar como la historia del estrés
influye en la respuesta de la comunidad microbiana a los eventos de rehumedecimiento. Tabatabai y
Bremner, 1970b, sugieren que el aumento observado en la actividad enzimatica luego del secado y
rehumedecimiento del suelo puede ser la consecuencia de la disrupcion de los agregados del suelo que
expone el sustrato a las enzimas estabilizadas. Kuprevich y Scherbajova, 1971, explican este aumento
como la consecuencia de la induccion de las enzimas debido a la liberacion de sustratos de las células
lisadas. Sin embargo, otro autores como Hinojosa et al. (2004), Lee et al. 2007 y Zornoza et al. 2006, no
observaron incrementos en los valores de la actividad B-glucosidasa luego del rehumedecimiento de un
suelo seco al aire. Esta variabilidad en los resultados en el efecto del rehumedecimiento de un suelo seco
sobre la actividad B-glucosidasa podria explicarse por diferencias en las caracteristicas del ecosistema

regional (textura del suelo, régimen de humedad, régimen de temperatura, etc.).
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CONCLUSIONES

Suelos Naturales

Los parametros bioquimicos estan generalmente dentro del rango de valores previamente publicados

para suelos nativos bajo condiciones mediterraneas.

Las variables carbohidratos totales y carbohidratos extraibles fueron los pardmetros que presentaron

mayor variabilidad y la respiracion basal fue la que presenté menor variabilidad.

Las variables Carbono, carbohidratos totales, carbohidratos extraibles, Carbono de la biomasa
microbiana y la actividad B-glucosidasa fueron apropiadas para caracterizar los diez suelos

estudiados.

Suelos Restaurados con lodos de EDAR

La adicion de lodos de depuradora mejoré claramente la fertilidad de los suelos residuales
procedentes de una cantera de piedra caliza en términos de sus caracteristicas fisicoquimicas y

biologicas.

La pérdida de materia orgénica fue menor en las mezclas que contenian lodos compostados. Un afio
después de la adicion de lodos una fraccion de la materia organica de las mezclas continuaba siendo
moderadamente 1abil. El efecto de los lodos disminuyd mas en el tiempo en los parametros asociados
a la materia organica facilmente degradable (carbono organico extraible, carbohidratos extraibles,
carbono de la biomasa microbiana, respiracion basal). La pequefia disminucion del valor de

carbohidratos totales confirma la alta estabilidad atribuida a este parametro.

Los exudados radiculares y los restos vegetales contribuyeron a incrementar las actividades de B-
glucosidasa y P-galactosidasa. Las actividades enzimaticas de las mezclas correspondian en parte a
las enzimas libres en la capa acuosa de suelo y una parte de la actividad de B-glucosidasa estaba

probablemente asociada a coloides hiimicos.
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El efecto de lodos difirié en funcion de los tratamientos que han recibido los mismos. Los lodos de
secado térmico BE (sin digerir) y MT (digestion anaerdbica) tuvieron inicialmente los efectos mas
altos y estos efectos disminuyeron drasticamente al final del experimento. El lodo VL, digerido
aerobicamente, fue uno de los que presentd los valores mas altos de carbono organico extraible y
carbohidratos extraibles, y estos efectos disminuyeron al final del experimento. El lodo SB,
suministrado en forma de pellets, tuvo el efecto inicial mas bajo, pero al final del experimento su
efecto fue similar al de los otros lodos. El lodo en que el proceso de compostaje habia sido mas
eficaz, MN, present6 los valores iniciales mas bajos de carbono organico extraible y carbohidratos
extraibles. El efecto del lodo compostado BL fue intermedio. El tipo de post-tratamiento de los lodos
no afecto significativamente el contenido de aminoéacidos totales. Las mezclas con los lodos BE y MT
presentaron en el muestreo inicial el mayor contenido de aminoacidos como porcentaje del contenido

de N orgéanico.

El efecto del tipo de suelo residual empleado como substrato s6lo fue patente sobre los pardmetros
que caracterizan la composicion de la materia organica del suelo: carbono organico extraible,
carbohidratos totales y carbohidratos extraibles, sin embargo no afect6 el carbono de la biomasa
microbiana, la respiracion basal y las actividades enzimaticas, lo que sugiere que estos parametros
estaban mas condicionados inicialmente por el material organico de procedencia que por el suelo

residual empleado.

Los indicadores biologicos evaluados nos permiten agrupar los suelos restaurados junto con los
suelos naturales con caracteristicas climaticas y litologicas similares, es decir suelos carbonatados
conun contenido de materia organica inferior al 3%, y con pH superiores a 8 correspondientes a la

zona mas arida

La conexion entre las propiedades bioquimicas y la materia organica de los suelos restaurados fue
menor en comparacion con la de agrupaciones encontradas en los suelos naturales en los que existe

un equilibrio entre los diferentes ciclos biogeoquimicos.

Los suelos restaurados RESMILOD mostraron luego de un afio de agregada la enmienda una menor
estabilizacion de la materia organica respecto a los suelos restaurados de RUBAU 5 afios después de

aplicado el lodo.
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Efecto del pre-tratamiento en los suelos

Con respecto a la validez de los pre-tratamientos en las evaluaciones de las diferencias entre los suelos

podemos concluir lo siguiente:

L 3

El secado al aire de las muestras de suelo resultd ser un pre-tratamiento adecuado para determinar

la biomasa microbiana.

El secado al aire de las muestras de suelo modificd el rango de valores de respiracion basal y el
pulso de CO, existentes en las muestras a humedad de campo. Consideramos que la mineralizacion
de la materia organica no biomasica liberada por la dispersion de los agregados del suelo por el

agua fue la principal causa del aumento en la respiracion basal.

El secado al aire de las muestras de suelo naturales no modificé el rango de los valores de las
actividades B-glucosidasa y B-galactosidasa existentes en las muestras a humedad de campo. Sin
embargo, este pre-tratamiento modifico el rango de los valores de las actividades enzimaticas en

los suelos restaurados.

El secado al aire y rehumedecimiento de las muestras de suelo produce aumentos en las
actividades B-glucosidasa y B-galactosidasa con respecto a las actividades obtenidas en muestras a
humedad de campo y las estimaciones en estas condiciones no son representativas de los valores

obtenidos en muestras a humedad de campo.
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