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RESUM

En la restauracié d’activitats extractives és imprescindible la utilitzacié d’'un material
edafic de qualitat per abordar degudament la revegetacid. Els fangs procedents de
EDARs, convenientment dosificats i ben incorporats, poden ser molt Gtils com a
esmena organica. En el nostre treball hem estudiat alguns aspectes de qualitat
bioquimica en el procés de rehabilitacié de sols degradats a través de l'aplicacié de
fangs d’EDARs. Com a parametres de qualitat bioquimica del sol ens hem centrat en el
cicle del carboni, a través del contingut en carbohidrats totals (CHT) i extractables
(CHE) i de les activitats enzimatiques p-glucosidasa (GLC) i pB-galactosidasa (GAL) i
com a parametres auxiliars en el contingut en Carboni organic (C) i Nitrogen
aminoacidic (Naa). També hem treballat amb resultats de dues activitats enzimatiques
relacionades amb el cicle del nitrogen, la proteolitica de BAA (BAA) i la ureasica (UR).
Hem portat a terme dues experiéncies d’aplicacié de fangs, una primera en lisimetres i
una segona en parcel-les i ambdues amb sols de diferent textura. El disseny
experimental de les dues experiéncies és d’especial interés ja que planteja estudiar en
paral-lel els efectes de l'assecatge térmic i el compostatge d'un mateix fang
deshidratat. Aquest estudi central de la tesi es complementa amb un treball sobre
I'estandard de qualitat en sols naturals de Catalunya aixi com amb aportacions sobre
la metodologia analitica per a la determinacié de dos dels parametres estudiats (C i
GLC).

Com a primera part de la tesi estudiem les caracteristiques bioquimiques en deu sols
naturals representatius dels sols catalans. Els resultats mostren ampli rang de valors
de carboni i alta dispersid dels parametres bioquimics i els rangs obtinguts son
similars als de sols d’altres zones de clima mediterrani. Els parametres bioquimics
presenten correlacions altes i positives entre ells i alhora una gran dependéncia del
contingut en matéria organica del sol aixi com del contingut en biomassa microbiana.
El contingut en CHT esta més correlacionat que les activitats enzimatiques, amb els
continguts de C organic i N organic del sol. La GLC és l'activitat enzimatica més
relacionada amb el contingut de carboni organic del sol. Les quatre activitats
enzimatiques (GLC, GAL, BAA i UR) estan més lligades a la fraccié labil de carbohidrats
que a la total i les activitats GAL, UR i BAA estan molt relacionades entre elles.
L'estudi ha permés constatar la influéncia del tipus de sol, roca mare o vegetacid en
les caracteristiques bioquimiques del grup de sols forestals.

Pel que fa a l'aplicacié de fangs, en la primera experiéncia hem estudiat |'efecte de
tres fangs: deshidratat (D), assecat térmicament (T) i compostat (C) en dues dosis
(per assolir un 3 % i 6 % de matéria organica) sobre els parametres bioquimics de
dos soOls control degradats (argilés i sauld) provinents de pedreres (1% C i 0,1% C).
L'assaig es realitza en condicions de laboratori i consta de tres mostreigs (7, 67 i 267
dies). Inicialment es detecta un increment del valor per totes les variables
bioquimiques (a excepcid de l'activitat UR) en les barreges sol-fang i el contingut en
CHE és la variable més incrementada. Al final de I'experiéncia les barreges tenen uns
valors de carbohidrats i activitats enzimatiques incrementats respecte del control de
forma similar a l'increment final en matéria organica, i el contingut en Nax és la
variable més incrementada respecte del sol control. Les diferéncies en els valors de
I’activitat enzimatica GLC a I'inici en funcid del tipus de fang (T>D>C) sén un reflex de
la labilitat de la matéria organica aportada pels fangs. El conjunt de resultats indiquen



que: i) l'assecat térmic accelera el primer procés de descomposicid de la matéria
organica; ii) el compostatge proporciona una matéria organica no tan labil, perdo amb
més activitat enzimatica que comporta més mineralitzacido i, amb el temps, una
materia organica més estable i iii) I'evolucid de la matéeria organica es frena quan els
fangs s’apliquen en un sol argilés.

La segona experiéncia consta d'un assaig d‘aplicaci6 de fangs en dos terrenys
degradats i analitzem les mostres inicials (4 dies) i finals (295 dies) de parcel-les on
s’han aplicat els mateixos tres fangs de l'experiéncia en lisimetres, perd amb una
Unica dosi (10 Mg/ha, en materia seca). En el cas de l'aplicacié de fangs al sol franc-
arenos (sol amb baix contingut en matéria organica i alta activitat enzimatica) la
dinamica de mineralitzacié ha estat intensa i la incidéncia sobre les propietats
bioquimiques del sol, un any després de l'aplicacido dels fangs, ha estat molt poc
acusada. Contrariament, els efectes sobre el sol franc, on la dinamica de la matéria
organica ha estat menor, son més importants i basicament han significat I'augment
del contingut en matéria organica i la millora de la potencialitat de la mateéria organica
d’obtenir formes assimilables de carboni.

Els resultats dels aspectes metodologics indiquen que la determinacid de carboni
organic per combustié ha resultat eficag i confirmen la manca d’idoneitat del métode
d’oxidacio per a mostres de sol-fang. Pel que fa a I'estudi de l'activitat p-glucosidasa i
B-galactosidasa en sols, el nostre treball representa una contribucié a la descripcid
detallada del procediment analitic i a la incidéncia sobre el valor de |'activitat de la
determinacid a partir de mostra humida o bé assecada a l'aire.

Paraules clau: sols naturals de Catalunya, restauracié de sols, fang compostat, fang
assecat termicament, carboni organic del sol, nitrogen aminoacidic del sol, activitats
enzimatiques del sol, carbohidrats del sol.

Les experiéncies que es presenten en aquesta tesi han estat parcialment financades
per la CIRIT i el Departament de Medi Ambient de la Generalitat de Catalunya
(Projecte ECOFANGS).



ABSTRACT

Materials used in the process of restoration of mining activities must be of good
quality in order to adequately address the vegetation process. Sewage sludges, when
properly dosed and well incorporated, can be very useful as organic amendments. In
our work we have studied some aspects of biochemical quality in the rehabilitation
process of degraded soils, through the application of sewage sludge. As biochemical
quality parameters, the focus is on the carbon cycle, through total (TCH) and
extractable (ECH) carbohydrate content and B-glucosidase (GLC) and B-galactosidase
(GAL) enzyme activities. Two auxiliary parameters have also been controlled: organic
carbon (C) and amino acid nitrogen (AAN). We have obtained results of two (BAA-
hydrolysing and urease) enzymatic activities which are related to the nitrogen cycle.
We have conducted two experiments of sludge application over soils of different
texture. In the first experiment we have used containers and the second one has been
performed in plots. This experimental design is of special interest because it raised the
aim of studying the effects of thermal drying or composting on one same dehydrated
sludge. The study has been supplemented by work on the standard quality of natural
soils of Catalonia and also with an approach to the analytical methodology used in the
determination of two of the parameters (C and GLC).

In the first part of the thesis the biochemical characteristics of ten natural soils which
were representative of Catalan soils have been studied. The results show the wide
range of values of carbon and the high dispersion of biochemical parameters, and also
that the ranges of obtained values are similar to those of other soils also belonging to
Mediterranean areas. Biochemical parameters show high positive correlations among
them and also a high dependence on the organic matter and the microbial biomass
contents of the soil. The TCH content is more correlated with organic C and organic N
than the enzyme activities. GLC is the activity showing the highest correlation with the
organic carbon content. The four enzymatic activities (GLC, GAL, BAA and UR) are
more related to the labile than to the total fraction of carbohydrates. GAL, BAA and UR
are very interrelated. The study confirms the influence of soil type, vegetation or
bedrock on the biochemical characteristics of the forest soils group

With respect to the application of sludge, in the first experiment we have studied the
effect of three sludge types, dehydrated (D), thermally dried (T) and composted (C),
added in two different proportions (to reach 3% and 6% of total organic matter) on
the biochemical parameters of two degraded soils (clay and sand) from quarrying (1%
Cand 0.1% C). The test has been carried out under laboratory conditions and samples
were taken after 7, 67 and 267 days. Initially, an increased value is detected for all
biochemical variables (except the UR activity) in the amended soils, CHE being the
most enhanced variable. At the end of the experiment the carbohydrates content and
the enzyme activities of the mixtures has increased, compared to the control, in a
similar value than C, AAN being the most enhanced parameter. The initial differences
in the values of GLC enzyme activity depending on the type of sludge (T> D> C) are a
reflection of the lability of organic matter provided by the sludge. The overall results
indicate that: i) thermal drying accelerates the initial decomposition process of the
organic matter which takes place in the soil; ii) composting provides a less labile but
more active organic matter, which results in increased mineralization and eventually a
more stable organic matter and iii) a slowing on the development of organic matter
was detected when the sludge was applied in a clay soil.



The second experiment using sludges consists in a trial with two degraded soils.
Initial (4 days) and final (295 days) samples are analysed in plots where the same
sludge is applied than in the experience with containers, but with a single dose (10
Mg/hectare, in dry matter). In the case of the application of sludge to a sandy-loam
soil, which has a low organic matter content and high enzymatic activity, the dynamics
of mineralization is intense and the impact on biochemical properties one year after
the application is not very important. In contrast, the effects on a loam soil, where the
dynamics of organic matter is lower, are more important and primarily consists of an
increase of ready available organic carbon.

Organic carbon determination by the combustion method is proved to be effective and
the inappropriateness of the oxidation method for sludge-soil mixtures is confirmed.
Our study of B-glucosidase and B-galactosidase activities in soils is a contribution to
the detailed description of the analytical procedure and to the elucidation of the
influence of air drying soil samples in the obtained activity values

Keywords: natural soils of Catalonia, restoring soil, composted sludge, thermally dried
sludge, soil organic carbon, soil amino acid nitrogen, soil enzyme activities, soil
carbohydrates.
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majuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre tractaments. Per un mateix
tractament, valors seguits de la mateixa lletra mindscula indica que no hi ha diferéncia
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Figura 4.18 Valors de carbohidrats totals i carbohidrats extractables relatius al carboni en les
parcel-les amb fang i en els sol control a l'inici i al final de I'experiéncia. Per un mateix
temps, valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no hi ha diferéncia
significativa entre tractaments. Per un mateix tractament, valors seguits de la mateixa

lletra mindscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre temps. ........ccocovviiiiiiiinnnnns

Figura 4.19 Valors d'activitat B-glucosidasa en les parcel-les amb fang i en els sols control a l'inici i al
final de I'experiéncia. Per un mateix temps, valors seguits de la mateixa lletra majuscula
indica que no hi ha diferencia significativa entre tractaments. Per un mateix tractament,
valors seguits de la mateixa lletra mindscula indica que no hi ha diferéncia significativa
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Figura 4.20 Valors d'activitat B-glucosidasa especifica en les parcel-les amb fang i en els sol control a
Iinici i al final de I'experiéncia. Per un mateix temps, valors seguits de la mateixa lletra
majuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre tractaments. Per un mateix
tractament, valors seguits de la mateixa lletra mindscula indica que no hi ha diferencia
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Figura 4.21 Valors d'activitat B-galactosidasa absoluta i especifica en les parcel-les amb fang i en els
sol control al final de I'experiéncia. Per un mateix sol, valors seguits de la mateixa lletra
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Figura 4.22 Valors d'activitat proteolitica BAA en les parcel-les amb fang i en els sols controls a I'inici
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Figura 4.23 Valors d'activitat especifica proteolitica BAA en les parcel-les amb fang i en els sols
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Figura 4.24 Valors d'activitat ureasica en les parcel-les amb fang i en els sols controls a I'inici i al
final de I'experiéncia. Per un mateix temps, valors seguits de la mateixa lletra majuscula
indica que no hi ha diferencia significativa entre tractaments. Per un mateix tractament,
valors seguits de la mateixa lletra mindscula indica que no hi ha diferéencia significativa
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Figura 4.25 Valors d'activitat especifica ureasica en les parcel-les amb fang i en els sols controls a
I'inici i al final de I'experiéncia. Per un mateix temps, valors seguits de la mateixa lletra
majuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre tractaments. Per un mateix
tractament, valors seguits de la mateixa lletra mindscula indica que no hi ha diferencia
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1. Context, Objectius Generals i Organitzacio de la Tesi

1 CONTEXT, OBJECTIUS GENERALS I ORGANITZACIO
DE LA TESI

La restauracié de terrenys degradats pretén assegurar la preséncia i funcionalitat de
tots els components presents al sol no pertorbat per tal que, de manera natural, es
recuperi la totalitat de l'ecosistema amb el desenvolupament d’unes comunitats
vegetals i animals. En la restauracié d’activitats extractives |'obtencid i la utilitzacié
d’'un material edafic de qualitat és |'Unica alternativa per abordar degudament la
revegetacio, una vegada corregits els aspectes geomorfologics. La disponibilitat i el
cost d’aquest material solen ser problematiques ja que els residus minerals que es
generen presenten caracteristiques texturals i quimiques poc favorables pel
desenvolupament de la vegetacié. Tot i que els residus minerals es poden fer servir en
restauracié abans s’han d’optimitzar per convertir-los en un bon substrat fent mescles
amb altres terres o materials i amb la incorporacié d’esmenes organiques o adobs com
fems, composts, restes vegetals triturades o bé fangs de depuradores urbanes
(Alcafiiz et al., 1996 i 2008).

Els fangs de depuradora o biosolids, convenientment dosificats i ben incorporats,
poden ser molt Utils per adobar terres o substrats pobres ja que aporten nitrogen i
fosfor, estimulen [’activitat microbiana i contribueixen a incrementar la matéria
organica del sol. Conjuntament amb els avantatges, pero, s'ha de tenir en compte que
no sén aplicables a tot tipus d’explotacions i que s’han de respectar unes normes
d’aplicacié per no provocar contaminacié del medi ni convertir la superficie a restaurar
en una abocador encobert. En cap cas s’ha de veure |'aplicacié de fangs en restauracio
Unicament com una via d’eliminacié d’aquest residu, sin6 que s’han d’estudiar les
seves possibilitats i també les seves limitacions (Clapp, 2007; Alcafiiz et al., 2008;
Singh i Agrawal, 2008; Soliva, 2008).

El fang de depuradora d’aspecte liquid anomenat fang cru és el produit directament a
la linia d’aiglies d’una estacié de depuracié d’aigies residuals (EDAR) per decantacid.
S’anomena fang tractat o fang deshidratat (i també biosolid) al producte d’aspecte
pastds (18-25 % de matéria seca) resultant de les etapes de deshidratacido mecanica i
estabilitzaci6 quimica o biologica, per digesti6 aerdbica o anaerobia. Aquests
tractaments es porten a terme en la propia EDAR i son necessaris per tal de disminuir
el volum, facilitar I'emmagatzematge, el transport i el desti final i alhora estabilitzar la
fraccié organica, higienitzar el residu i reduir el seu potencial de putrefaccié. Els fangs
deshidratats sovint es tracten en plantes de posttractaments per vies fisiques
(assecatge térmic) o bioldogiques (compostatge) per aconseguir reduccions de massa i
volum més grans i/o estadis superiors d’estabilitzacid/higienitzacié de la fraccio
organica.

L'assecatge térmic de fangs aconsegueix posant en contacte el fang, directament o
indirecta, amb una font de calor la reduccié de la humitat (fins a 85-90 % de matéria
seca) i la higienitzacié del material i a més, el baix contingut d’aigua, afavoreix
I’'estabilitat de la fraccid organica en impedir el progrés de l'activitat microbiana
(Fernandez et al., 2007a, 2007b i 2009; Moliner et al., 2008; Franco-Otero et al.,
2012). El producte final té un aspecte de pols o bé es presenta comprimit i fragmentat
formant els pél-lets.
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En el compostatge els fangs es barregen amb materials de caracteristiques
complementaries (material estructurant) i es fa un procés de digestid aerdobia en
condicions controlades de temperatura, humitat i aireacid. En aquest cas, el principal
benefici és la transformacié de la matéria organica, conjuntament amb la reduccié de
la humitat i la higienitzacié (Moliner et al., 2008; Soliva, 2008).

Els fangs de depuradora es classifiquen com a residu no especial (codi 190805, en el
Cataleg Europeu de Residus) i actualment no hi ha una normativa especifica que reguli
I'aplicacié de fangs en la restauracié de sols. L'Us de fangs en la restauracié d’espais
degradats, s’engloba dins de la valoritzaci6 agronomica (agricola, jardineria,
restauracié d’activitats extractives o terrenys marginals..) encara que en comparacié a
I'Us agricola, es caracteritza per aportacions relativament altes, pero Uniques per
unitat de superficie. En el flux de la gestidé dels fangs de depuradora, la valoritzacio
agronomica es contempla a partir del compliment de la normativa espanyola
d’aplicacio al sol (RD 1310/1990) i les directrius comunitaries (CEE 86/278) sobre les
limitacions en la utilitzacié agricola dels fangs, que fa referéncia al contingut en
metalls pesant i contaminants organics; aixi un fang tractat (deshidratat i estabilitzat)
que la compleixi es pot aplicar al sol directament o bé després de sotmetre’l al
posttractament d’assecatge térmic o bé de compostatge (Moliner et al., 2008). Les
dades de I’Agéncia Catalana de I'Aigua (2011) indiquen que I'any 2010 en les EDAR de
Catalunya es van generar 123.755 tones de fang (de fang deshidratat i en materia
seca) de les quals un 22 % no va ser sotmes a posttractament i que el 52 % va ser
sotmeés a |'assecatge térmic i el 26 % a compostatge. D'acord a les dades sobre les
destinacions finals, van ser eliminades 117.745 tones de fang (en matéria seca), un
53,8 % a través de l'aplicacié al sol (agricola, jardineria i restauracid), un 45,6 % a
través de la valoracié no agrondmica (energética en cimenteres) i un 0,6 % en
diposits controlats. Val a dir que, tant el percentatge de fang sotmés a assecatge
termic, com el percentatge de fang destinat a valoritzacié energética, van ser
superiors l'any 2010, respecte als registrats en anys anteriors corresponents al
periode 2007-2009.

La viabilitat de la restauracié de sols amb fangs de depuradora es va comencar a
estudiar fa uns 20 anys per l'equip del Centre de Recerca Ecoldgica i Aplicacions
Forestals (CREAF) de la Universitat Autbnoma de Barcelona conjuntament amb
I'Institut Quimic de Sarria (IQS) de la Universitat Ramon Llull, el Departament de
Biologia Vegetal (Universitat de Barcelona) i I'ESAB de la Universitat Politécnica de
Catalunya a través de diferents assaigs experimentals en projectes d’investigacié i
amb col-laboracions d’assessorament técnic de les explotacions. Els primers estudis
sobre I'aplicacié dels fangs en restauracié de pedreres de calcaria es van fer amb fang
deshidratat i amb dosis molt altes. En seglients experiéncies s’estudia la viabilitat de
I'aplicacié de fangs posttractats amb assecatge térmic i compostatge ja que en principi
suposen una esmena més segura i de més qualitat. Aixi en el projecte Aprofitament
de fangs de depuradora i productes derivats: fang compostat i fangs
d’assecatge térmic, en la restauracio terrenys degradats (projecte Ecofangs)
és on s'emmarquen les experiéncies d’aquesta tesi.

Com a fruit de les experiéncies en restauracié cal destacar, per una banda, una
primera publicacié del Manual de restauracié d‘activitats extractives amb fangs de
depuradora (Alcaiiz et al., 1996) revisada i completada posteriorment com Utilitzacio
de fangs de depuradora en restauracio. Manual d’aplicacié en activitats extractives i
terrenys marginals editat per I’Agéncia Catalana de I’Aigua i el Departament de Medi
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Ambient i Habitatge de la Generalitat de Catalunya (Alcafiz et al., 2008). Aquest
manual conté amplia informacidé sobre requeriments per a l'aplicacié dels fangs i fases
de la restauracié aixi com el protocol administratiu a seguir. L'aplicaciéo de fangs es
planteja com una esmena organica que millori les propietats fisiques, aporti nutrients i
afavoreixi el desenvolupament dels organismes edafics i de la vegetacid. Les
condicions generals, que han de complir les explotacions i que condicionaran la seva
aptitud per a la restauraci6 amb I|'aplicacié de fangs, sén les que deriven del tipus
d’explotacid i les caracteristiques del medi fisic on es troba i s’estableix una dosi
maxima de 50 tones per hectarea expressada en materia seca.

Per altra banda, els resultats dels projectes han proporcionat un bon coneixement
sobre la problematica de restauracié de diverses activitats extractives amb fangs de
depuradora que ha quedat reflectit en diversos articles cientifics. En aquests estudis
s’ha demostrat les qualitats dels fangs per a la recuperacid de sols degradats i
globalment els resultats es valoren positivament. Els fangs es presenten beneficiosos
com a subministradors de macro i micronutrients, com a milloradors de les propietats
fisiques (reduccido de la taxa d’erosid, augment d'estabilitat dels agregats) i per
afavorir el recobriment i la biomassa vegetal, encara que en detriment de la diversitat.
Tot i que els principals inconvenients per a |'ecosistema deriven a priori del contingut
dels metalls pesants, contaminants organics, i dels riscos potencials per l'elevada
quantitat de nitrogen (lixiviacié de nitrats) s’ha constatat que i) el risc per metalls
pesants és baix donada la baixa mobilitat i limitada transferéncia a les plantes; ii)
molts dels contaminants organics es degraden en el sol, i iii) és important limitar la
dosi en funcié del contingut en matéria organica labil dels fangs (Alcaniz et al., 2008).

En aquest context, I’'objectiu central d’aquesta tesi és estudiar alguns aspectes de la
qualitat bioquimica associada a la rehabilitacio de sols degradats a través de I'aplicacid
de fangs d’EDAR. Concretament estudiem dos sols de diferent textura i els fangs
aplicats sén un fang deshidratat i els dos fangs obtinguts del seu posttractament,
I'assecatge térmic i el compostatge. Pel que fa als parametres de qualitat bioquimica
ens centrem en el cicle del carboni, a través del contingut en carbohidrats totals i
extractables del sol i de les activitats enzimatiques B-glucosidasa i p-galactosidasa i
fem servir com a parametres auxiliars el contingut en Carboni organic i Nitrogen
aminoacidic. Relacionem també els resultats amb dues activitats enzimatiques del
cicle del nitrogen, la proteolitica de BAA i la ureasica.

Aguest objectiu central es desdobla en dues experiéncies, una prévia en lisimetres i
una posterior en parcel-les i es complementa amb altres dos estudis:

v" Un estudi sobre |'estandard de qualitat que representen els sols naturals per tal
d’ interpretar millor els parametres utilitzats.

v' Un estudi sobre la metodologia analitica per a la determinacié de dos dels

parametres estudiats (carboni organic i activitat enzimatica B-glucosidasa) en
el cas de mostres de sol-fang.
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Tenint en compte aquestes consideracions podem definir com a objectius generals

de la tesi:

A. Realitzar un estudi de caracteritzacié bioguimica de sols naturals de Catalunya.

B. Descriure els efectes de I'aplicacié d’un fang deshidratat i d’'aquest mateix fang
posttractat amb assecatge térmic i posttractat amb compostatge, en dos sols
degradats sobre els parametres bioquimics seleccionats a través d’una primera
experiencia en lisimetres en condicions controlades.

C. Descriure els efectes de l'aplicacié dels mateixos fangs anteriors en dos sols
degradats sobre els parametres bioquimics seleccionats a través d’'una segona
experiéncia en parcel-les.

D. Establir un protocol per a la metodologia analitica de la determinacié del

contingut en carboni organic per combusti6 i de l'activitat enzimatica
B-glucosidasa en les mostres de sol-fang.

El document que es presenta s’ha organitzat per capitols atenent als objectius
generals descrits i en cadascun d’ells detallem els corresponents objectius
especifics.

L'estructuracio del document segueix |'ordre seglient:

>
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Centrem la introduccid general (capitol 2) entorn al concepte de qualitat del sol
donat que és la perspectiva d’estudi adoptada en el treball.

Dediquem el capitol 3 a I'estudi dels sols naturals d’acord a I'objectiu general A.
Dediquem el capitol 4 als objectius generals B i C descrivint les dues
experiéncies sobre |'aplicacié de fangs, la primera en lisimetres i la segona en

parcel-les.

Agrupem les aportacions metodologiques relacionades amb |'objectiu D en el
capitol 5 i adjuntem com annex el detall de les técnigues analitiques.

Finalment en el capitol 6 fem una sintesi del treball i dels resultats més
rellevants.
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2 INTRODUCCIO GENERAL

2.1 LA PERSPECTIVA: LA QUALITAT DEL SOL

2.1.1 L’estudi de la qualitat del sol

Actualment una de les definicions més esteses del terme gualitat del sol és la que
varen proposar Doran i Parkin (1994). D’acord amb aquests autors s’entén per qualitat
del sol /a capacitat del sol per funcionar dins els limits de l’‘ecosistema, sostenir la
productivitat, mantenir o augmentar la qualitat ambiental (aire, aigua) i promoure la
salut (vegetals, animals i humans). Més enlla de l'analisi d’aquesta o d’altres
definicions que ha rebut aquest concepte, des quée va sorgir a finals dels anys 80, cal
destacar que el terme qualitat del sol va néixer de la conscienciacié del valor del sols i
de la seva salut (Elliot et al., 1996, Carter et al., 1997; Karlen et al., 2003) i que totes
tenen en comu la idea de relacionar qualitat amb capacitat del sol per funcionar en el
present i també en el futur (Doran i Parkin, 1994). El concepte va néixer als EEUU de
I'analisi dels efectes ambientals de l|'explotacid agricola, perd esta reconeguda la
necessitat de la seva aplicacié per altres usos no agricoles del sol com la gestid
forestal, mineria, activitats industrials, compactaci4é en zones urbanes, espais
recreatius o abocadors entre d’altres (Karlen et al., 2003). Si pensem en les activitats
extractives com a una activitat humana que comporta |'aparicié de sols degradats,
podem veure que l'estudi de la seva restauracio encaixa sota la perspectiva de qualitat
del sol. Aixi sota aquesta perspectiva i a grans trets, hem de considerar que les
activitats extractives disminueixen la capacitat del sol resultant per l'acollida d’una
determinada funcid, en aquest cas les encomanades com a ecosistema natural, i per
tant, la qualitat.

Hem d’assenyalar que |'estudi dels sols sota la perspectiva de qualitat no és un terme
universalment acceptat, que representa una proposa extremadament ambiciosa i que
cal ser conscients de les seves limitacions. Podem observar, perd, que aquestes
limitacions formen part de la propia formulacié del concepte; aixi Karlen et al. (1997)
sostenen que tot i qué la qualitat del sol no es pot mesurar directament, és un terme
que serveix de paraiglies (en el sentit de cobrir i aglutinar) per examinar i integrar les
relacions i les funcions entre els diversos parametres fisics, quimics i biologics dels
sOls que son importants per coneixer els sistemes naturals i per obtenir sistemes
agraris sostenibles. La visid critica i les reserves de l'acceptacido de l'estudi de la
gualitat del sol es basa en la consideraci6 com a terme ambigu, poc cientific i
utilitarista, en la confusié entre propietat i funcid del sol i en la dificultat de la
interpretacié que inclou criteris subjectius o restringits a un tipus sol o de regio (Sojka
i Upchurch, 1999; Garcia-Alvarez et al., 2003; Karlen et al., 2003).

Nosaltres considerem que la introduccié del terme qualitat dels sdls implica una
perspectiva d’estudi que aporta com a principals contribucions, per una banda la
unificacio sota un mateix concepte d’'un ampli ventall de contextos amb diversitat de
problematiques (impactes naturals o d’accié de I'home) i per una altra banda la
sistematitzacié metodologica del seu estudi.

La primera de les aportacions que podriem anomenar com a aglutinadora, deriva d’
enfocar l'estudi a partir del terme funcié del sol i associar qualitat a aptitud per a
desenvolupar una determinada funcio. Les funcions del sol es defineixen com a
resultat de la conscienciacid que els soOls sén un component clau en la biosfera
terrestre i contrasten amb la visid restringida de la classica productivitat de sistemes
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agricoles. Aixi per exemple, el 1995 la Soil Science Society of America (Carter et al.,
1997) va descriure com a funcions basiques del sols:

> Sostenir I'activitat biologica, la diversitat i la productivitat

> Regular i repartir el flux daigua i soluts

> Filtrar, amortir, degradar, immobilitzar i desintoxicar substancies organiques i
inorganiques

» Emmagatzemar i reciclar nutrients i altres elements de la biosfera terrestre

La concepcid de funcié del sol té com a premissa important que hi ha propietats del sol
directament relacionades amb el desenvolupament d’aquestes funcions. Per tant no
hem de perdre de vista que estudiar qualitat és estudiar (de fet, seguir estudiant) les
propietats dels sols. En aquest sentit pero, cal tenir en compte que el concepte
gualitat del sol diferencia dues parts: la part de capacitat propia (la que és inherent al
propi sol i als factors de clima i relleu) i la part de capacitat dinamica. Si bé la primera
part estaria relacionada amb les propietats que es consideren que varien poc amb el
temps i que més tradicionalment han estat estudiades, la segona part és un
component més innovador ja que considera que hi ha propietats del sol que poden
canviar a curt termini en resposta al seu Us o gestidé. Una gestié sostenible és aquella
gue manté o incrementa la qualitat del sol.

La segona de les aportacions és extremadament util ja que proporciona eines que
han de facilitar el diagnostic i mesura de la qualitat. En aquest sentit s’estableix una
sistematica per a l'avaluacié de la qualitat del sol basada en la seglient seqiéncia
(Carter et al., 1997):

> Definir la funcié que ha de complir el sol

> Detectar els processos del sol que s’encarreguen de la funcid

> Coneixer i identificar les propietats del sol que tenen influéncia en aquest
procés

> Establir els indicadors que mesuren aquestes propietats

> I finalment, establir la metodologia de mesura d’aquests indicadors

Definir la funcié vol dir saber qué fa el sol o que s’espera que faci. A grans trets
podem considerar les funcions ecologiques del sol (el sl com a reactor, com a habitat
i com a reserva geneética) i les funcions relacionades amb les activitats humanes
(suport de construccions, extraccid d’‘aiglies subterranies, provisi6 de materials,
produccié de collites, espais recreatius...). Cal tenir present que sovint els sols
desenvolupen varies funcions simultaniament de forma no independent i que per tant
I'avaluacié de la qualitat del sol esdevé complexa des del moment en qué hem de
considerar el seu caracter multifuncional (Nortcliff, 1997; Nortcliff, 2002). Definir la
funcidé del sol vol dir també definir els diferents components que la caracteritzen. Aixi,
per exemple, des del punt de vista agronomic la funcié especifica del sol seria la
promocio del creixement vegetal i aquesta funcio principal es pot descompondre en les
cinc seglients: medi pel creixement de les plantes, regulador de I'aigua, regulador dels
gasos, regulador de l'energia i amortidor o filtre. Per estudiar cadascuna dels
components es concreten els processos que tenen lloc en el sol i que la fan possible
(aixi tindriem per exemple emmagatzematge d’aigua, infiltracié d’aigua, disponibilitat
d’aigua..... ). Aquests processos sOn coneguts i se sap que depenen d’un conjunt de
propietats fisiques, quimiques i biologiques del sol perd I'estudi de la qualitat implica
identificar quines sén les propietats clau del procés, les que intervenen d’una forma
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critica en la capacitat del sol per a desenvolupar la funcié que hem definit. A més a
més, aquestes propietats han de ser mesurables i per tant s’han d’establir els
indicadors adients. Es en aquest sentit que Karlen et al. (1997) assenyalen, en I'escala
de l'avaluacié de la qualitat del sol, la necessitat d’'un nivell zero de recerca basica
sobre les propietats i els seus indicadors. Els indicadors que soén especialment
valuosos en l'estudi de la qualitat son aquells que reflecteixen o mesuren canvis del
procés lligat a la funcié i que d’aquesta forma poden detectar la pérdua o |” increment
de qualitat (Carter et al., 1997; Knoepp et al., 2000; Karlen et al., 2003). Un dels
reptes importants del concepte de qualitat del sol és precisament identificar aquestes
propietats clau i confeccionar I'anomenada minimum data set (MDS) que equival al
nombre minim de propietats del sol responsables d’informar de forma directa del
procés que sustenta una funcio especifica.

Els indicadors poden ser una mesura directa o bé indirecta de la propietat, poden ser
simples o bé incloure un conjunt d‘atributs del sol, perd han de ser facilment
mesurables i validables. Diversos autors assenyalen la importancia d’establir
metodologies estandarditzades tant de camp com de laboratori per a I'obtencié dels
indicadors (Doran i Parkin, 1994; Nortcliff, 1997; Arshad i Martin, 2002; Filip, 2002).
De la mateixa manera aquests autors també adverteixen de la necessitat de la
confeccié de bases de dades dels indicadors (rangs, valors de referencia, valors
critics..) per diferents sols i climes que facilitin la seva interpretacio.

La sistematica d’estudi de la qualitat del sol es pot complementar amb metodes
matematics i estadistics que desemboquin en |'elaboracié dels anomenats index de
gualitat on els indicadors queden integrats en una expressié algebraica. En aquests
casos, l'estudi de qualitat acompleix com a objectiu final d’esdevenir una eina de
monitoritzacié de |'estat del sol (Doran i Parkin, 1994; Carter et al., 1997). Revisions
bibliografiques recents sobre els treballs publicats en els darrers 10 anys sobre
gualitat del sol assenyalen, perd, que una proporcid molt petita dels estudis sobre
qualitat acaben proposant una mesura objectiva per a la seva quantificacié d’acord
amb un index (Gil-Sotres et al., 2005; Bastida et al., 2008c).

Una altra de les necessitats derivades de l'estudi dels soOls sota la disciplina de la
gualitat és l'establiment dels estandards de qualitat. D’acord amb Doran i Parkin
(1994) s’han establert dos criteris com a estandards de qualitat del sol: el que
correspon a un Optim de productivitat amb un minim d’impacte ambiental i el que
correspon a les condicions del sol natural. El primer és el que els mateixos autors van
proposar per avaluar sistemes agricoles. En aquest criteri es té en compte que la
funcidé principal del sol és la de produccio vegetal perd s’estudia des de la perspectiva
de la sostenibilitat que comporta també preservar la qualitat ambiental (en termes
d'aigua i aire) i contribuir a la salut humana i animal (seguretat i qualitat dels
aliments). L'opcié d'utilitzar els sols naturals com a referéncia permet una visié més
amplia de la qualitat del sol des del punt de vista de sostenibilitat. Es basa en
I'associacié de maxim de la qualitat amb la viabilitat per a I’ecosistema i a llarg termini
de I'equilibri que assoleixen (lliurement quan no tenen intervencié antropica o aquesta
és minima) els components del sol amb les seves condicions propies de clima i
vegetacié (Dick, 1994; Trasar-Cepeda et al., 1998; Gil-Sotres et al., 2005). Aixi,
trobem en la bibliografia el terme sol natural com a sol climax per exportacié del
concepte de vegetacio climax. D'acord a Ellert et al. (1997) el punt de referéncia més
ampliament utilitzat per estudiar les incidéncies de les practiques agricoles sobre la
qualitat del sol és la relativa a sol natural (ecosistema sense cultivar) de la mateixa
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localitat amb una roca mare, relleu i clima similars a pesar de tenir en compte les
diferents caracteristiques entre un ecosistema agricola i un de natural. Aquesta opcio
té I'avantatge de ser una referéncia per a cada area geografica perd presenta com a
dificultat la mancanca de sols naturals de referéncia si tenim en compte |'acusada
accié antropica en temps i espai.

2.1.2 El component biologic de la qualitat del sol

Quan l'erosidé no és superior a la velocitat de formacié del sol, el factor més important
gue regula la qualitat del sol sén les propietats biologiques (Elliot et al., 1996).
S’entén per component biologic de la qualitat del sol els organismes vius del sol
(plantes, animals i microorganismes) i els processos i materials derivats dels
organismes vius. En termes generals es parla de components bidtics del sol i
s’estudien també en relacié estreta amb la resta de components (abiotics) (Gregorich
et al., 1997).

En les primeres propostes d’avaluacié de la qualitat dels sols a través d’indicadors
basics ja apareixien caracteristiques biologiques del sol. Cal recordar que aquests
estudis es varen fer amb |'objectiu de valorar I’ impacte dels sistemes agraris sobre el
medi i derivaven del reconeixement del paper clau de la matéria organica (MO) i la
seva perdua amb els cultius i de la consciéncia de la importancia de la interrelacié
entre les propietats fisiques, quimiques i biologiques. Aixi tenim que Doran i Parking
(1994) proposaren com a minimum data set (MDS) una seleccié d’indicadors fisics
(textura, espessor i profunditat d‘arrelament, densitat aparent, taxa d'infiltracid,
contingut i capacitat de retencié i d’'emmagatzematge d’aigua i temperatura) i quimics
(pH, conductivitat eléctrica, carboni (C) i nitrogen (N) totals i continguts en N mineral,
fosfor i potassi extractables) juntament amb indicadors bioldgics com el carboni de la
biomassa microbiana (BMC), el N de biomassa microbiana, la respiracié, el N
mineralitzable i les relacions entre elles. Simultaniament, Karlen i Scott (1994) per la
seva banda fan una proposta d’index de qualitat per avaluar |'efecte de la incorporacio
de les restes de collita; fan una aposta similar utilitzant junt amb altres 8 parametres
generals, també com a indicadors, la biomassa microbiana i la respiracid, la poblacid
de cucs de terra i el contingut en ergosterol (mesura de fongs). Aquest mateix autor,
pero, afirma que tot i el potencial que representaven els indicadors biologics que es
comengaven a utilitzar llavors no es recomanava la seva inclusié com a control de
rutina de la qualitat dels sols agricoles.

En contrast amb aquestes primeres consideracions, aquest tipus de parametres van
ser progressivament incorporats. Aixi tenim que d’acord a la revisié de 52 programes
de monitoritzacié de qualitat ambiental/sol a nivell mundial disponibles fins el 2003, el
29 % dels programes feien servir indicadors que tenen caracter bioldogic (Melé i
Crowley, 2008). Els mateixos autors detallen, perd, també que la major part (87%)
seguien fent servir indicadors quimics (pH, fraccions de C, salinitat, capacitat de
bescanvi, nutrients N, P i K disponibles) i el 56% de tipus fisic (humitat, grandaria de
particula i resisténcia a la penetracio).

Les propietats biologiques del sol sén particularment adequades com a indicador
de la qualitat del sol, perqué responen als canvis tant naturals com induits per I’'home
(Turco et al., 1994; Elliot et al., 1996; Gregorich et al., 1997; Garcia et al., 2000;
Nortcliff, 2002; Gil-Sotres et al., 2005; Bastida et al., 2008c). Hi ha consens, doncs,
en valorar especialment la sensibilitat d’aquests parametres en contrast amb els fisics
i quimics que només varien si ha una gran pertorbacié del sol a llarg termini (Filip,
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2002). Paral-lelament pero, també existeix consens respecte de les mancances que
presenten aquest tipus de propietats per a complir els requisits d’indicador de qualitat.
Aguestes mancances es poden agrupar en dificultats metodologiques i d’interpretacio.
Les metodologies de determinacido dels parametres biologics estan especialment
mancades de protocols d’estandarditzacié i a més els resultats sén molt dependents
dels pretractaments de la mostra i de les condicions de conservacid; a més presenten
gran variabilitat respecte de factors com la historia del sol, la variabilitat estacional i el
sistema de mostreig (Gregorich et al., 1997; Nortcliff, 2002; Schloter et al., 2003; Gil-
Sotres et al., 2005). La principal dificultat a I’hora d’interpretar aquests parametres és
gue generalment no es coneixen els valors de referéncia dels nivells optims (Dalal,
1998). Generalment s’assumeix que valors alts d‘aquest tipus d’indicadors de la
qualitat biologica van associats a nivells alts de qualitat del sol, perd s’ha de tenir
precaucio a I’'hora de fer aquesta interpretacié. A més a més poques vegades el valor
absolut és de prou utilitat i I’evolucié o els valors relatius sén més adequats. Aquestes
mancances provoquen que diferents autors arribin a conclusions contradictories sobre
com una determinada pertorbacié afecta la qualitat del sol (Gil-Sotres et al., 2005).

Per tenir una visido general de quins sén o poden ser els parametres a incloure en
aquest component de la qualitat esmentarem, com a punt de partida, un dels primers
estudis sistematics sobre el component biologic de la qualitat del sol realitzat per
Gregorich et al. (1994 i 1997). Aquests autors, des d'un punt de vista agricola i
considerant la MO una propietat clau per a l'estudi de la qualitat del sol, fan una
proposta de MDS per a l'estimacié de la qualitat de la MO d’acord amb els tres
processos en la que esta implicada: |'activitat biologica, la reserva de nutrients i
I'estabilitat estructural del sol (Gregorich et al., 1994). Aquesta MDS representa una
proposta de sis indicadors que posteriorment amb una visi6 més amplia passen a ser
deu i apareixen classificats en quatre grans grups: els atributs directament relacionats
amb els cicles de la mateéria organica, els relacionats amb els organismes vius, els que
tenen a veure amb el procés microbioldgic i els relacionats amb les plantes. (Gregorich
et al., 1997). La proposta d’indicadors, per als tres primers d‘aquest grup,
s’'especifiquen a la Taula 2.1; podem veure que dos dels indicadors proposats per
aquests autors (carbohidrats i enzims) son els que nosaltres hem triat en el present
estudi i que descrivim amb detall en |'apartat 2.2 com a Els nostres parametres .

Taula 2.1. Propietats de qualitat biologica del sol i els seus indicadors (Gregorich et al., 1997).

Continguts totals de Carboni i de Nitrogen
Fracci6 lleugera

Contingut en matéria macro organica
Biomassa microbiana

Micorrizes

Matéria Organica del sol 1
2
3
4
5.
6. Fauna
7
8
9
1

Organismes del sol

Mineralitzacioé del Carboni i Nitrogen
Carbohidrats

. Enzims

0. Activitat microbiana

Processos microbians

Si contrastem la visié de partida amb d’altres treballs genérics sobre el component
biologic de la qualitat dels sols, constatem que no s’inclouen la totalitat dels proposats
per Gregorich (1997) ni donen la mateixa importancia als diferents grups. En termes
generals els indicadors més utilitzats son la biomassa microbiana, la respiracio i els
enzims junt amb la mineralitzacié del N, diversitat microbiana i grups funcionals de la
fauna (Scholer et al., 2003; Melé i Crowley, 2008). Si ho analitzem amb més detall
podem dir que:

41



2. Introduccié General: La Qualitat del Sol

a. Es poc freqiient incloure I'estudi de les caracteristiques de la MO ja que es
considera que forma part de caracteristiques de tipus quimic, tot i que alguns
autors (Knoepp et al., 2000) mantenen el seu estudi (en detriment dels
processos enzimatics). De la mateixa forma és poc freqient incloure la
determinacié dels carbohidrats encara que si que trobem habitualment les
determinacions de carboni i/o de carbohidrats solubles en aigua i/o sulfat
potassic.

b. Alguns autors posen especial émfasi en el paper dels microorganismes i per
tant proposen no només parametres microbioldogics de quantificacio i activitat
generals sind també de composicio i diversitat de la microflora (Filip, 2002;
Hofman et al., 2003; Schloter et al., 2003; Melé et al., 2008). En aquest
aspecte cal remarcar que des dels inicis es va reconeixer el paper destacat dels
microorganismes en la qualitat del sol no només en la fertilitat agricola, sind
també en estudis de restauracié i contaminacié de sols. En aquests estudis es
va adoptar com a millor perspectiva per a un rapid reconeixement dels canvis
en la qualitat el nivell anomenat d’ecosistema (cicles del bioelements i
transformacié de la MO) davant d‘altres nivells com estudi de poblacions o de
comunitats (Visser i Parkinson, 1992). Actualment, perd, és en aquests altres
nivells on poden tenir un paper més rellevant les noves técniques moleculars
de diagnosi per a l'estudi de la qualitat del sol (Bastida et al., 2008c; Melé et
al., 2008).

c. D’altres autors es centren en els parametres lligats als processos, o sigui que
posen |'accent en una perspectiva més bioquimica. Des d'aquest punt de vista
el conjunt de propietats del sol que poden formar part d'un component biologic
del sol, queden agrupats en els parametres bioquimics generals que
reflecteixen |'activitat dels processos microbians i en els parametres bioquimics
especifics, que inclouen els enzims hidrolitics.

En base a aquesta darrera perspectiva bioquimica, Gil-Sotres et al. (2005) fan un
important treball de revisid bibliografica abastant els estudis de la qualitat del sol
publicats entre 1990 i 2003. A partir de les dades recollides detallen quins sén els
parametres que s’han utilitzat i quines sén les diferents perspectives d’utilitzacio.
D’acord amb l|'analisi d’aquestes dades, si només tenim en compte la utilitzacié dels
parametres de forma individual, el 40 % de les publicacions fan servir parametres
generals (biomassa microbiana, respiracio, activitat deshidrogenasa, N mineralitzable,
ATP i la capacitat hidrolitica-FDA) i un 60 % fan servir parametres especifics (activitats
enzimatiques). Més detalladament indiquen que l|la biomassa microbiana és el
parametre que presenta un percentatge meés alt d’utilitzacio (41 % dels autors)
seguida per les activitats enzimatiques fosfatasica i deshidrogenasa (ambdues 28%) i
el N mineralitzable i I'activitat B-glucosidasa (ambdues 16 %) i finalment |'activitat
ureasica (11 %).

Si contrastem aquest estudi amb la primera proposta de Gregorich (1997) des d'una
perspectiva agricola, veiem que quedarien exclosos els indicadors de caracteritzaci6 de
la MO (continguts totals, fraccions i carbohidrats) i els més propiament biologics
(fauna i micorrizes). Val a dir també que apareixen com a nous parametres la
concentraci6 de ATP en el sol, que és una estimaci6 de la preséncia de
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microorganismes vius, i la capacitat hidrolitica-FDA. L'anomenat FDA determina la
hidrolisi de la fluoresceina diacetat (3’,6'-diacetilfluoresceina) quantificant el producte
de la reaccié (fluoresceina) per espectrofotometria. Es pot considerar una mesura
rapida de l'activitat microbiana ja que el substrat pot ser hidrolitzat per diferents
enzims (proteases, lipases i esterases) de bacteéries i fongs (Schnirer i Rosswall,
1982). En termes de qualitat Dick (1994) considera valuds aquest parametre pel fet
de no ser un assaig tan especific com la mesura d’una activitat enzimatica.

Els autors Gil-Sotres et al. (2005) per0, coincideixen a grans trets amb les
consideracions apuntades inicialment per Gregorich et al. (1997), respecte de Ia
idoneitat de cadascun d‘aquests parametres com a indicadors de qualitat. Aixi
destaquen que la biomassa presenta resultats contradictoris ja que si bé s’incrementa
per certes practiques agricoles (com la fertilitzacié organica i la rotacié de cultius) no
té resposta clara al inputs de N mineral, utilitzacié d’herbicides o bé contaminacio per
metalls pesants. El mateix tipus de comportament presenta |'activitat deshidrogenasa,
indicador d'activitat microbiana oxidativa, tot i que resulta ser un bon indicador de
recuperacio de sols contaminats per abocaments de petroli. Respecte de la capacitat
de mineralitzaci6 del N assenyalen també que presenta com a limitacié l'alta
variabilitat estacional i el baix grau d’afectacié per diferents practiques agricoles.
També corroboren la importancia de la resposta dels enzims davant multiples
afectacions i destaquen especialment la valua i fiabilitat de la fosfatasa com a
indicador.

Cal considerar a més a més, que Gil-Sotres et al. (2005) fan una analisi critica de les
capacitats i mancances d’aquests parametres individuals com a indicadors de
qualitat tenint en compte els requisits necessaris per a qué una propietat del sol
pugui ser un bon indicador d’acord a Elliot et al. (1996) i a Dalal (1998). En aquest
sentit aquests autors destaquen que, entre d'altres requisits, un indicador ha de ser
sensible al maxim nombre possible d’agents causants de pertorbacié (maneig agricola,
contaminacio, restauracié..) i han d’existir valors de referéncia que facilitin la seva
interpretacid. Gil-Sotres et al. (2005) posen de manifest, aportant resultats dels seus
propis treballs, que tant les activitats enzimatiques com la resta de parametres
bioguimics generals incompleixen, hores d’ara, aquests requeriments i apunten com a
principals problemes:

v' Gran variabilitat: climatica, geografica, estacional i pedogenética (inclis dels
sols climax d’acord a Trasar-Cepeda et al. (1998)

v" Diversitat de protocols experimentals

v' Mancanga de valors de referéncia

v Incapacitat per discriminar diferents nivells de degradacié

En el treball més recent de Bastida et al. (2008c) sobre una revisid bibliografica més
focalitzada en la utilitzacié d’index de qualitat arreu del mon trobem coincidéncies amb
el que hem descrit fins ara sobre quins son els parametres de qualitat bioldogica més
utilitzats i les seves mancances com a indicadors.

En els treballs de qualitat del sol, els parametres bioquimics a més d’utilitzar-se

individualment també apareixen com indexs simples i multi parameétrics segons siguin
relacions simples entre dos parametres o bé expressions més complexes.
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Els indexs simples van ser proposats per a facilitar la tasca d’interpretacié dels
parametres individuals (Dalal, 1998) perd es considera que tenen les mateixes
limitacions (Gil-Sotres et al., 2005; Bastida et al., 2008c). El coeficient metabolic
(gCO,) és el més ampliament utilitzat junt amb les relacions de les propietats
bioguimiques amb el contingut en carboni (en el cas d'activitats enzimatiques reben el
nom d’activitats especifiques) o el nitrogen total del sdl o amb el contingut en
biomassa.

El coeficient metabolic (o respiratori) qCO, va ser proposat per Anderson el 1985 i
correspon a la quantitat de substrat que es mineralitzat per unitat de carboni de
biomassa microbiana. Aquest index fisiologic s'interpreta com a una mesura de la
maduresa d’un ecosistema; aixi s’entén que un ecosistema estable respon a una
pertorbacié, en general, amb un increment del coeficient (Dalal, 1998). Ha resultat ser
un bon indicador de diferents tipus d‘alteracié (com la preséncia de metalls pesants)
pero alhora és insensible a algunes pertorbacions; a més el seu significat pot ser poc
clar degut a qué es pot modificar per altres causes i es pot confondre amb estres
microbia (Gil-Sotres et al., 2005; Bastida et al., 2008c). Gil-Sotres et al. (2005)
destaquen I'ampli marge de valors d’aquest index qCO, per un sistema estable com
sOls naturals amb vegetacié climax.

Els index com les activitats enzimatiques especifiques o els que resulten de dividir el
carboni de la biomassa o la respiracid pel carboni organic (quocient microbia i
respiracié especifica, respectivament) sén utils per comparar valors en sols amb
diferent nivell de MO. La proporcié de BMC respecte del C s’ha proposat com a index
basant-se en la major sensibilitat d’aquesta fraccié als canvis que no pas el global de
la MO; aixi els efectes de degradacido es poden detectar abans amb una disminucid
d’aquesta proporcio.

Una tercera perspectiva d’utilitzacié dels parametres bioquimics en l'estudi de la
qualitat del sol és l'elaboracié dels anomenats index multi parameétrics o
expressions complexes d’un conjunt d’indicadors. En aquest tema és d’especial interés
la revisio realitzada per Bastida et al. (2008c) sobre els indexs de qualitat des d’una
perspectiva de component bioldgic de qualitat i a nivell mundial. Aquests autors
detallen els resultats obtinguts pels més de 25 grups de treball sobre la construccio i
la utilitzacié d‘index de qualitat diferenciant els soOls agricoles i no agricoles (sols
naturals). Pel que fa a utilitzacié d'index de caracter multi paramétric en sols agricoles
destaquem com a principals les segiients tres aportacions:

a. El referent en I'estudi del desenvolupament d’index de qualitat en sols agricoles
son els treballs de Karlen i Scott (1994). Aquests autors varen ser dels primers
en establir una metodologia en la construccio i I'aplicacié d’index de qualitat del
sol de tipus multi paramétric. Tot i que la metodologia establerta per aquests
autors ha estat una referéncia important en treballs posteriors, presenta com a
principal mancanga el suport matematic que permet establir els coeficients
corresponents al pes de cadascuna de les funcions en |'expressié de l'index de
qualitat que proposen. Posteriorment, altres autors aportaren la base
matematica i estadistica necessaria per a la tria del nimero minim d’ indicadors
(per components principals) i per l'expressio de I'index (per Ianalisi
multivariant).
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b. La metodologia proposada ha estat aplicada per molts autors en multiples
experiencies de llarga durada (més de deu anys) amb objectius diversos i en la
majoria dels casos els indexs de qualitat permeten diferenciar la incidéncia de
diferents tipus de practiques agricoles sobre la qualitat del sol. En molts casos
els nivells més alts de qualitat s’assoleixen amb les practiques de fertilitzacio
organica (rotacié de -cultius, incorporaci6 de restes de cultiu, produccid
integrada).

c. Els indicadors utilitzats (habitualment entre cinc i deu) sén basicament de tipus
fisic (estabilitat dels agregats, densitat real, conductivitat hidraulica), quimic o
fisicoquimic (pH, conductivitat eléctrica, MO, N o P disponibles) i |’ indicador
biologic més ampliament utilitzat, sense considerar els que utilitzen les
activitats enzimatiques, és la biomassa microbiana.

Pel que fa a utilitzacié d'index de caracter multi parameétric en sols no agricoles i
naturals destaquem com a principals les seguents tres aportacions:

d. Existeixen menys grups de treball (cinc dels nou grups sén espanyols) respecte
dels que estudien el sols agricoles, els treballs s6n més recents i la contribucid
del component biologic és més important que la fisica i quimica.

e. Els indicadors més utilitzats sén les activitats enzimatiques juntament amb els
bioguimics generals com la biomassa, la respiracié i la mineralitzacié del N.
També apareixen els continguts en carboni i carbohidrats solubles en aigua.

f. Els treballs arriben a proposar dos tipus d’expressions multiparametriques: les
gue es formulen com a index auto interpretables i les que es basen en la
prediccié d'una de les variables a partir d’'una relacié algebraica de la resta de
les variables. En tots dos casos les propostes s’acompanyen d’estudis de
validacio i d’aplicacio de la seva utilitat per posar de manifest pertorbacions del
sol.

Dins de la categoria d’index de qualitat per a sols no agricoles Bastida et al. (2008c)
també consideren els estudis sobre explotacid sostenible de boscos i pel que fa a sols
contaminats també recullen I'existéncia d‘index de qualitat multi parameétrics a base
de parametres bioldgics i bioquimics que obtenen bons resultats per diferenciar nivells
de contaminacid (hidrocarburs, herbicides i metalls pesants). La visi6 més detallada
dels indexs de qualitat que utilitzen basicament activitats enzimatiques Ila
desenvolupem en |'apartat seglient 2.1.3.

La utilitzacié d’'index multi paramétrics per a I'estudi de qualitat supleix les mancances
d’interpretacié que tenen els parametres utilitzats individualment i representa |'encert
d’afrontar des d’una vessant més completa el repte que suposa l'estudi de la
complexitat del funcionament del sol i de la seva qualitat. Com a principal limitacié
hem d’assenyalar, pero, el seu Us restringit a un determinat tipus de sol, és a dir, al
que s’ha fet servir per a la seva generacié/deduccié. L'extrapolacié de la seva aplicacié
i) requereix dels processos previs de validaci6 de l'index de qualitat en d’altres
condicions (Gil-Sotres et al., 2005; Bastida et al., 2008c), i ii) no tenen caracter
universal quan en general es necessita que el tingui si es vol legislar en politica de
proteccié del sol a nivell de diferents paisos (Gil-Sotres et al., 2005).
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Finalment sobre quin sén els futurs indicadors de qualitat, Bastida et al. (2008c)
destaquen el potencial de l'espectroscopia NIR (Near Infrared Spectroscopy) i les
aportacions de les técniques derivades de la biologia molecular. L'espectroscopia NIR
és una técnica rapida, economica i no destructiva que proporciona espectres
d’absorcié que basicament contenen informacié de la composicié organica de la mostra
de sol (enllagos C-H, N-H, S-H, C=0 i O-H). A partir d'aquests espectres i amb un
procés previ de calibracié extern adequat es pot treure informacio de les propietats del
sols. Diferents estudis han trobat bons resultats en la prediccié de propietats fisiques,
guimiques i també biologiques. Aixi, Zornoza et al. (2008b) amb una col-leccié6 de més
de 300 sols de la provincia d’Alacant amb diferents caracteristiques d’Us, de vegetacid
i de condicions climatiques, troben molt bona prediccié per molts parametres
fisicoquimics, quimics i bioquimics com la biomassa microbiana, la respiracio, les
activitats enzimatiques fosfatasica i B-glucosidasa, i biologics com la diversitat
microbiana. La biologia molecular aporta noves metodologies netes i rapides
d'extraccié de proteines i acids nucleics que poden tenir un gran paper en el
desenvolupament de nous indicadors de qualitat. La diversitat microbiana
tradicionalment s’ha estudiat a través del perfil d’acids grassos anomenat index de
diversitat microbiana o PLFAs (Phospholipid Fatty Acids). La metagenomica
(transcriptomica) implica extraccid, clonacid, analisi de tota la informacié geneética
d’un habitat, en aquest cas d'un sol, i per tant pot ser extraordinariament valuosa en
I'estudi de l'ecologia microbiana. Malgrat que aquesta informacié pot significar
I'aparicié d'indicadors de qualitat sensibles, aquests indicadors no poden proporcionar
informacid sobre la funcié d’'una determinada espécie microbiana en el sol. La manca
del nexe entre I'expressié genética i una determinada activitat microbiana o funcid
relacionada amb la qualitat del sol es pot suplir a través de la técnica SIP (Stable
Isotope Probing) que incorpora *C o !°N en la biomassa amb DNA o RNA marcat
isotopicament. Aquesta tecnica ha obtingut bons resultats en identificar els tipus de
microorganismes actius en la degradacié de certs contaminants. Aixi mateix, la
metaprotedmica i a pesar de problemes metodologics, també ha obtingut bons
resultats en detectar els enzims responsables de la degradacio de la matéria organica i
biodegradacié de contaminants.

2.1.3 Els enzims com a indicadors de qualitat del sol: potencialitat i
mancances

La fauna del sol, les plantes i els microorganismes representen les fonts d’enzims del
soOl i encara que és dificil discriminar entre aquests tres origens es creu que la font
dels enzims del sol és basicament de tipus microbia (Dick, 1994). D’'acord als diferents
estadis en la vida d’'un enzim Burns (1982) va aportar una exhaustiva diferenciacio
d’on es poden localitzar i actuar els enzims al sol atenent al seu microambient. L'estat,
la localitzacio i la persisténcia dels enzims en el sol és un tema complex que ha donat
lloc a diferents classificacions (Taula 2.2). Podem considerar que els anomenats
enzims extracel-lulars estan constituits, fonamentalment, per aquells que, un cop
segregats a la solucié aquosa del sol, no sén degradats rapidament per les proteases
sin6 que, per diferents mecanismes, queden estabilitzats en el complex argilo-himic i
immobilitzats en una xarxa macromolecular tridimensional (Alef i Nannipieri, 1995).
Actualment i d’acord amb resultats experimentals, esta molt acceptat que els enzims
del sol estan immobilitzats en una xarxa de complexos organo-minerals. Aquesta
caracteristica d’interaccié amb el component abiotic és la que déna als enzims la seva
importancia com a indicadors de qualitat (Tate III, 2002). L’existéncia dels enzims
extracel-lulars permet veure el sol com un teixit viu, com una entitat bioldgica on es
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donen reaccions quimiques complexes tal com ho va concebre Quastel ja I'any 1946
(Dick, 1994). Aquest fet comporta que tant la fase organica com la mineral d’un sol,
junt amb la rizosfera, tinguin una influéncia especial en la seva activitat enzimatica
(Tabatabai i Dick, 2002).

Taula 2.2. Criteris de classificacié dels enzims en funcié de la seva localitzacié al sol.

Localitzacions dels enzims en el sol d’acord amb Burns (1982)

1. Intracel-lulars estrictes (actuen dins la cél-lula, en el citoplasma de microorganismes, plantes o
animals)

2. Periplasmatiques (actuen en l'espai periplasmatic)

Enganxats a la paret cel-lular de cel-lules vives (ectoenzims)

Extracel-lulars estrictes (secretats per les cél-lules vives per a la seva activitat normal i que es

troben en la solucié aquosa del sol)

En cel-lules vives pero no proliferatives (espores microbianes, arrels, llavors ...)

En cél-lules mortes o residus cel-lulars

Lliures (es troben en la solucié del sol pero provenen de cel-lules existents o de lisi cel-lular)

Associats temporalment a complexes Enzim-Substrat (solubles o insolubles)

. Adsorbits al silicats

10. Associats a col-loides humics

> W

©® N,

Localitzacions dels enzims en el sol d’acord amb Nannipieri et al. (2002 i 2006)

1. Enzims intracel-lulars
Son principalment els associats a cel-lules microbianes (fongs i bacteris) pero també de les arrels i
la fauna del sol
2. Enzims extracel-lulars
2.1 Lliures
2.2 Complexats amb les argiles
2.3 Complexats amb I'humus

Localitzacions dels enzims en el sol d’acord amb Bonmati et al. (2003)

1. Enzims associats a la biomassa existent
1.1 Els estrictament intracel-lulars
1.2 Els enzims lliures, que anomenen desprotegits

2. Enzims associats a la matéria organica no humificada
2.1 Els de les cel-lules no proliferatives o restes cel-lulars
2.2 Els associats a lipopolisacarids (una part dels lliures poden quedar parcialment protegits quan
s’uneixen a lipopolisacarids parcialment hidrolitzats procedents de parets de bacteris i que
posteriorment poden passar a formar part del enzims immobilitzats amb la seva uni6 als col-loides
hdmics)

3. Enzims immobilitzats (terme que manté el sentit original i inclou aquells que no depenen de la
biomassa ni de les seves oscil-lacions i tenen una vida mitjana llarga)
3.1 Enzims adsorbits a silicats
3.2 Enzims units als col-loides himics
3.3 Enzims dels complexos argilo-himics

Ladd (2003) assenyala la importancia d’aquests enzims a partir dels valors
quantitatius de distribucié de la proteina en el sol. Afirma que tenint en compte que el
40 % del N total és N proteic i que el N de la biomassa (que representa només el 2 %
del N total) és majoritariament N d’aminoacids (proporcié del 75 %) el 90 % del N
proteic és extracel-lular. Qualitativament, hem de tenir present que els enzims que no
necessiten de cofactor i no s6n components d’una seqliéncia catabolica o anabolica
poden tenir un component extracel-lular important, d’aquests els que més s’han
estudiat son les hidrolases (Speir i Ross, 2002).

Hi ha dues vies d’estudi dels enzims extracel-lulars: la via de I'extraccié i I'obtencié de
complexos al laboratori. D’acord amb Nannipieri (2006) només s’han extret enzims
lliures o bé complexos E-humus pero no E-argila dels quals només es tenen evidéncies
indirectes ja que no s’han detectat per microscopia electronica. A través d’aquests
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estudis s’han proposat les teories sobre mecanismes de proteccido de l'activitat dels
enzims extracel-lulars en el soOl. Els principals mecanismes d’estabilitzacié i
immobilitzaci6 van ser proposats per Weetall I'any 1975: microencapsulacio,
encadenament, copolimeritzacid, adsorcid, bescanvi ionic i unié covalent (Burns,
1978). Els complexos hdmic-enzimatics es poden formar per adsorcid,
empresonament o copolimeritzacid de l'enzim en el procés d’humificaci6 o bé per
unions covalents, ponts d’hidrogen o atraccions ioniques a través de cations metal-lics
a la superficie del nucli himic ja format (Bonmati, 1988). Diferents estudis
(especialment amb ureasa, fosfatasa i arilsulfatasa) han evidenciat experimentalment
algunes d’aquestes formes d'unié amb els components minerals (adsorcid) i amb la
materia organica encara que no sempre han estat completament entesos (Tabatabai i
Dick, 2002). Els mecanismes d’estabilitzacié dels enzims immobilitzats ha d’assegurar
gue es manté de forma cataliticament activa encara que poden quedar alterades les
seves caracteristiques cinétiques. Normalment aquests mecanismes de proteccid
provoquen la disminucié de l'activitat, perd els protegeixen de |'accié de les proteases
o agents desnaturalitzants (Bonmati, 1988; Sinsabaugh, 1994a; Morra, 2002; Ladd,
2003).

A el component extracel-lular de l'activitat enzimatica se li dona, en molts casos, una
significacié ecologica que la potencia com a indicador de qualitat del sol. Aixi, Dick
(1994) sota la visié del sol com a ecosistema, afirma que un nivell optim d’enzims
extracel.lulars en el sol pot significar un factor de qualitat ja que considera que
aguest component enzimatic és molt important pels organismes del sol d’acord amb la
hipotesi formulada per Burns (1982). Aquest autor va postular que, els
microorganismes no tenen accés directe a certs substrats grans o insolubles ni els
poden detectar per induir la sintesi del sistema enzimatic necessari per a la seva
degradacié. El complex humus-enzim, en canvi, si que permetria |'accés directe
d’alguns substrats i mitjancant la catalisi donaria lloc a productes que si poden ser
assimilats pels microorganismes. Per a certes espécies aquest mecanisme podria
significar una estratégia de superviveéncia en condicions ambientals hostils.

Quan es parla d'enzims extracel-lulars és important tenir present la problematica
associada a la diferenciacié dels diferents components enzimatics a partir de |'assaig
enzimatic (que és una mesura indirecta de la concentracié d’enzim) (Nannipieri et al.,
2002; Tabatabai i Dick, 2002; Bonmati et al., 2003). Per respondre a la pregunta
Quina és la contribucio dels diferents components deguts a les diferents localitzacions
d’un mateix enzim en la mesura d’activitat a partir d’un assaig enzimatic hem de tenir
en compte:

> El tipus d’enzim, ja que no tots els enzims poden actuar fora de la cél-lula; per
exemple l'activitat deshidrogenasa que regula un procés intracel-lular, és
inactiva en forma extracel-lular.

> Els enzims extracel-lulars lliures tenen un curt periode de vida, per tant la
component extracel-lular sera majoritariament deguda als enzims immobilitzats
que es caracteritzaran per tenir resisténcia a la degradacié térmica i
proteolitica.

> El temps d’incubacié és una variable experimental important ja que afecta a les
complicacions degudes al creixement microbia, a la catalisi intracel-lular i a la
nova sintesi d’enzim durant l'assaig.
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> El pretractament de la mostra, es a dir fer I'assaig a partir de mostra humida,
assecada o rehidratada aixi com les condicions d’emmagatzematge, pot afectar
a la importancia relativa de les diferents components ja que s‘altera la seva
distribucié i els enzims no estan uniformement distribuits en les diferents
grandaries de particula.

Malgrat que en l'actualitat encara no es pugui diferenciar els components, en la
bibliografia trobem diferents estrategies seqguides per a la seva diferenciacié. D’acord
amb Nannipieri et al. (2002) aquestes estrategies deriven de considerar un dels dos
punts de partida excloents entre si:

1r. Que en la mesura de Il'activitat hi contribueixen dos components
(anomenats intra i extracel-lular) encara que el temps d‘incubacié sigui curt.
L'ds d'un agent bacteriostatic, com el tolug, per a prevenir el creixement
microbia i aixi la sintesi dels enzims intracel-lulars durant el periode d‘incubacié
no és satisfactori ja que provoca canvis en la permeabilitat de la paret cel-lular
i per tant l'alliberament dels enzims intracel-lulars. A més a més, aquest agent,
aixi com les radiacions, provoquen efectes variables depenent del sol en
I'assaig enzimatic.

2n. Que en els assaigs enzimatics curts (unes hores) la contribucié és
fonamentalment de el component extracel-lular i que el component total es pot
determinar després de provocar la lisi amb cloroform o amb ultrasons.

El primer punt de partida és el que mantenen Nannipieri et al. (2002) i proposen com
a temptativa d'investigacié de I'activitat extracel-lular |'anomenada Resposta
Fisiologica (PR). En aquest cas s'incuba el sol en condicions oOptimes de
desenvolupament microbia a través de subministrament de glucosa i nutrients (nitrat
o amoni) i es fan multiples mesures de biomassa microbiana (o d’ATP) i d’activitats
enzimatiques en la mostra incubada. De la correlacié d'aquests dues mesures es
dedueix l'activitat extracel-lular com la que correspon a la interpolacié a valors de zero
de biomassa.

El segon punt de partida és dels autors Klose i Tabatabai i sén partidaris del métode
Cloroform Fumigation (CF) (Nannipieri et al., 2002). La fumigacié amb cloroform o bé
el tractament amb ultrasons provoca la lisi de les cél-lules i per tant en la mesura de
|’activitat en una mostra aixi tractada consideren que hi ha la contribucié d’ambdos
components intra i extra cel-lular. Aquests autors van trobar en mostres humides de
sOls agricoles que el component d’activitat extracel-lular era en mitjana dels 45 % en
I'arilsulfatasa i del 47 % en la ureasa respecte de l|'activitat total. Seguint aquesta
mateixa linia d’acord amb els resultats sobre el grau d’afectacié per la fumigacié, Ladd
(2003) conclou que la deshidrogenasa és un enzim completament intracel-lular, la
caseina és extracel-lular i les proteases que actuen sobre peptids (ZPL i BAA) sén
majoritariament (80-90 %) extracel-lulars.

Per la seva banda Tate III (2002) afirma que |'existéncia dels diferents components
enzimatics pot quedar verificada a través de parametres cinétics. Com qué hi ha
alteracid dels parametres cinétics quan un enzim queda estabilitzat (adsorbit en les
argiles o bé quan queda enllacat covalentment a substancies huimiques o bé a

49



2. Introduccié General: La Qualitat del Sol

carbohidrats) el component que més segueix la cinética de Michaelis-Menten seria la
intracel-lular, la lligada als processos metabolics essencials.

Diversos autors tenen present que qualsevol estratégia de diferenciacié obliga a més a
més a descartar la existéncia de la catalisi no enzimatica encara que tampoc hi ha una
metodologia clara per a diferenciar-la. En aquest sentit, s’ha utilitzat I'esterilitzacié del
sol que desnaturalitza els enzims, perd no queda clar que no quedi activitat residual
del enzims acumulats i que no afecti a la propia activitat catalitica dels col-loides del
sol.

Finalment hem de pensar en el potencial que les noves técniques emergents poden
representar a |I'hora d’estudiar la localitzacié dels enzims en matrius com el sol i per
tant per esbrinar la importancia relativa dels diferents components que engloben
I'activitat enzimatica (Nannipieri, 2006; Wallenstein i Weintraub, 2008). En aquest
sentit Nannipieri (2006) considera que la caracteritzacié del contingut en ADN i ARN
del sol pot permetre la determinacio de les espéecies que intervenen en un determinat
procés, perod que és necessaria la informacié de la protedmica per conéixer realment la
seva funcid. Per aplicar correctament la proteomica als sols s’ha de tenir present la
complexitat del sistema ja que només el 4 % del N total esta present en la biomassa
mentre que el 30-45 % del N del sol esta present com a proteina extracel-lular
estabilitzada, no estan relacionada amb l'activitat microbiana. A més a més, un dels
problemes és el propi procés d’extraccié que mai déna un extracte prou net (obliga a
fer una purificacié previa a l'analisi de les proteines) i que s’obté una barreja de
proteina microbiana i de l'estabilitzada; en aquest sentit proposa com a via primer
separar les ceél-lules de les particules del sol. Només les proteines que estiguin
associades a cél-lules podran ser considerades en la caracteritzacié de les funcions
dels microorganismes en el sol i els seus canvis amb agents externs (protedmica
funcional). També proposa |'anomenada proteomica estructural, equivalent a
caracteritzar les proteines adsorbides o estabilitzades als col-loides i entendre els
mecanismes d’estabilitzacié. Per la seva banda, Wallenstein i Weintraub (2008)
proposen com a técniques emergents les mesures directes de l'activitat enzimatica in
situ (amb sensors o microscopia) i la deteccié directa dels productes de les reaccions
enzimatiques (espectrometries de masses). Aquests autors també destaquen les
técniques de microplats i la cromatografia per HPLC com a alternatives a les mesures
tradicionals de I'assaig enzimatic.

L'activitat de qualsevol enzim en el sol és el resultat de la sintesi, persisténcia,
estabilitzacid, regulacié i comportament catalitic de la proteina present en el sol en el
moment de |'assaig. Tots aquests processos estan dinamicament relacionats i
influenciats pels canvis fisics, quimics i biologics del sol. L'expressid i conservacio
d’'una activitat pot ser afectada per factors ambientals naturals (canvis estacionals,
localitzacié geografica, régim hidric o térmic) i activitats antropiques (practiques
agricoles, preséncia de contaminants...) (Gianfreda i Ruggiero, 2006).
D’acord amb aquesta premissa, la principal potencialitat dels enzims com a
indicadors de qualitat es sosté pels resultats de moltes experiéncies descrites a la
bibliografia sobre la influéncia d’aquests factors ambientals i de diversitat d’activitats
antropiques sobre les activitats enzimatiques del sol.

La primera utilitat que es va donar a les mesures d’activitat enzimatica va ser
considerar-les com a index de fertilitat en sols agricoles com a mesura del nivell de
disponibilitat en nutrients i per tant potencialment directament relacionats amb la
produccid. Entre els anys 1950 i 1960 les activitats enzimatiques invertasa, proteasa,
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asparaginasa, ureasa, fosfatasa i catalasa es van assumir com a indicadors valids de
fertilitat encara que a través de l'analisi de diverses experiéncies s’arriba a resultats
contradictoris (Nannipieri 1994; Nannipieri et al., 2002; Dick, 1994). Aquests autors
resumeixen la seva visid critica assenyalant:

> Només en sistemes no alterats podem esperar una estreta relacié entre un
parametre biologic o l'activitat enzimatica i la produccié vegetal; en sistemes
agricoles amb grans aportacions de nutrients i aigua es pot estimular el
creixement vegetal sense necessariament trobar resposta per part de la vida
microbiana del sol.

> Els fertilitzants poden incrementar la produccié i l'activitat de la biomassa i
rebaixar l'activitat enzimatica. Com a explicacié de certs resultats consideren
I’efecte supressor de certs fertilitzants sobre les activitats enzimatiques (amoni
sobre ureasa i amidasa, fosfat sobre fosfatasa).

> Els enzims estan relacionats amb una reaccié especifica per tant no poden ser
reflex de |'estat dels nutrients en un sol ni tampoc del global de |'activitat; aixi
la tria de I'enzim com a index de qualitat relacionada amb la fertilitat s’ha de
fer, per tant, acuradament.

Posteriorment prengueren interés els efectes de les diferents practiques agricoles
sobre les activitats enzimatiques del sol. La bibliografia recull resultats de multiples
experiencies a llarg termini sobre |'aplicacié de diferents tipus d’ adobat, tipus de
llaurat, rotacié de cultius, conservacié del dallat,..... que indiquen que les activitats
enzimatiques son sensibles i capaces de discriminar entre els tractaments. La seva
capacitat de resposta és rapida, ja que es donen quan encara no es detecten canvis
mesurables en la MO, i a més es comprova que perduren amb el temps (Dick, 1994).
Les diferents practiques agricoles alteren les propietats bioldgiques del sol i afecten els
valors, i la distribucio espacial en el perfil de sol, de la biomassa microbiana i la seva
activitat aixi com de les activitats enzimatiques. Principalment aquesta alteracié es
deu als canvis en l'aportacié de nutrients i en la quantitat i qualitat dels residus
vegetals que rep el sol. Generalment les activitats enzimatiques en un sol sense
cultivar sén superiors respecte d'un sdl amb cultiu si considerem la capa superficial
perd succeeix al contrari en les capes de més profunditat. En els cultius convencionals
s’accelera |'oxidacid6 microbiologica de la MO i s'‘estimula una major activitat
microbiana perd també hi ha una reduccié de la mateixa d’acord amb la pérdua de
MO. A més, la degradacio fisica del sol associada al monocultiu té efectes negatius
sobre l'activitat microbiologica. Les activitats enzimatiques es veuen afectades
indirectament pels canvis ocasionats en l'estructura de les comunitats microbianes
(Gianfreda i Ruggiero, 2006). Podem considerar que en general les esmenes
organiques (fems, adob verd, restes de collita, residus municipals,... ) augmenten
significativament l'activitat d’'una amplia gamma d’enzims i que encara que sovint
aquests materials contenen enzims, I'augment és basicament degut a I'estimulacié de
I'activitat microbiana (Martens i Frankenberger, 1992; Dick, 1994). Tanmateix és facil
trobar a la bibliografia una extensa i diversa relacié d’experiéncies sobre efectes de la
fertilitzacié organica davant la convencional a llarg termini amb resultats dificilment
generalitzables pel que fa a les activitats enzimatiques (Marschner et al., 2003,
Bending et al., 2004, Creccio et al., 2004, Béhme et al., 2005, Garcia-Ruiz et al.,
2008).
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Des d'una perspectiva ambiental també s’ha posat de manifest la utilitat de les
activitats enzimatiques (a través de la seva distribucidé en les particules de diferents
grandaries o bé de les caracteristiques cinétiques com la Ky) com a indicadors de
degradacio dels sols donada la seva associacié amb els canvis de la qualitat de la
mateéria organica (Speir i Ross, 2002). D'acord amb aquests autors pero, és superior la
seva capacitat d’indicar la recuperacié dels sols en la restauracié que la de prediccid
de la degradacié. En aquest sentit, troben correlacid entre les activitats enzimatiques
(especialment de les carbohidrolases) amb desenvolupament de la coberta vegetal i
s'incrementen més rapidament del que ho fa el contingut en MO. Diversos autors
manifesten l'evidéncia que les activitats enzimatiques decreixen en paral-lel a la
degradacio de la cobertura vegetal (Bastida et al., 2008a).

Pel que fa a l'efecte dels contaminants sobre les activitats enzimatiques els primers
estudis es deuen a Kiss et al. (1975). La bibliografia també és molt extensa i en
general, s’estudia per separat els contaminants organics (degut a abocaments o a I'Us
de pesticides en agricultura) dels inorganics (basicament, metalls pesants). Cal tenir
present que els efectes d’'un compost organic toxic en el sol sén temporals i depenen
de I'habilitat dels microorganismes para adaptar-se a la seva preséncia o a degradar-
lo. En contrast, els metalls pesants poden romandre en el sol i afectar a llarg termini
negativament diversos processos bidtics i abiotics (Gianfreda i Ruggiero, 2006).
Respecte dels contaminants organics, és important coneixer el seu temps de
persisténcia en el sol i Nannipieri (1994) considera que tenen efectes directes (poden
provocar inhibicié o estimulacié de l'activitat) i efectes indirectes (interaccié amb les
poblacions microbianes associades, efectes en la fisiologia dels microorganismes o bé
els derivats de la seva biodegradacid). La interaccié de l'activitat enzimatica amb els
pesticides s’ha estudiat molt a través de |'activitat deshidrogenasa per la seva relacié
amb l'activitat microbiana (Speir i Ross, 2002).

Els metalls pesants afecten les activitats enzimatiques per modificacié de la
conformacioé de la proteina i per inhibicié de la seva sintesi. També poden tenir efectes
indirectes en provocar canvis en la comunitat microbiana com la seleccié de
microorganismes resistents que disminueix |'efecte inhibidor quan el sol en rep
addicions successives. Nannipieri (1994) afirma que existeix una correlacié negativa
entre |'activitat enzimatica i la preséncia de metalls pesants (especialment Cu, Pb i Zn)
i que els efectes es poden quantificar a través de la EDsy 0 concentraciéo que redueix
I'activitat a la meitat. Els resultats sén pero contradictoris ja que els efectes depenen
no només de I'enzim i del metall i de la seva concentracié i forma en que es troba,
sind també del tipus de sol i dels altres compostos afegits amb el metall. L'aplicacié de
fangs de depuradora al sol ha estat una forma d’estudi dels efectes dels metalls
pesants. En aquests estudis, pero, cal tenir present que l'estimulacido de l'activitat
bioldgica provocada per proporcionar MO labil pot emmascarar 'efecte negatiu sobre
I'activitat enzimatica (Bonmati et al., 1985; Nannipieri, 1994; Speir i Ross, 2002;
Gianfreda i Ruggiero, 2006). Per altra banda, Speir i Ross (2002) assenyalen que el
sols poden oferir proteccié als enzims davant la inhibicié provocada pels metalls
pesants. En aquest sentit afirmen que les activitats enzimatiques poden ser
considerades com una mesura de l'impacte dels metalls sobre el global de la biologia
del sol i de la seva absorcio i toxicitat per les plantes. La inhibicié dels enzims en sols
contaminats per metalls pesants pot informar de la biodisponibilitat d’aquests metalls i
per tant ser indicadors d’ecotoxicitat o biosensors.
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D’acord amb Trasar-Cepeda (2000a), encara que les experiéncies sovint demostren
gue les activitats enzimatiques presenten sensibilitat davant la preséncia d’'un o més
contaminants, no sempre compleixen d’altres requisits com a indicadors de qualitat
com l'habilitat en reflectir els diferents nivells, la consisténcia en el signe de la
resposta o la de discriminar els efectes a diferents nivells de degradacid. Per la
guantificacié de la degradaciéo del sol es necessita la informacid de les activitats
enzimatiques pero, degut a les seves limitacions, ha de ser complementada amb
d’altres propietats bioquimiques.

Pel que fa a les mancances de les activitats enzimatiques com a indicadors de
qualitat hem de fer referéncia a les associades als parametres del component
biologic: la seva inherent variabilitat, les de tipus metodologic i les lligades a la seva
interpretacio.

La bibliografia conté amplia varietat de resultats sobre la variabilitat estacional de les
activitats enzimatiques i coincideix en assenyalar-la com una mancanca a I'hora de ser
considerades indicadors de qualitat del sol (Dick, 1994; Nannipieri, 1994). D’acord
amb Dick (1994) pero, els enzims hidrolitics tenen |'avantatge, davant de la biomassa
i la respiracid, que presenten menys variacions estacionals. A més a més també
considera que en el cas que diverses activitats hidrolitiques presentin poques
variacions estacionals es pot pensar que l'activitat prové d’enzims estabilitzats pels
col-loides del sol. Encara que en general s’assumeix que l‘activitat enzimatica és
maxima en primavera (coincidint amb |'estacié de pluges) hi ha autors que no
observen aquesta tendéncia o que troben que depén de |'enzim i que per tant no es
pot generalitzar una pauta de comportament (Bastida et al., 2006). Nannipieri (1994)
afirma que abans de triar una activitat com a index cal fer l'estudi de la seva
variabilitat estacional. En la revisid bibliografica trobem tant aquest tipus d’estudi
previ per tal de justificaciar |'€poca de mostreig (Trasar-Cepeda et al., 1998 ) com
molts treballs on s’inclou la variabilitat estacional com un factor de variabilitat dels
resultats (Sardans i Pefiuelas, 2005; Bastida et al., 2006 i 2008c; Armas et al., 2007).

Pel que fa a la variabilitat espacial es pot afirmar que és superior a els parametres
quimics degut a la seva major susceptibilitat a les influéncies externes (Speir et al.,
1984; Bonmati et al., 1991). No obstant, d’acord a un dels primers estudis de la
variabilitat en I'espai de Bonmati et al. (1991), cal tenir present que part d’aquesta
alta variabilitat es pot atribuir a la major variabilitat analitica associada a l’assaig
enzimatic. En aquest estudi es compara la variabilitat espacial de tres activitats
(ureasa, fosfatasa i proteasa) respecte la de dos parametres generals (C organic i N
organic) i si bé en base als coeficients de variacié la variabilitat de les activitats és
superior a la que presenten el C i el N, quan es contrasta amb la variabilitat analitica
(amb l'analisi de la variancia) passa a ser el C junt amb lactivitat ureasica els
parametres que presenten major variabilitat (Bonmati et al., 1991 i 2003).

Si considerem que els aspectes metodologics s’inicien amb la presa de mostra
d’acord amb el que hem assenyalat anteriorment, és important que, igual que d’altres
propietats bioquimiques i microbiologiques, l'estratégia de mostreig consideri la
dinamica de distribucié temporal i espacial. Aixi, el moment de mostreig, el nimero de
mostres i la seva distribucid horitzontal i en profunditat ha d’estar definit en el
procediment de mostreig. Tate III (2002) adverteix que la presa de mostra (i també
els pretractaments i la conservacié de les mostres) altera les propietats fisiques i un
petit canvi en I'estructura fisica del sol pot significar un canvi en l'activitat enzimatica
ja que pot provocar induccié (alliberament de substrat) o repressié (o d’inhibidors per
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disrupcié de l'estructura). Destaca també que s’augmenta l'accessibilitat de la MO,
s'afavoreix el creixement de microorganismes i per tant pot quedar incrementada
I'activitat encara que en el cas dels enzims estabilitzats |'alteracid ha de ser menys
important.

D’entre els problemes metodologics també s’han de tenir en compte els aspectes
relacionats amb els procediments de laboratori. Si bé I'assaig enzimatic és considerat
un procediment simple i que es pot fer rutinariament, la revisié bibliografica de les
metodologies indica que existeix molta variabilitat en els procediments utilitzats pels
investigadors i que per tant es fa necessaria una estandarditzacié dels protocols
incloent-hi aspectes com el pretractament de les mostres (Morra, 2002; Bonmati et
al., 2003; Hinojosa et al., 2004; Gil-Sotres et al., 2005; Zornoza et al., 2006). Molts
autors destaquen la importancia del protocol de pretractament de mostra de sol a
causa de la seva incidéncia en la diferenciacid de la contribucié de les diferents
components en l'activitat mesurada. Generalment es recomana: i) realitzar Ia
determinacié a partir de la mostra humida, ja que es considera més fidedigna, i
guardar les mostres a 4 °C (durant un cert temps, maxim 10-15 dies) quan no es pot
fer de forma immediata, i ii) si hi ha necessitat d’assecar tenir en compte |I'enzim que
s’ha de determinar i el component que interessa (Alef i Nannipieri, 1995; Tabatabai i
Dick, 2000; Morra, 2002; Gianfreda i Ruggiero, 2006). Tabatabai (1982) afirma que
I’'assecat generalment rebaixa el valor de |'activitat, perd no és aixi en tots els casos.
Dick (1994) també afirma que dependra de I'enzim ja que n’hi ha que s’inactiven en
|'assecat, i també que quan es vol emfatitzar |'activitat no associada a la biomassa,
s’ha de treballar amb mostra assecada, la qual cosa representa un avantatge respecte
a altres indicadors bioldgics. Bonmati et al. (2003) afirmen que el procés d’assecat
accelera el procés d’estabilitzacié dels enzims per adsorcié als col-loides i consideren
gue amb l'assaig enzimatic amb mostres assecades a l'aire (i amb incubacions de
menys de 4 hores) es mesura l|'activitat més estabilitzada ja que l'associada a la
biomassa existent i als enzims lliures es perd practicament del tot en I'assecat.

Bonmati et al. (2003) adverteixen també com a aspecte metodologic que cal tenir en
compte el temps d’emmagatzematge de les mostres. Quan s’opta per la determinacié
a partir de les mostres assecades (per tal de coneixer la capacitat catalitica més
genuina en quant a més estabilitzada) recomanen conservar les mostres un temps
suficient per a assegurar-se que ja no variara; aquest temps pot ser de l'ordre de
mesos (2-6) depenent de I’'enzim, el tipus de sol i si la mostra ha rebut aport de MO.

Pel que fa als protocols de laboratori Bonmati et al. (2003) destaquen que, a part de
les condicions de tampé, pH i temperatura, les condicions en la que es porti a terme la
incubacio afecten al resultat ja que el sistema d’agitacié i mida del recipient augmenta
la difusid del substrat incrementant el valor d’activitat. Aquests autors també
assenyalen la més alta variabilitat analitica associada a aquest tipus de determinacié
en comparaci6 amb les determinacions de parametres quimics i fisicoquimics- i el
major cost econdmic especialment en inversié de temps.

Existeix com a mancanga un altre aspecte complex que sorgeix un cop hem obtingut el
resultat i sén les dificultats en la interpretacié. Tot i que les activitats enzimatiques
poden ser sensibles a les pertorbacions amb el temps, en estudis comparatius, |'ideal
fora que la seva interpretaci6 com a indicador de qualitat fos independent d'una
referéncia temporal i regional. Aix0 es creu que dificilment sera possible (Dick, 1994);
aixi expliguem a continuacio els diferents aspectes associats a aquesta dificultat aixi
com les temptatives de solucid proposades per diferents autors.
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Un primer aspecte controvertit en la interpretacid dels resultats, i que merma la
potencialitat dels enzims com a indicadors, és la relacié entre |'activitat enzimatica i
les propietats biologiques com I'activitat microbiana. Des dels anys 60 s’han fet intents
de relacionar l'activitat enzimatica amb I|'activitat microbiana. Segons Dick (1984)
primer es van relacionar amb la respiraci6 i amb el recompte directe de
microorganismes i es van trobar poca relacid. Posteriorment, Frankerberger (1983) va
trobar relacions més fortes entre algunes (fosfatasa, amidasa i catalasa) de les onze
activitats enzimatiques mesurades i la biomassa microbiana i amb la respiracié pero
no amb el recompte en placa. Altres autors varen trobar resultats similars amb altres
enzims (proteasa, cel-lulasa, ureasa) i I’ ATP. La deshidrogenasa, activitat que només
pot existir intracel-lular, no s’ha trobat gaire correlacionada amb la biomassa, encara
que aquest fet es pot explicar per problemes metodologics especifics (Dick, 1984).

Nannipieri (1994) indica que en qualsevol estudi s’ha de tenir en compte la relacid
entre els efectes sobre |'activitat enzimatica i els efectes sobre [|'activitat de la
biomassa i per tant qilestiona si s’'afecten directament els enzims o bé els efectes sén
sobre la biomassa, o sigui per estimulacié de l'activitat microbiana. Nannipieri et al.
(2003) consideren que l'activitat microbiana esta relacionada amb els enzims
intracel-lulars i no amb els extracel-lulars. Dick (1994) defensa que la mesura de les
activitats enzimatiques no tenen el sentit de ser una mesura més de |'activitat
biologica del sol per si mateixa, sind més aviat com un indicador integrador de canvi
en la biologia i la bioquimica del sol degut a factors externs com ambientals o bé de
gestio del sol; aixi sosté que I‘activitat enzimatica esta associada amb els
microorganismes actius perqué la biomassa microbiana es considera la font primaria
d'enzims en el sol, perd no existeix una correlacio directa entre la mida de la biomassa
i el seu estat metabolic. Cal dir finalment que, per diversos autors, aquesta
controvérsia esta lligada a la dificultat de diferenciacié dels dos components (enzims
intra i extracel-lulars) i assenyalen la necessitat de trobar una mesura experimental
diferenciadora que donaria rellevancia a la mesura de |'activitat enzimatica com a
index de qualitat (Nannipieri et al., 2002; Tabatabai i Dick, 2002).

Un segon aspecte a considerar és la relacio de les activitats entre si. Nannipieri et al.
(2002) contemplen tres raons per les quals una sola activitat enzimatica no pot ser un
index d’activitat microbioldogica o de fertilitat del sol encara que sigui crucial per un
determinat procés metabolic:

i Es refereixen a un substrat molt especific i I'activitat microbiana respon a una
gran varietat de processos.

ii. La biomassa microbiana pot estar correlacionada amb la respiracio o amb una
activitat enzimatica perd no ha de ser sempre valida per a tots els sols ni per
tots els ambients.

iii. En la mesura de l'activitat s’inclou el component d’enzims estabilitzats i
aguesta pot ser que no sigui tan sensible als factors ambientals com ho sén els
que afecten a l'activitat microbiologica.

Aquests autors consideren que no sembla possible que una sola activitat pugui ser un
bon indicador, i proposen la mesura simultania d'una bateria d’activitats com a
estimaciéo més valida de la resposta metabolica del sol als diferents agents (Nannipieri,
1994 i 2002). Consideren que aquesta resposta es pot esbrinar a través de la mesura
de les activitats enzimatiques perqué les funcions que realitzen els microorganismes
son degudes a l'accié catalitica dels enzims (encara que sota el control dels
microorganismes). En aquest sentit afirmen que un index que integri les activitats
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enzimatiques que catalitzen les reaccions limitants dels principals processos
metabolics pot ser utilitzat per a mesurar I'anomenada diversitat funcional microbiana
(microbial functional diversity) terme que defineixen com una mesura de I'amplia i
versatil capacitat metabolica del sol en contrast amb |'activitat microbiana que només
doéna idea del seu nivell. La tria de les activitats ha de ser acurada i sembla raonable
mesurar les activitats que limitin la velocitat d’'una ruta metabolica (restringir-se a
aquelles involucrades en un procés concret com la degradacié de la matéria organica,
la mineralitzacié del N, la nitrificacio.... ). Insisteixen, un cop més, que els enzims
intracel-lulars sén els responsables de la diversitat funcional microbiana i s’haurien de
poder diferenciar d’altres components abiotics o extracel-lulars. Atenent al conjunt de
les consideracions anteriors Nannipieri et al. (2002) recomanen, per a l'‘estudi de la
qualitat, un grup d’activitats enzimatiques conjuntament amb parametres fisics,
quimics i microbiologics agrupats en els anomenats indexs empirics seguint la linia
general ja apuntada en |'apartat 2.1.2.

Com a indexs simples semblen apropiats els quocients de l'activitat respecte al
carboni, la biomassa o el contingut d’argila (Nannipieri, 1994); el mateix autor també
proposa comparar dos indexs: |'activitat/biomassa amb la deshidrogenasa/biomassa.
Respecte de les activitats especifiques (activitat dividida entre C o N) Gil-Sotres
(2005) afirma que sén un intent de normalitzar l'activitat enzimatica i que s’han
utilitzat per comparar activitats en sols amb diferents continguts en matéria organica.
Si bé s’han fet servir amb exit per estudiar |'efecte de la fertilitzacid organica en
|'activitat enzimatica associada a diferents grandaries de particula, en d‘altres casos
(avaluar el comportament en sols contaminats) no han resultat ser (tils. Altres autors
utilitzen com a parametres el quocient entre activitats enzimatiques (Caldwell et al.,
1999).

Masciandaro et al. (1998) varen proposar I'anomenat Index del Potencial Metabolic
(MPI, metabolic potential index) que es defineix com l'activitat deshidrogenasa (DH)
dividida pel contingut de carboni organic soluble (WSOC) (MPI=DH/WSOC). Aquesta
relacié resulta ser el parametre més sensible en assenyalar la dinamica de la
recuperacio l'activitat metabolica i fertilitat d’'un sol després d’anys de cultiu intensiu
envers la seva evolucioé cap a un sol natural.

Pel que fa als indexs multi parameétrics que incorporen més d’una activitat
enzimatica s’han de destacar els anomenats BIF (Biological Fertility index) i EAN
(Enzyme Activity Number) que varen ser proposats per avaluar la incidencia de les
practiques agricoles sobre la qualitat dels sols prenent com a referéncia sols naturals
(Nannipieri et al., 2002; Bastida et al., 2008c).

El BIF (proposat per Stefanic el 1984) fa servir només dues activitats enzimatiques i
respon a l’'expressio:

BIF = (DH + k-CA)/2

DH (deshidrogenasa, expressada com a mg TPF trifenilformazan) i CA (catalasa en percentatge de O,
alliberat de I’'H20,), k coeficient de proporcionalitat

L'index EAN va ser proposat per Beck el 1984 i té en consideracid, a més de de les
activitats oxidoreductases, les relacionades amb les dinamiques del cicle del C, N i P.
La seva expressio és:
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EAN = 0,2-(DH+CA/10+AP/40+PR/2+AM/20)

DH (deshidrogenasa en mg TPF trifenilformazan), CA (catalasa en % 0,/H.0,), AP (fosfatasa alcalina en
ug de fenol), PR (proteases en ug de N-amino) i AM (amilasa en % midd hidrolitzat)

D’acord amb Nannipieri et al. (2002) en la proposta d‘aquests indexs no queda clar el
criteri de la tria dels parametres que porten a la seva confeccio; aixi per exemple a
Iindex EAN considera incorrecte incloure |'amilasa i no la cel-lulasa quan la cel-lulosa
és més important que el midé atenent a la composicié de les restes vegetals.

Posteriorment diversos autors han aplicat aquests indexs per a l|'avaluacido de la
qualitat en sols agricoles (veure apartat 3.1.2). Els resultats obtinguts els hi permet
afirmar que un soOl agricola presenta una qualitat inferior en comparacié a un sol
natural (prat o bosc) (Saviozzi et al., 2001; Riffaldi et al., 2002). Aquests autors
també utilitzen I'index HC (Hidrolyzing Coefficient) que utilitza la mesura de FDA o
hidrolisi de la fluoresceina diacetat proposat per Perucci (1992). Aquest index HC o
coeficient hidrolitic representa la relacio entre la fluoresceina hidrolitzada i Ia
fluoresceina total i té un rang entre 0-1. La FDA és facil de determinar i proporciona
una visi6 més realista de l'activitat metabolica involucrada en l'alliberament de
nutrients de la MO i per tant pot ser considerat index de fertilitat (Perucci, 1992).

Per ultim Puglisi et al. (2006) fan un important treball de deduccié d'un index de
gualitat basat Unicament en activitats enzimatiques (AI). Tracten tres llocs amb tres
tipus d’alteraciéo (contaminacié per reg amb aiglies residuals, cultiu intensiu sense
fertilitzacié organica i reg amb aigua salina) cadascuna dels quals comparen amb un
sol adjacent no afectat per aquesta pertorbacié. Desenvolupen progressivament tres
index AI.1, AL.2 i AL.3 partint de set activitats enzimatiques. Per Al.1 consideren totes
les activitats, per A.2 només les de més pes en |'analisi de components principals
(GLC, FOSF, UR i INV) i per I'Ultim AI.3 només tres (eliminen la INV) ja que son les
tres activitats enzimatiques comunes a d‘altres set experiéncies descrites a la
bibliografia que li permeten fer una amplia validacié de l'index. L'expressié del AL.3 és
la seglent:

AL.3= 7,87*GLC - 8,22 * FOSF - 0,49 * UR

GLC (B-glucosidasa) i FOSF (fosfatasa) en pmol de pNF per g i h i UR (ureasa) en ymol d'urea pergih
(Puglisi et al., 2006)

i té capacitat discriminant entre sistemes alterats i no alterats en una amplia gamma
de situacions reg amb aigua salina, contaminacié per metalls pesants, explotacid
agricola intensiva, contaminacié per industria de curtits i lixiviats d’abocador, activitat
minera, i erosid; presenta limitacions, per0, per trobar incidéncia entre diferents
sistemes de cultiu.

Com a estratégia d'interpretacid també existeixen molts estudis que apliquen el
tractament estadistic de I’analisi multivariant (analisi de components principals) i
arriben a discriminar tipus de sols utilitzant parametres enzimatics (Nannipieri et al.,
2003). Seguint aquesta estrategia trobem molts treballs on el resultat de I'analisi de
components principals acaba amb la proposta d’expressions algebraiques on
intervenen diversos parametres bioquimics com a index. La utilitat d’aquests indexs es
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posa de manifest en I'estudi de soOls naturals (Trasar-Cepeda et al., 1998; Jiménez et
al., 2002; Bastida et al., 2006; Zornoza et al., 2007b i 2008a) o bé en l'estudi de
factors agricoles (Puglisi et al., 2006) o d’altres factors antropics (Kandeler et al.,
1999).

Com a intent d’esbrinar les limitacions d’interpretacié de les activitats enzimatiques,
és interessant |'estudi de Gianfreda et al. (2005) on es fa deliberadament comparacio
de llocs i situacions molt diferents per veure si els enzims sén capagos de detectar
diferents factors d’afectacié del sol (agricultura intensiva i preséncia de contaminants).
Tot i que alguns resultats sén en part bons (en global es detecta la sensibilitat de
ureasa i deshidrogenasa a contaminants organics) troben que les correlacions es
compleixen només dins dels grups de sols, pero es perden quan s’integra la globalitat
de mostres. Conclouen que globalment no sembla que es pugui dir que hi ha relacio
causa-efecte en els canvis que hi ha en el sol en resposta a un determinat factor i el
comportament dels enzims. En aquest mateix sentit Gianfreda i Ruggiero (2006)
conclouen que el repte del futur seria suplir les mancances que té la mesura de
I'activitat enzimatica, que fan dificil explicar els canvis que s’observen en resposta a
un determinat factor, o establir la relacié causa-efecte entre el factor aplicat i la
variacié de l'activitat enzimatica.

Existeixen també altres vies d’interpretacio que no suposen la confeccié d’'un index.
Aixi, Nannipieri et al. (2002) també consideren la possibilitat de fer sunrayplots
(diagrames radials amb valors normalitzats) amb diferents activitats per visualitzar la
diversitat microbiana ja que en un index es perd la informacid6 de cada parametre;
afirmen que |'area pot proporcionar una mesura integrada de la diversitat i I'aspecte
de l'estrella permet una comparacio visual de les caracteristiques de les mostres. Per
la seva banda Kandeler et al. (1999) donen importancia als estudis de la distribucid
dels microorganismes i de les activitats enzimatiques a microescala en les diferents
grandaries de particula i les seves variacions a petita escala per a analitzar la resposta
de les practiques agricoles sobre la qualitat (Gianfreda i Ruggiero, 2006). L’'enfoc que
segueixen Sinsabaugh (1994, 2002) per a la interpretacid dels valors d’activitat
enzimatica diferencien un 1ler nivell d'estudi dels enzims com a mesuradors de
I’activitat microbiana (coincideix amb Nannipieri) i un 2n nivell que representa centrar-
se en les activitats que s’encarrega d’un determinat procés (com la degradacié de
material lignocel.lulitic o la mineralitzacido del fosfor organic). Consideren que el
substrat selecciona la comunitat microbiana, que aquesta produeix els enzims
extracel-lulars que el degrada i que la seva descomposicié provoca la successid de la
comunitat. Aixi estudien el rol dels enzims en la descomposicié de la fullaraca en sols
forestals i sostenen que es porta a terme per sistema multiple d’enzims que
interactuen sinérgicament. Aixi, considerant que la velocitat de la degradacio de la
fullaraca ha d’estar relacionada amb I'activitat dels enzims responsables, troben
correlacié entre la pérdua de pes d’aquest material i I'activitat de les cel-lulases.
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2.2 ELS NOSTRES PARAMETRES

El centre d’interés del nostre estudi és la fraccidé activa de la MO del sol, fraccié on
tenen lloc la majoria de transformacions bioquimiques, i concretament ens centrem en
les transformacions relacionades amb el cicle del C. Hem triat com a parametres
principals del nostre estudi els continguts en carbohidrats totals i carbohidrats
extractables del sol, ja que els carbohidrats sén un component important de la matéria
organica, i les activitats enzimatiques PB-glucosidasa i B-galactosidasa com a
responsables de |'Ultima etapa de la transformacié d'aquests compostos de carboni. A
més també hem considerat, com a parametres auxiliars, el contingut en C organic i N
aminoacidic del sol; parametres que hem cregut necessaris per posar de manifest la
importancia relativa dels parametres principals respecte del total dels components de
la MO. Els carbohidrats i els enzims sén dos dels quatre indicadors dels processos
microbians d’acord amb la visidé general sobre indicadors del component biologic de la
gualitat del soOl proposada per Gregorich et al. (1997). Els carbohidrats totals i la
proteina hidrolitzable (el N aminoacidic) junt amb els lipids i la lignina constitueixen
dues de les fraccions en qué es pot estudiar la complexitat de la MO del sol d'acord
amb Kogel-Knaber (2006). En aquest apartat exposem les caracteristiques generals,
la significacié de cadascun dels parametres, el seu rang de valors i els principals
resultats derivats del seu estudi i en el capitol 5 la metodologia associada a les seva
determinacio analitica.

2.2.1 Carboni organic i Nitrogen aminoacidic

El carboni organic és un parametre basic de caracteritzacid dels sols a través del
qual es mesura el contingut en MO. El contingut de carboni organic forma part, junt
amb el N total i les fraccions lleugera i macro organica, dels indicadors de la MO del
sol sobre el component biologic de la qualitat del sol (apartat 2.1.2). Aquests
continguts no informen dels canvis de la matéria organica en el sol; malgrat aixo, son
utilitzats com a indicadors grollers de la qualitat del sol, perqué nivells elevats
generalment indiguen bona correlacié6 amb altres propietats desitjables del so6l com
alts nivells de biomassa microbiana, nutrients disponibles per a les plantes i bona
estructura (Gregorich et al., 1997). En la revisio bibliografica d’estudis de qualitat de
soOls veiem que forma part habitualment dels indexs de qualitat i és molt util per a
I’expressio relativa de parametres bioguimics.

La quantificacié directa del contingut en MO d’un sol és dificil ja que cap métode és
suficientment exacte. L'alternativa per a la mesura del contingut en MO del sol és
I'estimacio a través de la concentracié de carboni organic del sol ja que el carboni és el
major constituent de la MO en pes. L'estimacié s‘obté multiplicant el contingut en
carboni organic per un factor basat en el percentatge de carboni en la MO i s'anomena
Van Bemmelen factor que proporciona només una estimacido de la MO ja que el
percentatge de carboni de la MO és variable entre sols, i a més varia amb la
profunditat, de manera que el factor apropiat hauria de ser determinat
experimentalment per a cada sol (Nelson i Sommers, 1982; Rosell et al., 2001).

El carboni total del sol és la suma del carboni organic i inorganic. La majoria del
carboni organic esta present en la fraccié de la matéria organica del sol mentre que el
carboni inorganic es troba com carbonats minerals. El carboni organic es troba en la
fraccié organica del sol contituida per les cél-lules dels microorganismes, les restes de
plantes i animals en diferents estats de descomposicid, I'humus sintetitzat a partir
d’aquestes i les formes elementals de carboni. El carboni organic es pot estimar per
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diferéncia (entre el carboni total i el carboni inorganic) o bé es pot determinar
directament d’acord amb el procediment de carboni total (després d'eliminar el carboni
inorganic) o bé per oxidacid6. En el capitol 5 descrivim amb més detall les
caracteristiques de les dues vies classiques aixi com les noves tecnologies associades
a la mesura de les formes de carboni en sols.

El nitrogen en el sol es troba majoritariament (95 %) en forma organica i deriva
principalment de la descomposicié de teixits vegetals (on els compostos que contenen
N representen entre el 2-15 % del pes sec) i també del N de la biomassa microbiana
(on els compostos que contenen N representen entre el 50-60 % en bacteris i 14-52
% en fongs). Les formes minerals de N son facilment eliminades del sol com a formes
solubles de NOs; o gasoses (NHs;, N,O) i només NH,* pot fixar-se als col-loides
minerals (Kdgel-Knabner, 2001). Estudiant les formes de N presents en el sol des d’un
punt de vista d’analisi classica, és a dir a través d’un procediment hidrolitic (sotmetre
la mostra a una hidrolisi acida, habitualment HCl) es troba que la major part és N
hidrolitzable (79-91 %). Aquesta fraccié inclou el N aminoacidic (30-45 %), el N
d’aminosucres (5-10 %) aixi com el N-amoniacal (20-35 %) i les formes de N no
identificades (10-20 %). La part resistent a la hidrolisi és anomenada N no
hidrolitzable o insoluble, pot representar entre el 10-30% del N organic i és
basicament de tipus heterociclic. EI N d‘aminoacids del sol es pot considerar que
representa entre 40-50 % del N total del sol i majoritariament es troben formant part
de peptids i proteines ja que els aminoacids lliures representen una proporcié molt
petita (Kégel-Knabner, 2006).

En els organismes vius la majoria del N organic es troba en forma de proteina
normalment constituides pels 20 aminoacids principals (AA) i tenen funcions d’enzims,
transportadores, reguladores, de reserva i també part d'aquestes proteines poden
tenir també caracter estructural. Si bé la unitat basica de les parets cel-lulars de fongs
i esquelet extern d’insectes és la quitina (polisacarid format per la unié de N-
acetilglucosamina per enllag 1-4), les cél-lules de la paret dels bacteris esta formada
per peptidoglucans (mucopolisacarids). Els peptidoglucans sén polimers amb
estructura de polisacarid i cadenes curtes de péptids. Les unitats principals s6on N-
acetilglucosamina i N-acetilmuramic i la part proteica conté els AA comuns i d'altres
d’especifics. El N a més a més de formar part de les proteines i dels polimers amb
aminosucres en els organismes vius també forma part d'ADN i ARN i es troba en altres
compostos menys abundats com porfirines, alcaloides i esfingolipids (Kdgel-Knabner,
2006).

Els compostos organics que alliberen les arrels de plantes vives sén una font
important de N organic en el sol; els exsudats de les arrels contenen principalment
aminoacids i amides i també nucleotids i flavonones. Els components del exsudats sén
rapidament consumits pels microorganismes del sol i per tant immobilitzats en els
residus microbians. En la solucié del sol o en els microporus podem trobar els
aminoacids lliures, pero el nivell poques vegades supera 2 pg/g encara que pot ser
molt més alt en la rizosfera. La fraccid de AA lliures esta molt influenciat pel temps, la
humitat, el tipus de planta i la seva edat i I'addicié de residus organics. Nivells més
alts de AA lliures van associats a més activitat microbiana.

En la fraccid de I'hidrolitzat del sol trobem a més de les formes nitrogenades
conegudes, junt amb I'amoni que prové de la degradacié parcial d’alguns aminoacids,
d’altres N- biomolécules que constitueixen la fraccié de formes no identificades (HUN,
Hydrolysable-Unknown-N). Una proporciéo important de compostos de N del sol es
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desconeguda degut a les dificultats que representa el seu aillament pels métodes
convencionals. Cal tenir present que les técniques no destructives més modernes que
permeten caracteritzar la composicié de compostos de N directament en la mostra de
sol tenen poca resolucié per identificar compostos especifics degut a la baixa
sensibilitat i el baix contingut en N de molts sols. Entre aquestes técniques es troben
la pirdlisi (Py-CG-MS) I'espectroscopia ®N-NMR i la XANES (X-ray absorption Near-
Edge Structure Spectroscopy). Malgrat les dificultats analitiques, a través de la técnica
15N-NRM, s’ha pogut detectar que quasi tot el N organic del sol esta present en forma
d’enllag amida (N de péptids o proteines) i a través de la pirdlisi també es detecta una
important fraccié de N heterociclic aromatic (encara que, en part, es creu que poden
ser artefactes). La preséncia majoritaria de N en forma d’aminoacids és indicativa de
que la major part del N organic es format bioldogicament perquée és dificil que de forma
abiotica es formi I'enllag amida. Pel que fa a les formes de N del residu acid insoluble
(fraccié no hidrolitzable) actualment es considera que és resistent pero no inert ja que
també pot contenir, a més del N heterociclic, N proteic protegit. L'alt contingut de N
d’amida en el material humificat s’explica per la proteccié que es déna de les proteines
durant la humificacio per adsorcié en la fase mineral mitjangant diversos mecanismes,
no del tot explicats (Nannipieri i Eldor, 2009).

El cicle del N en el sol va associat, en moltes fases, al del carboni. La mineralitzacid
del N afecta un 60-80 % de les entrades anuals de N depenent del tipus de MO que
s‘incorpori, perd0 sempre queda un romanent de N organic associat a I'humus en
formes molt estables. Aquest té un temps de residéencia de segles i en canvi el N de
proteines i acids nucleics és metabolicament molt actiu i per tant esta subjecte a una
rapida renovacio. L'activitat biologica del sol depén en gran mesura de la disponibilitat
d’'aquest element (Alcafiz et al., 2005). La major part del N de les plantes com el de la
biomassa microbiana és susceptible de degradacidé microbiana i és rapidament
mineralitzat o reutilitzat per produccié bioldgica. Les proteines dels teixits vegetals i de
la biomassa son considerats components poc estables, facilment degradables, per la
facilitat en que es pot desfer I'enllag amida. Les parets cel:lulars dels microorganismes
son relativament facils de degradar, i les seves unitats estructurals (glucosamina,
galactosamina o acid muramic) es troben en I'hidrolitzat i s’‘acumulen durant el
periode de descomposicié de la fullaraca. Aquests components especifics de fongs i
bacteris poden fer-se servir de marcadors per estimar la contribucié dels residus
microbians en la MO del sol (Kégel-Knabner, 2006).

El procés d’estabilitzacié dels compostos de N no mineralitzats es du a terme per una
seérie de transformacions complexes (microbianes i abiodtiques) que suposen una gran
modificacié de la seva estructura cap a la formacié de compostos més estables com
les substancies humiques (Koégel-Knabner, 2006). La formaci6 de compostos
aromatics heterociclics de N s’ha proposat com un mecanisme important
d’estabilitzacié del N durant la humificacié (s’ha vist que sén importants en sols on la
vegetacid s’ha cremat) afavorida per condicions drastiques de transformacié de la MO.

La concentracié de N en el sol és molt variable, depén del contingut en MO i com a
rangs es pot parlar de valors de 0,1-0,2 % en sols agricoles, valors més alts en prats i
sols forestals i arribar fins a 3,5 % en torbes (Stevenson, 1982; Kdgel-Knabner,
2006). Respecte dels percentatges de distribucié de les diferents formes de N en el sol
s’observen grans variacions, pero esta poc clar la seva relacio amb les propietats del
sol. Una gran varietat de factors complexos pot afectar la proporcié de N d’aminoacids
en el sol incloent la sintesi i destruccié de la biomassa indigena, I'absorcioé a les argiles
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i les reaccions amb quinones i sucres reductors. Respecte de la influéncia de la zona
climatica, es troben % més alts de N aminoacids i aminosucres i inferiors % d‘amoni
en climes calids; pel que fa al cultiu té pocs efectes sobre la distribuciéo de formes de N
encara que, en general, disminueix la proporci6 N-AA i la d’aminosucres creix
lleugerament. Per altra banda el percentatge de N-AA és més alt en superficie i també
depeén dels continguts en acids hamics i fulvics (Stevenson, 1982).

Respecte del perfil d’'aminoacids presents en els sols els predominants sén els que
estan presents en les parets cel-lulars dels microorganismes: Gly, Ala, Asp i Glu sovint
junt amb Lys, ornitina i diaminopimelic la qual cosa sembla indicar que els que
s'acumulen en el sol deriven dels péptids, mucopéptids, i acids teicoics de les parets
cel-lulars microbianes. La proporcido D-AA/(D-AA+L-AA) per Ala, Asp i Glu és més alta
gue en d'altres proteines i aix0 esta d’acord amb el fet que els D-AA sén metabolits i
components de les parets microorganismes i que aquests compostos sdn preservats
en els sols. Els acids humics contenen, en comparaci6 amb els acids fulvics, més
proporcio de AA basics i menys de AA acids. En contrast amb les diferéncies
quantitatives en el contingut en N aminoacidic detectades entre sols de pastura,
forestals o de cultiu son poques les diferéncies en la composicio en AA (Stevenson,
1982). El perfil d'aminoacids és, perd, especialment variable entre el N aminoacidic de
la biomassa microbiana i esta condicionat per |'abundancia relativa entre fongs i
bacteris (Senko i Tabatabai, 1998; Friedel i Scheller, 2002).

2.2.2 Carbohidrats totals i Carbohidrats extractables

Tant el contingut en carbohidrats totals com el de carbohidrats extractables del sol s6n
dos parametres subjectes a la seva determinacidé analitica. Aixi s’entén per
carbohidrats totals (CHT) el valor de monosacarids totals (expressats com a
glucosa) que s’obté de sotmetre al sol a una hidrolisi de condicions drastiques i per
carbohidrats extractables (CHE) el valor de monosacarids (expressats com a
glucosa) obtinguts en una extraccido amb el reactiu sulfat potassic.

En el sol trobem carbohidrats que provenen de les restes de les plantes i animals
juntament amb els que s6n d’origen microbia. Els valors de contingut en carbohidrats
totals dels sols és molt variable i s’estima que representen entre 5-25 % de la MO
(Lowe, 1978); relacié que si la referim a fraccid de C de carbohidrat sobre el C organic
representa al voltant del 10 % d’aquest (3-17 %). El nivell de carbohidrats en el sol
depén del contingut total de matéria organica i en conseqliéncia esta influenciat per
les aportacions i per la seva velocitat de descomposicié. Tanmateix, els productes de
degradacio parcial de polisacarids de plantes i microorganismes serveixen com a
unitats estructurals de formacié de nous polisacarids que es troben en el sol. A pesar
de les incerteses sobre |'origen i turnover dels polisacarids que es poden aillar del sol,
d’acord a Stevenson (1982), la major part de polisacarids en la majoria de sols (a
excepcid de I'horitzo 0 de sols forestals, de restes vegetals no descomposts) han estat
sintetitzats pels microorganismes. La contribucié dels exsudats de les plantes és poc
important donat que sén sucres simples i tenen vida curta en el sol.

A part dels factors generals (pH, humitat, temperatura i aireacid) que intervenen en la
degradacio de la MO del sol, en el cas dels carbohidrats es creu que existeixen
diferents factors que els fan resistents de manera que la seva dinamica esdevé molt
poc predictible (Lowe, 1978). Aixi se sap que l'estabilitat dels carbohidrats en el sol
depén de factors com la seva complexitat estructural que els fa resistents a l'atac
enzimatic, la capacitat d’adsorcié a argiles, la formacié de sals insolubles o complexos
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amb metalls i la possibilitat d’establir enllag covalent amb substancies humiques
(Stevenson, 1982).

Els monosacarids identificats en els hidrolitzats sén practicament els mateixos en
diferents tipus de sols analitzats. Només es detecten variacions en la proporcié dels
diferents monomers. La D-glucosa és el sucre més abundant seguida d‘altres hexoses
D-galactosa i D-manosa i de les pentoses L-arabinosa i D-xilosa. En menor proporcio
es troben les metilpentoses (o desoxihexoses) L-ramnosa i L-fucosa i per ultim la
ribosa (també pentosa). També es poden trobar aminosucres (glucosamina i
galactosamina i N-acetilglucosamina i N-acetilgalactosamina) i acids uronics
(glucuronic i galacturonic). S’ha de destacar que alguns dels sucres identificats no es
troben en plantes superiors sind gque soén constituents habituals de polisacarids
exocel-lulars dels microorganismes (Chershire, 1979). D’acord amb el recull de dades
d’analisi de carbohidrats d’'unes 50 mostres de diferents sols de tot el mon que ens
proporciona Cheshire (1979) veiem que el contingut oscil-la entre 1-20 mg de
glucosa/g sol (si traiem valors superiors més extrems) i que el contingut mitja és de
7,7 mg de glucosa/g sol. En la Taula 2.3 indiquem la composicioé qualitativa mitjana en
carbohidrats i la seva proporcio relativa. Observem que la relacié entre glucosa i les
altres dues hexoses és de |'ordre del doble i que la relacié hexoses/pentoses s’‘acosta a
3.

Taula 2.3. Composicid i proporcid relativa mitjanes de monosacarids en sols d’acord a la
recopilacid de dades analitiques de carbohidrats en una col-lecci6 de 60 mostres de diferents
tipus de sols (Cheshire, 1979).

Contingut Proporcio

(mg glucosa/g sol) (%)

Glucosa 2,8 35,4

Hexoses Manosa 1,2 17,1
Galactosa 1,2 14,7

Arabinosa 0,9 11,9

Pentoses Xilosa 0,7 10,4
Ribosa 0,1 1,5

Desoxihexoses Ramnosa 0,5 29
Fucosa 0,3 3,4

Total 7,7

A través de l'estudi dels polisacarids extrets del sol es veu que n’ existeix una gran
varietat i complexitat (que contrasta amb el reduit nombre d’unitats), que es
diferencien no només en la seva composicié sind també en el seu grau d’associacio
amb altres components no-carbohidratats.

La cel-lulosa és el biopolimer més abundant en les plantes ja que és el principal
component estructural de les parets cel-lulars i també es troba en algues i fongs i
rarament en bacteris (Szegi, 1988; Kbégel-Knabner, 2002 i 2006). Les hemicel-luloses
son el segon polisacarid en abundancia en els teixits vegetals i es troba amb intima
associacié fisica amb cel-lulosa en les parets cel-lulars. Polisacarids heterogenis,
similars a la de les parets cel-lulars de les plantes, es troben també en bacteris, fongs
i algues (Kogel-Knabner, 2002 i 2006). La paret cel:-lular dels bacteris es composa de
peptidoglucans, polimers de carbohidrats (les unitats sdn N-acetilglucosamina i N-
acetilmuramic) i péptids que contenen a més a més dels 20 AA proteics d’altres poc
usuals. Com a polimers extracel-lulars trobem els dextrans (glucosa enllagos 1-6 ,
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ramificacions). A més a més els bacteris produeixen multitud d’altres components
estructurals com acids teicoics, teiuronics i lipopolisacarids. Les parets cel:-lulars de
fongs també son basicament homo i hetero polisacarids i en alguns fongs la proporcio
de proteina és elevada.

En sols que tenen restes vegetals poc descompostos una part dels carbohidrats
existeix com a cel-lulosa ja que és el principal constituent dels vegetals (15-60 %
sms) seguida per hemicel-lulosa (10-30 % sms). Ara bé, també es creu que la majoria
dels polisacarids del sol representen productes del metabolisme microbia ja que el
perfil dels hidrolitzats s’assembla més als constituents estructurals dels
microorganismes (Stevenson, 1982). Els carbohidrats d’origen microbia sén polimers
de diferents monosacarids (6 o més) i productes derivats formant varietat
d’estructures depenent de I'enllag glucosidic (.o p ,1-4 o0 bé 1-6) i @ més a més estan
sovint lligats a proteines i lipids. Aquesta composicié contrasta amb els polisacarids de
les plantes superiors i els animals que només contenen 2-3 tipus de mondomers

Tot i els intents de deduccié de I'origen dels carbohidrats a partir de la relacio entre
monomers (enfoc que no sempre és fiable per la relacidé que pot haver entre
degradacié/acumulacié) existeixen encara moltes incerteses sobre l'origen i el
turnover dels carbohidrats en el sol. S’ha d'assumir que I'acumulacié de carbohidrats
en els sols és resultat de diversitat de fonts i varietat de rutes metaboliques i que a
més les condicions ambientals afecten en la predominanca dels diferents processos.
Encara que les plantes representen el major aport (restes en superficie, arrels,
exsudats) també hem de tenir en compte la contribucid dels microorganismes i els
animals quan moren. Amb diferent origen i grau de persisténcia es troben barrejats:
(1) components de les plantes que han resistit a la descomposicié (2) els de sintesi
microbiana a partir de material no-carbohidratat (3) transformacié microbiana dels
monomers formats en el procés de degradacio de restes vegetals (Lowe, 1978).

La descomposicio bioquimica dels polisacarids en el sol s’inicia per accié enzimatica
de I'enllag glucosidic. Els exoenzims ataquen la cadena per I'extrem no reductor i els
endoenzims poden atacar l'enllag en altres punts de la cadena. La despolimeritzacié
déna oligosacarids i monosacarids que seran posteriorment transformats/oxidats.
Entre d’altres factors, la degradacié dels polisacarids ve condicionada per la seva
composicié i estructura ja que aquesta condiciona la susceptibilitat a l'accié dels
enzims. Les caracteristiques que dificulten |'accié dels enzims sén: insolubilitat en
aigua, estructura cristallina, les ramificacions, heterogeneitat dels monomers i
preséncia de derivats de sucres (metil, alcohol, acetil). Un factor important que afecta
a l'estabilitat/persistencia dels polisacarids en el sol és la seva associacié a d’altres
compostos organics no-carbohidratats com substancies fenoliques (tanins), proteines,
lipids i substancies humiques, aixi com cal tenir en compte que també es poden trobar
com a sals i complexos amb metalls (Fe, Al, Zn Cu). Finalment cal tenir present la
proteccié a la descomposicié dels carbohidrats que exerceixen les argiles (Cheshire,
1979; Tatelll, 1992). Aquests factors sén els que cal tenir en compte per explicar
que, si bé els monosacarids i la majoria dels derivats dels polisacarids d’origen vegetal
o microbia, inclosa la cel-lulosa, sén degradats en el sol de manera relativament
rapida en condicions favorables, hi ha una considerable quantitat de polisacarids que
s’acumulen en el sol (Lowe, 1978).

Els carbohidrats tenen influéncia en propietats fisiques, quimiques i biologiques
del sol. Els polisacarids tenen un paper clau en l'estabilitat dels agregats, sén font de
nutrient i d’energia pels microorganismes i alhora també participen en el bescanvi
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cationic i proporcionen material de sintesi pels compostos humics. El comportament
guimic dels carbohidrats deriva dels seus grups reactius: principalment hidroxils i, si
n'hi ha, carboxil dels acids uronics i amino dels aminosucres. En els polisacarids
I'abundancia d’aquests grups i l'estructura lineal fa que puguin interactuar amb els
metalls i els col-loides inorganics. Poden establir diferents tipus d’enllagc amb les
particules minerals influint en l'estructura del sol a través de l'estat d’'agregacid
(formacio i estabilitat dels agregats) que a la seva vegada afecta a les propietats d
‘aireacid, drenatge i infiltracio. A més a més, el seu caracter hidrofil fa que
contribueixin directament a la capacitat de retenci6 d’aigua. La solubilitat i la capacitat
d’adsorcié i d’actuar de lligam dels polisacarids depen dels cicles de rehumitejar-
assecat a la que es sotmet el sol (Martin, 1971).

Des del punt de vista biologic la caracteristica més important és el seu paper de
substrat per a lactivitat de molts microorganismes. També estan clarament
involucrats en la formacié de I'hnumus a través de l'activitat microbiana, aixi per
processos d'oxidacid, condensacié i polimeritzacié amb AA i compostos fenolics formen
els polimers humics. Altres efectes indirectes que tenen els carbohidrats a nivell de
font de nutrient es donen a través de la seva contribucidé a l'increment de la capacitat
de bescanvi cationic i propietats quelants que mantenen elements en solucidé. Des del
punt de vista ambiental estan relacionats amb la retenci6 de metalls pesants i
indirectament com a font de substrat per l'activitat microbiana necessaria per a la
degradacié de pesticides. Cal tenir present que l'addici6 de residus amb molta MO
labil, rics en carbohidrats pot donar lloc a periodes de condicions anaerdbiques per I'alt
consum d’‘oxigen (Lowe, 1978).

L'estudi dels carbohidrats en el sol es va fer inicialment de la fraccid total amb
analisi dels perfils de monosacarids i posteriorment prengueren importancia altres
fraccions de compostos carbohidrats com la fraccié extractable pel seu lligam amb la
biomassa. Per altra banda, diferents fraccions analitiques de carbohidrats s’ha fet
servir tant a I’hora d’estudiar el paper en |'estabilitat estructural com en estudis més
recents que adopten la perspectiva de qualitat del sol.

En un principi, els treballs sobre carbohidrats en el sol varen tenir com a centre
d'interés el seu origen, distribucié i la seva persisténcia en aquest medi. Aixi
trobem diversos estudis sobre I'origen dels carbohidrats amb proves d’incubacié de sol
amb material vegetal i control dels carbohidrats, en les restes vegetals
descomposades i en el sol, al llarg del temps (Murayama et al., 1984; Cheshire et al.,
1988; Miltner i Zech, 1998; Coelho et al., 1988). Donat el paper dels carbohidrats
sobre |'estabilitat dels agregats alhora prengueren importancia els estudis de la
distribucié dels carbohidrats entre les particules de diferents grandaries en sols
agricoles com a un dels efectes del conreu (Benzing-Purdie, 1980; Baldock et al.,
1987; Dalal i Henry, 1988; Bowman et al., 1990). En general, aquests treballs
detecten que el conreu implica pérdua rapida i important dels carbohidrats totals
(CHT) com a fraccio labil de la MO i que la proporci6 CHT/C també disminueix; el
cultiu implica pérdua, especialment en la fraccid lleugera i en la fraccié d'arena i
troben que la fracciéo de mida més petita resta enriquida en C i carbohidrats.

Posteriorment |'estudi dels carbohidrats del sol va adquirir rellevancia pel significat
dels sucres soluble lliures com a index d’activitat microbiana, per I’ interés en
trobar el valor de carboni disponible per a la biomassa (important en estudis
d'immobilitzacié de N en sols agricoles) i es va relacionar amb la nova metodologia de
la determinacié de la biomassa per fumigacid-extraccié. A partir d’aquest moment
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trobem que adquireix especial atencid la determinacié dels carbohidrats no totals sino
una fraccid6 que podriem anomenar carbohidrats solubles o extractables. La
tecnica de determinacié de la biomassa per fumigacié-extraccié es pot complementar
amb l'analisi de la composicié dels extractes de K,SO4 0,5 M en mostres fumigades i
no fumigades; aixi s’entén per substancies antrona-reactives (ARC) els compostos de
C (basicament carbohidrats) que reaccionen amb |'antrona extrets amb K,S0O4 0,5 M i
el valor d'ARC en mostres fumigades menys no fumigades representa les hexoses que
s'alliberen de la lisi cel-lular (Badalucco et al., 1990, 1992). Posteriorment, Deluca i
Keeney (1993) consideren que els CHE del sol, sén el reflex dels associats a les restes
vegetals i als que son alliberats de polisacarids més complexos per |'activitat
enzimatica i son indicadors de C facilment disponible. Per la seva banda Joergensen et
al. (1996) estudien la proporcié de CHE respecte del carboni organic extraible i troben
que el % és molt variable i oscil-la entre 3-50 % amb un valor mitja del 7,3 %.

A partir dels anys 90 trobem molts treballs sobre el paper dels carbohidrats en la
estabilitzacié dels agregats que estudien amb profunditat la distribucié dels
carbohidrats en les fraccions d’argila, llim i arena i en les diferents mides d‘agregats
en sols agricoles (Cheshire et al., 1990 ; Haynes i Swift, 1990; Haynes i Francis,
1993; Hu et al., 1995a i 1995b; Angers i Mehuys, 1990; Ball et al., 1996 i Puget et
al., 1999).

En treballs més recents és facil trobar la determinacié de carbohidrats en estudis de
qualitat del sol on sovint trobem treballs que analitzen com I'Us del sol afecta a la
composicié de la matéria organica en carbohidrats (Guggenberger et al., 1994; Sanger
et al., 1997). En aquests estudis sovint la determinacié de carbohidrats apareix
conjuntament amb parametres com el C-soluble. Sparling et al., 1998 i Ghani et al.,
2003 estudien la idoneitat dels carbohidrats solubles en aigua calenta com a
parametre de qualitat en la comparacié de diferents tipus d’Us del sol conjuntament
amb d'altres com el N mineralitzable, el C-soluble en aigua i en aigua calentai el Ci N
de la biomassa microbiana. La dinamica dels carbohidrats entre les diferents
grandaries de particula en el procés de conversio de sols forestals en sols de cultiu és
estudiada per Jolivet et al. (2006) i demostren que els carbohidrats sén sensibles als
canvis d’Us i poden ser indicadors de canvis en la qualitat de la MO. Bongiovanni et al.
(2006) comparen els efectes del cultiu davant d’un sol natural i constaten una pérdua
en els macroagregats de C, de MO particulada i de carbohidrats solubles en aigua
calenta i en acid diluit. Spielvogel et al. (2007) estudien pertorbacions de sols forestals
i comproven que el pool de sucres no cel-lulolitics és sensible a les alteracions junt
amb el pool de lignina.

2.2.3 Activitats enzimatiques p-glucosidasa i p-galactosidasa

El conjunt de les glicosidases del sol son enzims que tenen un paper molt destacat en
la descomposicié dels compostos organics i actuen sobre els enllagos glicosidics en
glicosids, oligosacarids i polisacarids i carbohidrats complexos (Klose i Tabatabai,
2002). Les glucosidases (o ip) i galactosidases (o i B) son quatre enzims que tenen en
comu que hidrolitzen I'enllag glucosidic de I'extrem terminal no reductor i alliberen el
monomer corresponent a-D-glucosa, B-D-glucosa, a-D-galactosa o pB-D-galactosa. Les
glucosidases i galactosidases es troben ampliament distribuides en la natura i s’han
detectat en microorganismes, animals i plantes. En el sol juguen un paper molt
important en la degradaci6 final dels carbohidrats i els monosacarids resultants de les
reaccions hidrolitiques constitueixen un aport d’energia important pels
microorganismes del sol (Tabatabai, 1982; Eivazi i Tabatabai, 1988). La B-
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glucosidasa (GLC) (gentobiasa o cel.lobiasa) és l'enzim que catalitza la reaccio
limitant de la degradacié microbiana de la cel-lulosa en glucosa i presenta una activitat
predominant dins del grup de les glucosidases i galactosidases del sol (Alef i
Nannipieri, 1995). La seva sintesi en molts organismes és induida pels productes de
degradacio6 de la cel-lulosa (Turner et al., 2002). La B-glucosidasa s’ha estudiat des del
punt de vista fitopatologic per l'efecte dels aglicons dels B-glucosids fenodlics com a
precursors de malalties en les plantes (Hayano i Katami, 1977; Hayano i Tubaki,
1985). La p-galactosidasa (GAL) té un paper similar a la p-glucosidasa perd amb la
diferéncia que no té un substrat majoritari; en aquest cas l'enzim intervé en la
degradaciéo de diferents homo/heteropolisacarids no cel:-lulosics presents en els
vegetals (com hemicel-luloses). En general pero, els glucosids que contenen galactosa
formen part d’estructures polimériques complexes (glucans, glicoproteines,
proteoglicans, glucolipids...) de les membranes cel-lulars de microorganismes i també
vegetals.

Pel que fa al rang de valors, tot i la variabilitat i les discrepancies |'expressié dels
resultats que hem pogut detectar, podem situar l'activitat B-glucosidasa entre 0,151-
4,580 pmol pNF/g h i l'activitat B-galactosidasa entre 0,057-0,201 pmol pNF/g h
(Jiménez i Bonmati, 2003; Martinez-Inigo et al., 2003).

En la mesura d’aquestes activitats els primers substrats assajats varen ser cel-lobiosa
i a- o B- fenilglucosids i a- o p fenilgalactosids. Hayano (1973) va proposar un meétode
acurat i simple de lI'assaig enzimatic a través de la quantificacié del paranitrofenol i és
el que més es fa servir en l'actualitat. El métode va ser millorat posteriorment pels
treballs de Tabatabai (1982) i Eivazi i Tabatabai (1988) alhora que s’estudien
propietats generals de les glucosidases i galactosidases en sols.

En el treball de Eivazi i Tabatabai (1988) s’estudien les quatre activitats enzimatiques
a1 B-glucosidases a1 B - galactosidases en 10 sols diferents amb un contingut en C
d’entre 0,5-5,5 %. Respecte del rang de valors i la proporcid entre les quatre
glicosidases troben que la B-glucosidasa es presenta amb valors sempre més alts
(0,2-2 umol pNF/gh) i amb un rang també més ampli (valor max/valor min= 10). Les
altres tres activitats presenten valors generalment bastant inferiors a la primera
(entre 4 i 14 vegades). La validesa del meétode analitic assajat queda patent en veure
gue, per a tots els sols estudiats, els valors d’activitat mesurats segueixen el model de
Michaelis-Menten. Els valors de Ky per a la B-glucosidasa son els més baixos i els més
uniformes entre sols, varien entre 1,3 i 2,4 mM. Per la B-galactosidasa varien entre 2,7
i 14,3 mM. Depenent del sol els valors de V maxima varien per a les 4 glicosidases.
(per B-glucosidasa entre 58-526 i per pB-galactosidasa entre 48-85 ug pNF/g h a 37
0C). La p-glucosidasa presenta una temperatura d’inactivacio de 70 °C, més alta que
les altres (60 ©°C), i els valors d’energia d’activacié (mitjana 3 sols) son per la B-
glucosidasa de 30,8 i de 32,6 kJ/mol per a la B-galactosidasa.

Aguests primers valors de les propietats termodinamiques son similars a les que més
recentment recullen Trasar-Cepeda et al. (2007) en la determinacid de parametres
termodinamics per enzims en sols naturals. Concretament determinen els valors de Ea
i Q1o entre 5-70 °C per oxidoreductases i hidrolases en tres tipus de sols naturals de
pastura amb valors de C d’entre 3,3-6,9 %. Per |'activitat B-glucosidasa troben valors
de Ea 26,3-30,3 kJ/mol i el Q¢ entre 1,58-1,30. També detecten que aquest enzim, a
excepcié de la resta d’'hidrolases (que presenten maxim d’activitat a 57 ©C)
incrementa l’'activitat fins a la temperatura maxima assajada de 70 ©°C. Els autors
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expliquen aquest resultat com a reflex de la localitzacié extracel-lular aixi com la forta
estabilitzacié per part dels components dels sols.

Els primers estudis de la B-glucosidasa a partir de mesures d‘activitat en extractes de
sol i la determinacié de les propietats de I'enzim comparativament a |'aillat de fongs i
bacteris es deuen a Hayano i Katami (1977) i Hayano i Tubaki (1985). A partir dels
seus estudis sobre les condicions d’extraccié i de les propietats (especificitat de
substrat i estabilitat en funcié del pH) dedueixen que és un enzim extracel-lular que
s’adsorbeix idnicament sobre les particules del sol i que pel tipus de propietats el seu
origen son els fongs (tipus mucoraceous). Més recentment pero, (a través de l'estudi
del perfil PLFA) per cinc sols tropicals amb diferents tipus d'Us Waldrop et al. (2000)
troben alta correlacié entre |'activitat p-glucosidasa i els bacteris Gram-negatius i no
amb els fongs.

Les propietats de les activitats enzimatiques B-glucosidasa i pB-galactosidasa en sols
es coneixen, principalment, a través dels treballs de dos grans grups d’autors
liderats per Tabatabai i per Dick. Aquests treballs tenen en comd que es centren en
aquestes activitats (i més especificament en la B-glucosidasa) i que si bé en un principi
tracten de la incidéncia de les practiques agricoles sobre les activitats enzimatiques
posteriorment estudien |'activitat com a index de qualitat del sol.

En el primer grup d’autors trobem els treballs de Eivazi i Tabatabai (1990), Deng i
Tabatabai (1996), Klose i Tabatabai (2002) que representen la continuacié de treball
inicial de Eivazi i Tabatabai (1988) sobre determinacid i propietats de les glucosidases
esmentat anteriorment.

Eivazi i Tabatabai (1990) estudien diferents propietats de les 4 glicosidases per 5 sols
agricoles. Respecte del rang de valors i proporcié trobats la B-glucosidasa és la de
valors més alts seguida per la B-galactosidasa (entre 2 i 10 vegades inferiors) i
o—galactosidasa i la que presenta menys activitat és la a—glucosidasa. Fan assaigs
d'incubacié afegint-hi diferents sals i metalls pesants per veure la possible inhibicid
d’aquest tipus d’enzim per efecte dels fertilitzants. Troben que les sals inhibeixen molt
més les formes alfa que les beta i més les galactosidases que les glucosidases. Pel que
fa als metalls la inhibicid pels elements traga depén del sol. La B-glucosidasa és la que
presenta menys percentatge d’inhibicio. El percentatge d’inhibicié de la p-glucosidasa
per metalls oscil-la entre un 21 % pel Hg i 74 % amb el Mo; també sembla que els
que més afecten l'activitat son: B, Co, Cu i Hg. Deng i Tabatabai (1996) estudien la
incidéncia de diferents sistemes de practiques agricoles sobre les 4 glicosidases i la
cel-lulasa en mostres de so6ls amb un contingut en C d’entre 1-3 % C. Obtenen valors i
proporcio de les activitats semblant a estudis anteriors i totes resulten molt
correlacionades amb el C (la a-GLC la que menys). A més resulten molt
correlacionades entre si (especialment la a-glucosidasa i les galactosidases) i també
presenten correlacido amb la cel-lulasa (especialment la B-GLC i la a-GAL).

Respecte de les propietats d’aquestes activitats enzimatiques en relaci6 amb d’altres
parametres del sol i del tipus d'associacié amb la MO és d’especial interés els resultats
del treball de Klose i Tabatabai (2002). Els autors treballen amb una col-leccié de 10
sOls amb diversitat de valors de pH, C (1,2-4,4 %), N, textures i biomassa i estudien
I'efecte de la fumigacié de les mostres amb cloroform (d’acord amb el métode
Cloroform Fumigation (CF) proposat per aquests autors per diferenciar els components
intra/extracel-lular) (veure apartat 2.1.3). Paral-lelament també estudien el
comportament dels enzims purs aillats de microorganismes. Els autors dedueixen que
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les glicosidases GLC i GAL tenen associacions diferents; I'enzim GLC es presentaria en
el sol més estabilitzat o amb més capacitat per estabilitzar-se, en canvi l'activitat de
I'enzim GAL seria més dependent d’'un component intracel-lular.

En el segon grup d’autors, destaquem les experiéncies de Miller i Dick (1995) i de
Bandick i Dick (1999) que so6on un referent en l'estudi d'aquestes activitats
enzimatiques com a parametres de qualitat i representen els antecedents de
Iimportant treball de Knight i Dick (2004) on s’estudia l'activitat enzimatica pB-
glucosidasa en exclusiva.

Miller i Dick (1995) plantegen si el sistema de rotacié de cultiu, amb i sense
incorporacié d’adobat en verd, afecta tres activitats enzimatiques (B-glucosidasa i dues
amidohidrolases amidasa i L-asparaginasa). D’entre els tres enzims destaca
la B—glucosidasa com I'enzim més sensible al sistema de cultiu i als canvis temporals
de contingut en carboni; a més les diferéncies entre els dos sistemes de conreu es
posen de manifest a través de la resisténcia dels enzims a l'estrés termic. El sistema
de cultiu amb incorporacié d’adob verd té una activitat més alta durant tot el periode
controlat i presenta també més termoresisténcia (85-65 %).

Posteriorment en un estudi similar Bandick i Dick (1999) assagen 11 activitats
enzimatiques i la mesura de FDA amb |'objectiu d’estudiar la seva sensibilitat per
discriminar diferents sistemes de cultiu i deduir la seva capacitat com a indicadors de
qualitat del sol. Obtenen valors de les 4 principals glicosidases i la B-glucosidasa
destaca com a la dominant. Aquesta activitat resulta especialment sensible als
tractaments agronomics (aport de matéria vegetal) és més alta quant més alt és
|'aportacié de carboni amb la subseqlient estimulacioé de I'activitat microbiana. A més a
més presenta una resposta més rapida que d‘altres parametres generals com el
contingut en C.

Knight i Dick (2004) revisen les caracteristiques de la B-glucosidasa estudiant la
potencialitat que el valor de l'activitat, els seus components i les caracteristiques
cinétigues poden tenir com a indicadors de qualitat per a discriminar efectes del
maneig agricola. Concretament estudien sols (entre 1-4 % de C) amb tres tipus de
cultiu (blat, raygrass i forestal) davant els respectius sols naturals. Per investigar el
component estabilitzat de I'activitat fan servir la irradiaci6 amb microones de mostres
assecades (suposa reduccié 80 % de la biomassa) mesurant |'activitat abans i després
d’aquest tractament. Troben que aquest procediment és adequat per a valorar el
component de l'activitat de la B-glucosidasa no associada a microorganismes; es
basen en el que el C de biomassa esta correlacionat amb el descens de |'activitat i en
canvi no ho esta amb l'activitat que queda. Aquests autors troben que el cultiu fa
reduir en tots els casos l'activitat total i I'estabilitzada. L'efecte negatiu sobre I'activitat
total és més gran quan el cultiu té caracter poc intensiu, en canvi quan més intensiu
és el cultiu, la pérdua del component estabilitzat és la més acusada. La proporcid
d’activitat estabilitzada respecte de la total oscil-la entre 35-75 % en funci6 del sol i
del maneig al que s’ha sotmés. Com a conclusi6 proposen un mecanisme que
explicaria la sensibilitat de la p-glucosidasa al maneig agricola, basat no tant en
I’existéncia de diferents isoenzims sind en la quantitat d’enzim present i més acusada
en el component enzimatic estabilitzat que en I'associada a la poblacié microbiana.

Secundariament, també hem d’esmentar les propietats de la B-glucosidasa que s’han
deduit a través de la mesura de l'activitat en extractes i de la preparacié d’enzims
immobilitzats aixi com de la determinacié de l'activitat en diferents grandaries de
particula del sol. Diferents autors han estudiat les propietats de la B-glucosidasa com
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enzim estabilitzat (Batistic et al., 1980; Sakar i Burns, 1984; Sakar et al., 1989; Busto
et al., 1997; Busto i Pérez-Mateos, 2000) i han deduit que es pot trobar I'enzim
associat a complexos enzim-carbohidrat i enzim-humus. Respecte de les
caracteristiques de localitzacié de l'activitat p-glucosidasa en el sol els autors Busto i
Perez-Mateos (2000) dedueixen que la major part de Il'activitat es troba en la
grandaria de particula que correspon a la MO més humificada i que es pot diferenciar
més d’un enzim o formes (isoenzim) que catalitzen la mateixa reaccié. A més a més,
pel diferent comportament davant el pH i les caracteristiques cinétiques, es pot deduir
que l'activitat extreta en les diferents fraccions és heterogénia és a dir que conté més
d’un enzim o isoenzim amb diferent afinitat/selectivitat. Els autors interpreten aquesta
caracteristica com a estratégia del sol per poder actuar en condicions de baixa/alta
concentracio de substrat.

Respecte de la influéncia del pretractament de les mostres de sol sobre el valor
d'aquestes activitats en els primers estudis (Eivazi i Tabatabai, 1990) s’afirma que
I'assecat incrementa les activitats de les 4 glicosidases; la B-glucosidasa és la que més
augmenta (entre 1,5 i 2 vegades) i la B-galactosidasa s’altera molt poc. Els autors ho
atribueixen a que la rehidratacié de la mostra assecada que té lloc durant |'assaig
trenca els agregats i augmenta l|'accessibilitat dels enzims pels substrats. En els
treballs de Bandick i Dick (1999) també es determinen les activitats en les mostres
humides i assecades i troben que ambdds pretractaments mantenen les diferéncies
entre sols en el cas de a i B-glucosidasa, amidasa, ureasa i FDA. En estudis de sols
naturals Zornoza et al. (2006) troben per mostres de sols mediterranis que l'activitat
de la B-glucosidasa no s’afecta per l'assecat i que els valors trobats en mostres
assecades a l'aire son representatius dels valors de mostres de camp. Com a
alternativa al pretractament assagen la rehidratacio de mostres assecades a través
d’incubacié a 23 °C durant 12 dies; troben fluctuacions per |'efecte de la rehidratacio
que depenen de lI'enzim i de la mostra pero afirmen que la B-glucosidasa és la més
estable durant la incubacié i que els valors és corresponen amb els obtinguts amb
mostres humides. En estudis de sols afectats per contaminacié, Hinojosa et al. (2004)
també estudien la influéncia del pretractament (mostres humides i assecades-
rehidratades). En aquest cas dels sis enzims mesurats tots presenten activitats
superiors en mostres rehidratades, excepte la pB-glucosidasa que no presenta
diferéncia entre valors de mostres humides i rehidratades (21 ©°C i 7 dies). Es
consideren valids aquests pretractaments i es destaca la potencialitat de la B-
glucosidasa (activitat que forma part del principal factor discriminant junt amb
arilsulfatasa i fosfatasa) com a indicador perquée a partir dels valors d’activitat amb les
mostres rehidratades millora la discriminacié entre mostres de sols afectades en
diferent grau per la contaminacié per metalls pesants.

Pel que fa especificament a I'estudi de sols naturals constatem que és molt freqlient
incloure l'estudi d’aquestes activitats enzimatiques com expliguem en la revisid
bibliografica del capitol 3 de qualitat bioquimica de sols naturals. Aqui només
destaquem el treball de Turner et al. (2002) que considerem important com a base de
dades ja que es centra exclusivament en l'activitat enzimatica B-glucosidasa. En
aquest treball s’estudia la relacié de I’enzim B-glucosidasa amb propietats biologiques
(C i N de la biomassa) i caracteristiques generals (C, N organic, pH i textura) d’una
col-lecci6 de 30 sols d'Us semblant (de pastura amb 2-8 % de C) a Anglaterra i
Gal-les. Els autors troben com a valor d’activitat mitjana 2,54 pmol pNF/gh amb un
coeficient de variacié del 41 %. Per una banda troben correlacions de |'activitat amb
parametres propiament microbiologics (C biomassa i C biomassa/C) la qual cosa
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indicaria que el nivell d'activitat és un reflex de l'activitat microbiana que sintetitza
aquest enzim davant la presencia de substrat (per tant semblaria indicar que la
contribucié dels enzims extracel-lulars immobilitzats seria poc important). Per altra
banda, pero, la forta correlacid trobada amb el percentatge d’argila pot indicar
contrariament que l'activitat enzimatica extracel-lular pot ser important donat el paper
de l'argila com a estabilitzador dels enzims extracel:-lulars. Els autors interpreten
aquesta duplicitat de resultats suggerint que l'activitat p-glucosidasa pot ser una
mesura integrada de l'activitat biologica i dels factors generals del sol que la
protegeixen com el contingut d‘argila. D’aqui conclouen que té un fort potencial com a
index de qualitat en sols.

Per altra banda a la bibliografia consultada també hem trobat moltes referéncies sobre
el comportament de l'activitat B-glucosidasa, junt amb altres parametres, en diferents
estudis d’usos del sol en diversitat de situacions que podem agrupar sota el terme d’Us
del sol (land use) com els treballs de: Ajwa et al. (1999) Boerner et al. (2000)
Monreal i Bergstrom (2000) Badiane et al. (2001) Acosta-Martinez et al. (2007) i
Sotomayor-Ramirez et al. (2009). Del conjunt de resultats es pot dir que l'activitat p-
glucosidasa resulta ser una l'activitat sensible a I'impacte del tipus de vegetacid, al
contingut en MO i amb capacitat per indicar diferéncies entre els tractaments
estudiats.

Pel que fa a I'enzim B-galactosidasa, el conjunt de publicacions sobre qualitat del sol
posa de manifest que aquesta activitat es determina en sols amb molta menys
freqiéncia que la B-glucosidasa. Els resultats de la B-galactosidasa corresponen
generalment a estudis on s’assagen o bé el conjunt de les 4 glicosidases o bé un
elevat nombre d’activitats enzimatiques (Curci et al., 1997; Bandick i Dick, 1999;
Ekenler i Tabatabai, 2003).

Dels resultats de Curci et al. (1997) podem destacar que les activitats p-galactosidasa
i a-glucosidasa son les activitats que sembla que millor prediuen la poblacid i I'activitat
microbiana. En el treball de Martinez i Tabatabai (1997) es fan assaigs d’'incubacié in
vitro de barreges de tres sols amb 12 diferents subproductes provinents de processos
biotecnologics industrials com a possibles esmenes organiques. A partir dels resultats
de les activitats enzimatiques en els subproductes i en les barreges sol-subproducte
podem deduir que l'activitat p-galactosidasa esta més relacionada que la B-glucosidasa
amb la preséncia de microorganismes.

Per altra banda, trobem treballs que relacionen la mesura de [I'activitat B-
galactosidasa, directament o bé indirecta, amb bioassaigs i per la seva sensibilitat
amb la preséncia de contaminants en el sol (Martinez-ifligo et al., 2003 i 2009).
Carbonell et al. (2000) determinen aquesta activitat en el sol, com a indicador de la
inhibicio, per la preséncia de contaminants, de |'activitat microbiana del sol; aquests
autors es basen en que l'activitat d’aquest enzim ha estat proposada com a mesura de
I’activitat microbiana indigena en sediments. Brohon et al. (2001) troben relacié entre
la preséncia en el sol de metalls pesants, hidrocarburs i herbicides i la inhibici6 de
I'activitat B-galactosidasa en el bioassaig utilitzat.
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3 PARAMETRES DE QUALITAT BIOQUIMICA EN SOLS
NATURALS DE CATALUNYA

3.1 ANTECEDENTS: L'ESTUDI DE LA QUALITAT BIOQUIMICA EN SOLS
NATURALS

Tal com hem vist en la introduccié general, I'estudi dels sols naturals deriva de la
perspectiva de la qualitat del sol i té el doble interés de contribuir a la recerca basica
sobre els parametres de qualitat i a la seva interpretacié per a la consideracié de sols
de referéncia. En general s’assumeix que els soOls naturals, com a sOls gens o poc
pertorbats que es desenvolupen sota vegetacié climax i que gaudeixen d’un equilibri
estable i sostenible amb les condicions ambientals, poden ser considerats com a sols
d’alta qualitat. A la vegada també s’assumeix que quan un sol s’afecta per alguna
pertorbacié aquesta pot desviar I'ecosistema de |'estat d’equilibri cap a uns estats més
regressius que queden expressats com a canvis en les seves propietats fisiques
quimiques i biologiques determinants de la qualitat d’aquell sol.

De cara a seleccionar i estructurar la informacio del gran nombre d'articles cientifics
sobre qualitat bioldgica/bioquimica en sols naturals hem tingut presents les seglients
consideracions:

a. Hem prioritzat els treballs que estudien les propietats en sols naturals davant
els que, amb altres objectius, inclouen el comportament dels sols naturals com
a referéncia comparativa.

b. D’acord a la revisio bibliografica de Bastida et al. (2008c) sobre el component
bioldogic de qualitat de sols no agricoles (veure | "apartat 2.1.2) destaquen dos
paisos com a nuclis centrals en la recerca sobre aquest tema: Espanya i Italia.

c. Part del nostre treball s’'ha fet en col-laboraci6 amb el Grupo Espafol de
Enzimologia de Suelos.

D’acord amb aquestes consideracions hem estructurat la revisié bibliografica en dues
parts: l'estudi dels sols naturals per part dels grups espanyols i la contribucié dels
grups italians.

3.1.1 La recerca d’autors espanyols

Per a la confeccid dels antecedents sobre estudi de sols naturals a nivell espanyol hem
seleccionat els treballs que més s’apropen a I'enfocament de la tesi i per tant ens hem
concentrat especialment en aquells que es fixen en el mateix tipus de parametres.
Aquest criteri ens ha portat a comentar principalment els resultats dels grups que
treballen a Galicia (Instituto de Investigaciones Agrobioldgicas de Galicia, IAG-CSIC i
Facultad de Farmacia, Universidad de Santiago de Compostela), a Alacant
(Universidad Miguel Hernandez, Elche) i a Murcia (Centro d'Edafologia y Biologia
Aplicada del Segura, CEBAS-CSIC).

L'estudi de la qualitat de sols naturals s’inicia amb els grups de Galicia i Marcia fa més
de 15 anys (Garcia i Hernandez, 2000). La diferéncia principal entre aquests dos nuclis
és Obviament el tipus de sols naturals estudiats. A Galicia I’estudi dels sols naturals es
centra en Umbrisols (alt contingut de MO), amb vegetacié climax de roureda atlantica
i clima humit. En canvi Mdrcia compren un territori més heterogeni, amb molta
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variabilitat en condicions climatiques i de vegetacid, sota clima mediterrani semiarid
(precipitacié mitjana anual, 250-300 mm i T 16-18 °C) i amb zones amb risc de
desertificacio; en aquest cas es pren com a sols optims de referéncia sols forestals de
pins i alzina (que porten molts anys sense explotacié o de programes de revegetacio).
En els estudis dels sols gallecs es dona més émfasi als sols naturals com a sols de
referéncia de maxima qualitat i es desenvolupa un index de qualitat sense fixar valors
de referéncia sind com a expressié d’equilibri entre el conjunt de propietats existents
en aquests sols. Els estudis portats a terme a Mdrcia prioritzen la utilitat dels indexs
de qualitat (de tipus numeéric i autointerpretable) per a reflectir I'estat de degradacié.
El grup d’Alacant s’incorpora posteriorment i t& en comu amb el grup de Mdurcia el
tipus de sols naturals i en canvi I'enfocament s’apropa més al del grup de Galicia.

A continuacido presentem com a antecedents un resum dels principals estudis i
resultats obtinguts per aquests tres grups elaborat a partir de les seves principals
publicacions. Les caracteristiques generals aixi com el que hem extret com a trets més
singulars de cadascun d’ells queden resumides a la Taula 3.1 Val a dir que aquests
autors també han fet una important aportacié amb les revisions bibliografiques sobre
la utilitzacié d’aquests indicadors de qualitat aixi com les noves perspectives (Gil-
Sotres et al., 2005; Bastida et al., 2008c; Zornoza et al., 2008b).

Taula 3.1. Caracteristiques generals i singularitats dels treballs en sols naturals dels diferents
grups espanyols.

Galicia e Proposta i aplicacié d'un index de qualitat a través del N

e Confeccio d’'una amplia base de dades

e Contrast sols naturals - diferent usos del sol

. Estudi de factors de variabilitat: horitzons i estacionals

e Diversitat d’activitats enzimatiques

e Parametres termodinamics

e Importancia de la metodologia analitica i de pretractament

Alacant e Proposta de diferents indexs de qualitat a través del N i del C
e Validacio i aplicacié d’aquests indexs

e Incorporacié del factor climatic

e Incorporaci6 d'altres parametres: C-soluble

e Importancia dels pretractaments de la mostra

Mdrcia e Caracteritzacio de sols de zones semiarides

e Estudi de I'abandonament de sols agricoles i de la perdua de vegetacio

e Proposta d’un index de degradacioé sensible als diferents nivells

e Influéncia de la vegetacio

e Variabilitat estacional

e Incorporaci6 d'altres parametres: C-soluble, carbohidrats, polifenols i substancies
hamiques
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3.1.1.1 Estudis del grup de Galicia

En els estudis del grup de Galicia podem diferenciar tres fases. Primer treballen sobre
la proposta d'un index de qualitat a través del N organic; en treballs posteriors
confeccionen una amplia base de dades sobre caracteristiques bioquimiques generals i
especifiques d’un gran nombre de mostres de sols naturals i més recentment utilitzen
aquestes dades de cara a l'estudi de la incidéncia de diferents usos de sols (agricoles,
reforestats o bé afectats per contaminacid) sobre la qualitat.

En els primers treballs (Trasar-Cepeda et al., 1998; Leirds, et al., 1999; Trasar-
Cepeda et al., 2000b) s’estudien sols naturals de tres zones climatiques diferents, a
dues profunditats i diferent estacié de l'any i s’observa gran variabilitat; malgrat
aquesta variabilitat les correlacions que presenten els parametres estudiats amb els
continguts en C i/o N els hi permet proposar una equacio algebraica que expressa la
relacido entre una seleccié de variables bioquimiques i el contingut en N del sol que
explica el 97 % de la variancia observada. Aquesta equacié té I'expressio seglient:

Total N (%) = m - MBC + n - N-mineralitzable + f - FOSF + g - GLC + u - UR

MBC (C de biomassa) en mg/kg i N-mineralizable en mg/kg
FOSF (fosfomonoesterasa), GLC (B-glucosidasa) i UR (ureasa) en pmol de producte alliberat per g i h
m=0,38 103 ; n=1,4 103 ; f= 13,6 10%; g=8,9 103 ; u=1,6 1073

(Trasar-Cepeda et al., 1998)

Aguesta relacid resulta ser valida per dos horitzons (O i Ah) de sols naturals de Galicia
amb un contingut de C oscil-la entre 6-41 % en diferents condicions climatiques i
diferents époques de |'any. Els autors interpreten aquesta expressido com |'existéncia
d’un balang entre la MO d’aquests sols d’alta qualitat i les seves propietats biologiques
i bioquimiques. Proposen, doncs, el quocient Nc x 100/Nk (on Nc deriva de lI'equacio i
Nk és el % N obtingut per I'analisi Kjeldhal) com a index de qualitat amb la idea que
un agent que causi alteracié de la qualitat afectara a aquest equilibri. La validesa de
I'index proposat es confirmada a través de la sensibilitat en altres tipus de sols
alterats (agricoles, contaminats o degradats per explotacié mines) on no es compleix
aquest balancg i el Nc difereix de N real (Nk) i per tant I'index és diferent de 100. Si és
major de 100 vol dir que hi ha alta activitat bioldogica normalment associada a
aplicacio de fertilitzants o augment de coberta vegetal. La disminucié de l'index és
indicatiu de descens en l'activitat per perdua de MO o bé per inhibicid causada per
contaminants.

En treballs publicats posteriorment (Trasar-Cepeda et al., 2000b; Leirds et al., 2000)
es presenta un estudi molt exhaustiu de tota la regié (40 mostres) amb mostreig de
dos horitzons (O i Ah ) i a la tardor, perqué saben, per estudis previs, que és quan
més s’acosta a la mitjana anual. Per una banda determinen propietats bioquimiques
generals (C i N de biomassa microbiana, respiracié, ATP, N mineralitzable i les
activitats deshidrogenasa i catalasa i la capacitat d’amonificacié d’arginina) i per una
altra banda 9 activitats enzimatiques caracteristiques del cicle del C, N, P i S. El
conjunt de dades (propietats fisiques, quimiques i bioquimiques generals i
especifiques) sumen 29 variables que analitzen a través de correlacions i d'analisi de
components principals (ACP). Les correlacions que presenten suggereixen que el
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numero i l'activitat dels microorganismes estan directament relacionades amb Ia
mateéria organica i la disponibilitat de nutrients. També veuen que els dos horitzons
tenen el mateix comportament bioquimic. Respecte de les activitats enzimatiques,
troben valors molt variables pero similars als rangs indicats per bibliografia en sols
semblants d’altres regions i que estan molt correlacionades. Dedueixen cinc factors
principals dels quals els tres més importants (76 % variancia explicada) sén: |'activitat
microbiana i la seva dependéncia de la disponibilitat de nutrients, I'acumulacié de MO i
el procés de mineralitzacio.

Dins d’aquest tipus d’estudi de confeccié de base de dades podem incloure també els
treballs dels mateixos autors sobre i) parametres termodinamics (Ea i Qo) de les nou
activitats enzimatiques que habitualment solen determinar (Trasar-Cepeda et al.,
2007), i ii) propietats bioquimiques en sols naturals de muntanya amb d‘altres
condicions ambientals com el clima mediterrani del sud de la peninsula (Miralles et al.,
2007).

Ja més recentment, i estudiant les activitats enzimatiques com indicadors de qualitat
del sol, apliquen el coneixement dels sols naturals estudiats per a la comparacié amb
d’altres usos dels sols (Trasar-Cepeda et al., 2008a; Trasar-Cepeda et al., 2008b).
Primer presenten la comparaci6 amb 45 sols agricoles amb un sistema de rotacié
tradicional i troben per aquests, valors més baixos pels dos tipus de parametres
(bioquimics generals-biomassa, respiracid, N mineralitzat, catalasa i deshidrogenasa- i
bioquimics especifics on inclouen les activitats enzimatiques) i pérdua del grau de
correlacié entre ells i amb les propietats generals del sol. Destaquen, pero, que en els
sOls agricoles les activitats especifiques tendeixen a presentar valors superiors.
Proposen com a hipotesi que en els sols cultivats la MO es perd més rapidament que
els enzims la qual cosa provoca un increment relatiu de l'activitat enzimatica de la
MO; consideren que la MO més labil és la que s’ha perdut i la que queda és la més
estabilitzada. Aquesta hipotesi esta d’acord amb la pérdua del grau de correlacié
observat (respecte als sols naturals) entre diferents tipus de parametres i també amb
els resultats i la interpretacié dels factors de I'analisi per components principals. En els
soOls naturals troben que existeix una gran agrupacié de les propietats bioquimiques
(generals i especifiques) i aixi interpreten que hi ha un lligam entre la magnitud i
|'activitat de la biomassa, la MO acumulada i la seva mineralitzacid. Contrariament en
els sols agricoles hi ha una dissociacid d'aquestes propietats: per una banda hi ha la
MO més estabilitzada i per una altra I'activitat microbiana. Aquesta dissociacio
suggereix que el sistema agricola esta pertorbat en tant en quant amb I'empobriment
de MO labil s’ha perdut la connexié entre els diferents cicles biogeoquimics i el paper
de la MO com a substrat per I'activitat microbiana.

Posteriorment, en un estudi més ampli comparen 235 sols que responen a diferents
usos (vinya, cereal, prat, forestals) amb els mateixos 40 sols naturals considerats de
referéncia en estudis anteriors. Troben que, contrariament al que s’assumeix en
general, 1'Us del sol no necessariament comporta una disminucio de les activitats si no
que dependra de I'enzim i de I'Us; troben valors que poden ser inferiors, iguals o fins i
tot superiors als dels sols naturals de referéncia. Les diferéncies observades es poden
(a vegades) justificar a través de la incidéncia de la fertilitzacidé (la inorganica provoca
inhibicid i I'organica estimulacid). Degut a que I'Us del sol porta implicit la pérdua de
MO, proposen estudiar I'efecte a través de la comparacio de les activitats especifiques
i constaten que la pérdua va acompanyada d’un increment en |’activitat per unitat de
carboni. A més a més comproven que aixd també s‘observa quan els sols d’'un mateix
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Us s’agrupen per rangs de continguts de carboni contrariament al que passa en els
sOls naturals on les activitats especifiques sén molt semblants en els diferents rangs
de contingut en carboni (excepte per invertasa i arilsulfatasa). Aquest procés
d’enriquiment de les activitats (no per totes, és important per les proteases, perd per
arilsulfatasa no es dona) és tant més gran quan més gran és la pérdua de MO. D’acord
amb les propietats biologiques determinades, els autors no creuen que aquest
fenomen es pugui explicar a través d’una resposta d’acceleracié del metabolisme com
a consequéncia de l'estrés; creuen que es pot pensar que és degut a que els enzims
poden estar més estabilitzats ja que el que es perd és MO labil.

3.1.1.2 Estudis del grup d’Alacant

Els treballs del grup d’Alacant (Zornoza et al., 2007a; Zornoza et al., 2007b; Zornoza
et al., 2008a) tenen un enfoc molt semblant als del grup anterior perd en aquest cas
constaten que sols naturals amb caracteristiques diferents presenten un equilibri
diferent entre les seves propietats i aixo els obliga a treballar amb el desenvolupament
de més d'un index. Inicialment caracteritzen quatre sols forestals (120 mostres) amb
minima accié antropica amb l'objectiu d’aconseguir, a través del model de regressié
lineal multiple, una férmula de combinacié d’un conjunt de propietats fisiques,
quimiques i bioquimiques per a les variables de prediccié C, N i/o biomassa. Treballen
amb carboni, carboni soluble en sulfat potassic, biomassa, respiracio i les activitats
enzimatiques fosfatasa, ureasa i B-glucosidasa. Per analisi de components principals,
troben un factor (55 % de variabilitat explicada) constituit pel contingut de MO i la
seva activitat metabdlica, que separa un sol (I’ Entisol) dels altres tres (tres Mollisols,
amb valors superiors) i un segon factor (17 %) -que inclou la fraccié labil de C, el
contingut en nutrients i l'activitat bioquimica- que no contribueix a la diferenciacié de
les 4 zones. Dedueixen dues expressions, una pel N (pels 3 Mollisols) i una altra pel C
(per I'Entisol); I'equacié del N és similar a la deduida per Trasar-Cepeda et al. (1998)
ja que fa servir les mateixes variables (en lloc de N mineralitzable inclou P assimilable
i afegeix la capacitat de retencié d’aigua) i en l'equacié del C només inclouen P
assimilable i les activitats ureasica i B-glucosidasa. Comproven que els dos indexs
proposats sén valids ja que permeten marcar diferéncies quan s’apliquen als sols
degradats de la zona.

Posteriorment segueixen I'estudi (desdoblant una zona en dos) considerant la
influéncia de les condicions climatiques. Quan inclouen les dades de precipitacio i
temperatures mitjanes (Pm i Tm) en les correlacions, constaten la seva importancia i
les incorporen com a variable explicativa; aix0 és el que els hi permet trobar un sol
index, amb el contingut de C com a variable de prediccié per tots cinc sols. L'index de
gualitat (SQI) proposat és la diferéncia entre el contingut en C calculat a través del
model (SOCc) i el C real trobat al laboratori (SOCa); el SOCc té dos variants de calcul
ja que s’adapta a les condicions climatiques diferents i que inclou les variables
seglients: estabilitat dels agregats, capacitat de retencid d’aigua, conductivitat
eléctrica, capacitat de bescanvi cationic, fosfor assimilable, fosfatasa, B-glucosidasa i
ureasa. En un model l'index de qualitat (SQI2) inclou tres activitats enzimatiques junt
amb parametres generals i pretén ser indicador de resposta sensible rapida a l'agent
d’alteracio; en canvi l'altre model (SQI1) inclou també parametres fisics i es formula
com a indicador de degradacié més severa que arriba a afectar a nivell d’estructura.
Com a conclusié els autors verifiquen que existeix un balang entre la MO i les diferents
propietats fisiques, quimiques i bioquimiques en els sols forestals del SE d’Espanya.
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Finalment fan estudis de validacié dels indexs proposats en sis zones forestals més i
alhora fan la comprovacié de la seva utilitat per posar de manifest els cultius com a
causa d’alteracié de qualitat. Inclouen mostres de sols de terrenys cultivats i agricoles
abandonats de les mateixes zones. En aquests dos casos, els indexs prenen valors
positius (SQI>0, que vol dir valors de carboni organic experimentals inferiors als
predits) sempre més acusat en els sols cultivats. Interpreten la menor desviacié de
I’equilibri natural pels terrenys abandonats com a indicador de recuperacié de la
qualitat a causa de la proteccid de la erosid per l'increment de la coberta vegetal
deguda a la colonitzacié d’especies de I'entorn.

3.1.1.3 Estudis del grup de Mircia

Respecte del grup de Murcia hem de destacar els primers treballs (Garcia et al., 1994;
Garcia i Hernandez, 1997c) de caracteritzacié bioquimica i microbiologica de sols
degradats per manca de vegetacid (12 zones diferents; C<1 %) i la seva posterior
comparacié amb sols sense alterar que tenen entre 3 i 6 cops més MO (amb vegetacio
propia de la zona i o bé reforestats amb pins) que els hi permet formular una equacio
per predir el contingut en MO. Troben que son sols pobres bioquimicament i
microbioldgicament ja que tots els valors son inferiors als bibliografics, que la baixa
activitat biologica és més baixa quan més degradacié hi ha i que en aquestes regions
arides amb baix contingut en MO, és també baixa la capacitat per a ser mineralitzada.
A més a més també detecten: i) correlacié negativa entre les propietats bioquimiques
i la conductivitat eléctrica; ii) alta correlaci6 entre les variables estudiades
(enzimatiques i microbiologics), fet que els hi permet afirmar que totes queden
afectades per igual; iii) l'activitat deshidrogenasa resulta ser un bon indicador de
|"activitat microbiologica, i iv) els dos enzims més afectats i més relacionats amb els
canvis i perdua de la MO en el procés de degradaciéo del sol sén B-glucosidasa i
arilsulfatasa.

Paral-lelament aquest grup també estudia l'efecte de la pérdua de vegetacido en
parcel-les experimentals -comparant amb un sol natural a Garcia et al., (1997b)- i
|’efecte de I'abandonament de sodls agricoles (entre 3-45 anys) prenent en aquest cas
com a referéncia un sol cultivat i un sol natural (Garcia et al., 1997a). En el primer cas
comproven que la manca de vegetacid significa al cap de 7 anys una davallada de
qualitat biologica (baixen els valors de C i les seves fraccions, CH-solubles, biomassa i
les activitats enzimatiques) i el parametre que menys es veu afectat és la MO més
humificada. Respecte de les activitats enzimatiques, |la proteolitica de BAA no s’afecta i
GLC s’afecta molt clarament per I'abséncia de vegetacid. L'estudi de correlacions els hi
permet confirmar que en regions arides sotmeses a pérdua de vegetacio els enzims es
troben estabilitzats possiblement al complex humic. Pel que fa al procés de
recuperacio d’un sol agricola després del seu abandonament troben que, després de
15 anys, quan apareix vegetacié espontania s’arriben a igualar els valors la MO i les
seves fraccions als del sol natural; contrariament les activitats enzimatiques presenten
un desequilibri ja que son superiors en els sols abandonats que en el sol natural (les
oxidoreductases ho son des de linici i les hidrolases a |‘augmentar el temps
d’abandonament).

Posteriorment a Garcia et al. (2002) amplien I'estudi de sols amb risc de degradacié a
altres zones de clima mediterrani (Sierra Guadarrama, Madrid). En aquest cas
estudien |'estat de degradacio, atenent al percentatge de recobriment vegetal, en dos
tipus de substrat (calcari i granitic). La majoria dels parametres (C, C-soluble, CH-
solubles, biomassa i activitat microbiana) experimenten una disminucié d’acord amb la
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del recobriment vegetal pels dos tipus de sols. Les activitats enzimatiques segueixen
aquesta pauta en els sols calcaris, pero, en els sols acids, i especialment per les
activitats relacionades amb el cicle del N (ureasa i BAA), té més influéncia el tipus de
vegetacio.

Treballs més recents d’aquest grup responen a la necessitat de trobar un index de
gualitat dels sols que identifiqui el nivell de degradacid. En el treball de Bastida et al.
(2006) es consideren tres zones que permet diferenciar entre tres i quatre arees amb
diferent grau i tipus de vegetacid de soOls agricoles abandonats (>40 anys) i
reforestats amb pins (aquests sols forestals no sén naturals pero es consideren valids
com a patré de comparacié de la zona ja que tenen el nivell desitjat de qualitat per
soOls d'aquesta regid i per tant se’ls hi assigna nivell nul de degradacid). Els continguts
de C, C-soluble i CH-solubles en aigua presenten una alta correlacié amb parametres
microbiologics i bioquimics. A més els autors troben que hi ha correspondéncia entre
el grau de recobriment vegetal i les tres formes de C i també per biomassa i les
activitats enzimatiques, i que es presenten sempre valors superiors en els sols
forestals. Aixi consideren que els parametres resulten ser doncs, adients per
desenvolupar lI'index ja que reflecteixen diferent grau de recobriment i contingut i
activitat microbiana. Partint del total de 11 parametres seleccionen els cinc que
composen el primer factor (que explica el 59 % de variabilitat) i amb ells
desenvolupen una expressid matematica (analisi multivariant) del que anomenen
Microbiological Degradation Index MDI i la seva escala d’interpretaci. L’expressio
polinomica és la seglient:

Microbiological Degradation Index (MDI)

MDI = 0,89 - DH + 0,86 - WSCh + 0,84 - UR + 0,75 - WSC + 0,72 - BR

DH (deshidrogenasa), WSCh (carbohidrats solubles en aigua), UR (ureasa), WSC (Carboni soluble en
aigua) i BR (respiracid basal) son els valors de les variables normalitzades d’acord a I'equacio
Y=1/(1+(x/x0)-2,5). x és el valor de la variable i x0 pren el valor promig de R? de les respectives corbes
de normalitzacié

Escala d’interpretacié pel valor de MDI:
< 0,65 molt alt 0,66-1,54 alt 1,55-3,08 baix > 3,09 nul

(Bastida et al., 2006)

En un altre treball Bastida et al. (2008a) analitzen la capacitat de resposta dels
parametres bioquimics davant de tres factors condicionants (l'orientacid, el
recobriment i tipus de vegetacidé i la variabilitat estacional) de sols naturals (amb
valors de C: 0,3-1 %). Troben que la respiracié basal i tres activitats enzimatiques (B-
glucosidasa, proteolitica de BAA i fosfatasa) son determinants en el factor que explica
el 71 % de la variabilitat. La separacidé per orientacio és clara i és la nord la que
afavoreix més la biomassa i la seva activitat. El tipus de vegetaciéo afecta molt les
propietats bioquimiques i microbioldgiques en la cara sud i en canvi en la nord depén
de I'estacid o sigui que és més sensible als canvis estacionals.

En una visié global del treball de grups espanyols hem de tenir present també els
estudis fet a les illes Canaries (Armas et al., 2007) amb sols naturals volcanics
(andisols i aridisols) afectats per desforestacid. Els autors fan també una proposta
d'index de qualitat BQI (Biological Quality Index) com a quocient entre els valors de C
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experimental i el calculat a través de parametres bioquimics (C-soluble, respiracio, i
els enzims deshidrogenasa, B-glucosidasa i carboximetilcel-lulasa); en aquest cas
també la distancia al valor 1 resulta estar d’acord amb el nivell de degradacio.

3.1.2 La recerca d’autors italians

Els autors italians centren l'estudi dels soOls naturals com a sols de referéncia
especialment en treballs sobre la incidéncia de les practiques agricoles. Respecte dels
parametres triats per aquests grups destaquen, a més a més dels que ja hem vist en
|'apartat anterior, la incorporacié de la hidrolisi de FDA i I'estudi amb més profunditat
de les activitats enzimatiques (l’activitat en extractes) i de la MO amb el
fraccionament i la pirolisi. A més a més estudien el comportament de diferents indexs
de qualitat (els simples i els basats en activitats enzimatiques HC, MPI, BIF i EAN) que
hem vist en l'apartat 2.1.3.

Ceccanti i Pezzarossa (1993), Masciandaro et al. (1998) i Masciandaro i Ceccanti
(1999) estudien l'afectacido de les propietats bioquimiques comparativament en sols
agricoles i naturals de dues zones geograficament allunyades (Pisa i Salamanca) pero
ambdues de clima mediterrani temperat. Troben que I'Us agricola del sol implica una
davallada de la majoria dels parametres, perd, no troben diferencies entre els dos
ecosistemes. També constaten que en el soOl agricola el grau de correlacié entre
variables és inferior, d’on dedueixen que la pérdua de la MO labil afecta també a la
dindmica de la mineralitzacid. Es de destacar que si bé les activitats enzimatiques en
els sols naturals sén superiors, quan es calculen les activitats especifiques resulten ser
semblants; els autors constaten que els sols, amb diferents usos, son capagos de
preservar |‘activitat dels complexos humus-Enzim i que aquests poden representar la
base de la resiliéncia dels sols. Per altra banda els parametres bioquimics informen
sobre la recuperacid de |'ecosistema ja que indiquen que els sols agricoles abandonats
evolucionen cap a un sol natural ja que amb el temps recuperen I'activitat metabolica.
Proposen el quocient activitat deshidrogenasa dividida pel contingut en C-soluble,
(MPI=DH/WSOC, index de potencial metabolic) com el millor indicador d’aquesta
recuperacio.

En el mateix grup d’‘autors podem incloure l'estudi de Caravaca et al. (2002) on
comparen també quatre tipus de sols agricoles amb un sol natural adjacent. D'aquest
estudi hem de ressaltar la utilitzacié de I'index de sensibilitat que defineixen d’acord a
Biederbeck et al. (1998) com el quocient entre el valor de la propietat en el sol natural
i el valor en el sol afectat. D’acord amb la comparacié estadistica d’aquests indexs, els
meés sensibles son les activitats deshidrogenasa, ureasa i fosfatasa (valors del quocient
que oscil-len entre 6,4 i 4,3) davant de C i lees fraccions solubles i les activitats GLC i
BAA (on pren valors entre 1,8 i 3,0).

Els treballs de Riffaldi et al. (1994), Saviozzi et al. (2001) i Riffaldi et al. (2002) tenen
plantejaments semblants als anteriors pero es centren en sols italians i com a sols no
pertorbats de referéncia consideren un prat natural i també un sol forestal. Troben
que el cultiu intensiu suposa una important davallada de tots els parametres respecte
als soOls naturals. Troben que el prat presenta valors més alts de qualitat que el bosc i
ho atribueixen a que el forestal t& menys incorporacié de residus vegetals. Els
parametres més responsables en posar de manifest I'efecte del cultiu i que diferencien
millor alhora també els dos sistemes no pertorbats resulten ser: respiracio, C, CH
solubles en aigua, proteasa i GLC, i entre els diferents indexs calculats destaca la
sensibilitat del coeficient hidrolitic (HC) basat en la mesura de la hidrolisi de FDA
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proposat per Perucci (1992). Com hem vist en I'apartat 2.1.3 també és significatiu el
treball de Puglisi et al. (2006) on els autors dedueixen tres indexs de qualitat basats
Unicament en activitats enzimatiques perd en aquest cas la comparacié dels sols
pertorbats es fa amb un sol adjacent no afectat, no amb un sol natural

3.2 OBIECTIUS

Els objectius especifics d’aquest capitol deriven de I'objectiu general A (Capitol 1) i

son:
1r. Obtenir resultats sobre els parametres bioquimics carbohidrats totals i
carbohidrats extractables i de les activitats enzimatiques p-glucosidasa i B -
galactosidasa en sols naturals de Catalunya en anys diferents.

2n. Estudiar el comportament dels parametres bioguimics anteriors com a
diferenciadors dels sols naturals.

3r. Relacionar els resultats entre si, amb d’altres parametres bioquimics i amb
les caracteristiques fisic-quimiques i de localitzacié d’aquests sols.

4t. Avaluar la influéncia del pretractament d’assecat de les mostes de sol
(mostra humida versus mostra assecada a l'aire) en la determinacié de les
activitats enzimatiques p-glucosidasa i B -galactosidasa del sol.

3.3 MATERIAL I METODES

L'experiéncia que correspon a aquest capitol forma part d’'una de les activitats de
recerca del Grupo Espafiol de Enzimologia de Suelos, grup format per sis equips de
treball d’Universitats i Centres de Recerca a nivell d’ Espanya. Aquest projecte té per
objectiu constituir una base de dades sobre parametres bioquimics de sols naturals de
diferents llocs de la Peninsula Ibérica utilitzant metodologia analitica préviament
estandarditzada pel grup (Garcia et al., 2003). L'experiéncia es va portar a terme
simultaniament durant tres anys i en cadascuna de les sis arees corresponents al
subgrups de treball espanyols: Murcia, Galicia, Madrid, Burgos, Valéncia i Catalunya.
Els parametres generals dels sols van ser determinats conjuntament els diferents
grups de treball i cada grup, amb les mostres de la seva zona, va analitzar pels
parametres bioquimics préviament acordats.

3.3.1 Disseny experimental

Aquesta experiéncia va consistir en el mostreig, durant tres anys consecutius, de sols
de 10 perfils representatius de Catalunya que poguessin ser considerats com a sols
naturals per la seva minima accié antropica (el terme sol natural equival a sol poc
pertorbat). El mostreig es va realitzar a la primavera dels anys 2004, 2005 i 2006. El
criteri seguit per la seleccidé dels 10 sols naturals de Catalunya va ser abastar (amb els
condicionants del nombre de mostres i de temps) la variabilitat litologica, climatica i
de vegetacio del territori. Es va buscar una proporcié entre sols carbonatats i no
carbonatats que fos reflex de les condicions reals de la coberta edafica catalana.
Respecte de la vegetacié ens varem centrar en sols naturals amb vegetacié autoctona
o bé tan a prop com fos possible de la vegetacido potencial (on no havia hagut
influéncia antropica durant cert nombre de décades).

Les deu localitzacions triades per fer el mostreig varen ser: Serra Litoral (LT), Serra
del Corredor (CR), Serra del Montnegre (MN), Plana de Vic (VC), Serra de |’ Ordal
(OR), Conca d’ Odena a Igualada (IG), La Panadella (PN), Serres dels Camps a
Balaguer (BL), Serra de la Picarda a La Granja d’Escarp (LG) i la plana al-luvial del
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Segre (SG).

Les caracteristiques principals de

les deu zones mostrejades es

resumeixen en la Taula 3.2 numerades seguint I'ordre en que varem efectuar la presa
de mostra. En la Figura 3.1 podem veure la seva distribucié geografica. La presa de
mostra es va fer de I'horitzé superior del perfil (0-10 cm), agafant una mostra
composta d'unes 20-25 submostres (entre 4-5 kg) en una area aproximada d’uns

100 m?.

Taula 3.2. Identificacié de les mostres i localitzacié de les zones de mostreig.

f{}-‘

il

(e,

Numero de Nom de la Llegenda Localitzacio Coordenades Altitud
mostra mostra UTM (m,s.n.m)
1 Litoral LT Serra del Litoral 0438318N 200
4595988E

2 Corredor CR Serra del Corredor 0468852N 600
4613285E

3 Montnegre MN Serra del Montnegre 0469095N 400
4614800E

4 Vic VC Plana de Vic 0441966N 460
4447214E

5 Ordal OR Serra de L'Ordal 0402038N 385
4582681E

6 Igualada 1G Conca d’Odena 0388992N 321
Igualada 4603432E

7 Panadella PN La Panadella 0367168N 773
4606839E

8 Balaguer BL Serra dels Camps 0321063N 259
Balaguer 4629917E

9 La Granja LG Serra de la Picarda 0279887N 177
La Granja d’Escarp 4588362E

10 Segre SG Segre, plana al-luvial 0281854N 90
4590988E

ot %
I
L - MN
T

Figura 3.1 Distribucié geografica de les 10 zones de mostreig dels sols naturals.
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3.3.2 Materials

3.3.2.1 Caracteristiques de camp i dades climatiques

En la Taula 3.3 resumim les caracteristiques de camp de les 10 zones d’on provenen
les mostres.

Taula 3.3. Caracteristiques generals de les zones de mostreig.

Numero | Llegenda | Localitzacio Roca mare Tipus de Tipus de Tipus d’Us Pendent
sol * habitat** mitjana
(%)
1 LT Litoral Granodiorita Cambisol MF Qi forestal 33
2 CR Corredor Pissarres Ranker MF Qs forestal 65
3 MN Montnegre | Granodiorita Ranker MF Qs forestal 55
4 VC Vic Margues Cambisol AG prat 37
5 OR Ordal Calcari Luvisol MF Pf forestal 9
6 1G Igualada Margues Cambisol DG agricola 7
abandonat
7 PN Panadella Calcari Xerosol MF Qi forestal 10
8 BL Balaguer Guix Xerosol RGa prat 27
9 LG La Granja Margues Cambisol DG estepa 25
10 SG Segre Diposit Fluvisol RP forestal 0
al-luvial

* Classificacidé FAO-UNESCO (1974) (HNPC, 1985)

** MF: Bosc Mediterrani; Qi: Alzinars de terra baixa; Qs: Suredes; AG: Joncedes (prats submediterranis);
Pf: Pinedes de pi blanc; DG: Prats basofils secs de terra baixa/muntanya mitjana; RGa: Brolles dominades
per romani; RP: Alberedes i altres boscos de ribera mediterranis. European Biodiversity CHM (2005).

Del conjunt de caracteristiques veiem que podem agrupar els 10 sols en 2 subgrups:
els tres primers sobre roca mare no carbonatada (Litoral, que és soOl de pissarres i,
Montnegre i Corredor, que son de granodiorita) i els altres set sobre roca mare
carbonatada. D’ entre els darrers diferenciem: Ordal i Panadella sols descarbonatats
sobre calcaries; Vic i Igualada sobre margues blaves, Balaguer amb guix, La Granja
amb sals solubles i la mostra del Segre amb caracteristiques al-luvials. Respecte de I
habitat tant les zones de bosc com les zones de cultiu abandonat estaven distribuides
en un paisatge en mosaic. Els sols eren no alterats o bé molt poc alterats i
corresponien a sols forestals, terrenys agricoles abandonats i prats secs. Pel que fa a
la variabilitat climatica hi han quedat incloses les arees més calides i seques i excloses
les arees més humides i fredes de Catalunya.

Atenent a la divisié climatica de Catalunya segons els criteris termopluviometrics
tenim 6 mostres dins el clima tipus Mediterrani Continental (la mostra de Vic amb el
sub-tipus Humit i les mostres d'Igualada, Panadella, Balaguer, La Granja i Segre amb
sub-tipus Sec) i 4 mostres dins el tipus Mediterrani Litoral (el sub-tipus Sud per Ordal i
el Central per Litoral, Montnegre i Corredor) (Marti-Vide, 1992).

En la Figura 3.2 es resumeixen les caracteristiques climatiques de les 10 zones d’on
procedeixen les mostres dels periodes de primavera (abril, maig i juny) dels anys
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2004, 2005 i 2006, aixi com les mitjanes anuals. La variabilitat climatica interanual en
els tres mesos de primavera indica un progressiu descens de la precipitacié acumulada
durant els tres anys de mostreig. Podem destacar especialment I'any 2004 per una
pluviositat més alta i temperatura mitjana inferior en el registre de primavera.
Respecte de comportament global anual es diferencia el darrer any de mostreig com el
més calid i especialment sec.

25 18
= Primavara 2004
4+ 16 = Primavera 2005
20 L = 2 =3 Primavera 2006
q T 14 Anual 2004
- _ 1 1Y Anual 2006
15 1 . —*— Anual 2006
T 10
T 8
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©
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Figura 3.2 Temperatura mitjana i precipitacié (pels periodes de primavera i anual) en les 10 localitzacions
estudiades en els tres anys de mostreig.

3.3.2.2 Caracteristiques fisico-quimiques

En les taules 3.4 i 3.5 resumim els valors dels principals parametres de caracteritzacio
general de les 10 mostres de sol pels tres anys de mostreig.

Taula 3.4. Parametres generals de les 10 mostres de sols (any 2004).

Mostra | Elements Terra Textura (USDA) (%) Classe textural CaCOs
Gr?;lers F(i);\a sorra llim argila g 100 g*
o o

LT 34 65 85,8 5,7 8,5 areno-franca _
CR 72 28 37,7 38,9 23,3 franca _
MN 59 41 63,9 21,7 14,4 franco-arenosa _
VC 33 67 48,5 28,1 23,4 franca 37
OR 58 42 3,7 34,0 62,3 argilosa <0,3
1G 25 75 28,6 33,6 37,8 franco-argilosa 64
PN 18 82 45,2 19,9 34,9 franco-argilo- <0,3
BL 40 60 60,1 33,2 6,6 franco-arenosa 12
LG 29 71 36,4 29,9 33,7 franco-argilosa 35
SG 0 100 72,2 15,5 12,4 franco-arenosa 33
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La metodologia emprada en aquestes determinacions va ser |’'habitual en cadascun
dels centres participants en el projecte. Aquests parametres es van determinar a partir
de la fraccid de terra fina assecada a l'aire a excepcid dels continguts en carbonats i N
organic que van ser determinats en mostra molturada amb el moli d’agata. La humitat
de les mostres de camp i la de la terra fina assecada a l'aire (humitat higroscopica) es
va mesurar gravimetricament (105 °C 24 hores; a excepcid de la mostra de Balaguer
que degut al seu contingut en guix es va haver de fer a 60 °C fins a pes constant). Per
la textura es va seguir el métode Bouyoucos (Gee i Bauder, 1986) un cop dispersada
la mostra i per la determinacié del contingut en carbonats es va fer servir |’
analitzador TOC-V-Series SSM 5000A de SHIMADZU. La conductivitat electrica es va
mesurar en |'extracte aquods 1/5 i els pH real i potencial en la suspensié 1/2,5 amb
aigua i KCl 1 M respectivament. Pel contingut en N organic es va seguir metode
Kjeldhal (Stevenson, 1982) i els valors de matéria organica (MO) s’han calculat
multiplicant pel factor 1,724 el contingut en carboni oxidable determinat segons el
meétode Walkley-Black aplicant el factor de recuperacié 1,30 (Nelson i Sommers,
1982; Espafia, 1993). Pel que fa altres elements assimilables el contingut en oxids de
ferro i alumini es va fer mitjangcant una extraccio amb tampd pH=3 oxalic/oxalat 0,2 M
(McKeague i Day, 1965) i posterior quantificacié per absorcié atomica i pel fosfor
Olsen i per calci, magnesi, sodi i potassi d'acord als métodes oficials del Ministeri
(Espaiia, 1993).

Els valors dels parametres generals estan d’acord amb les caracteristiques dels sols ja
descrites; aixi podem agrupar les tres primeres mostres (Litoral, Montnegre i
Corredor) dins els sols acids, no carbonatats i d’entre la resta de soOls carbonatats
diferenciem les mostres de Ordal i Panadella com a descarbonatades. La majoria de
mostres tenen una textura franca i situen en els extrems les mostres de Litoral per
|'alta proporcié de sorra i la mostra de Ordal per l'alta proporcié d’ argila. Els alts
valors de conductivitat eléctrica confirmen les caracteristiques particulars de les
mostres de Balaguer i La Granja, riques en guix i sals solubles respectivament. També
podem veure que els valors més alts de contingut de MO, Nitrogen organic i fraccié de
nutrients assimilables (P, Fe, Al i Mg) corresponen en dgeneral a les mostres de
Panadella i Corredor i/o Montnegre i els més baixos a les mostres de Balaguer i La
Granja. Aquesta tendéncia s’'inverteix pel cas del contingut en calci d’acord amb les
caracteristiques de la roca mare d’on provenen les mostres.

La variabilitat interanual pels parametres generals dins de cada mostra es presenta en
la Taula 3.6 De la comparacioé del conjunt de coeficients de variacido (CV) interanuals
per a cada mostra podem veure que la mostra de Panadella manté valors més
constants (presenta en conjunt CV inferiors) la qual cosa es pot atribuir a les seves
especials caracteristiques d’horitzoé organic, morfologicament més diferenciat i per tant
més facilment diferenciable en camp. També podem assenyalar que els pHs sén els
parametres que es mantenen més estables amb el temps, que la conductivitat
eléctrica i el contingut en sodi sén els més fluctuants i que la resta de parametres es
situen en una posicid intermédia.
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Taula 3.5. Parametres generals de les 10 mostres de sols per a cada any de mostreig.

Humitat

Humitat

C.E

pH

Elements assimilables

Nitrogen Materia
Sol Any camp mostra seca 1:5 1:2,5 organic organica Fe,0; | Al,O3 P Ca I Mg I Na I K
g 100g* g 100g* dsm? | H,0 KCl | g100g* | g 100g* g 100 g* mg Kg* cmol carrega Kgt
2004 8,3 0,7 0,051 0,16 2,9 0,08 0,08 10 6,9 1,5 | 01 0,3
LT 2005 8,2 1,6 0,059 6,10 | 4,95 0,21 51 0,09 0,09 7 10,2 22101 0,3
2006 3,1 2,1 0,064 6,95 | 5,49 0,16 53 0,11 0,10 11 8,0 21101104
2004 12,8 2,8 0,097 0,29 11,1 0,47 0,37 16 13,6 | 4,1 0,3 0,8
CR 2005 14,2 4,8 0,067 5,64 | 4,10 0,39 10,1 0,33 11 15,2 52 10,2 0,6
2006 8,2 4,6 0,129 6,46 | 4,96 0,37 10,7 0,48 0,33 17 12,0 | 39| 0,2 | 1,0
2004 7,4 2,0 0,083 0,29 9,8 0,13 0,17 14 1351290105
MN 2005 21,3 3,1 0,059 5,69 | 4,46 0,36 11,7 0,11 0,19 17 14,8 34|01 0,4
2006 6,0 4,2 0,092 6,44 | 5,21 0,54 12,5 0,14 0,16 35 14,4 | 36 | 0,2 | 0,7
2004 5,6 1,5 0,127 0,26 8,0 0,06 0,14 11 2251|107 | nd | 03
vC 2005 6,0 2,4 0,127 8,08 | 7,47 0,35 6,2 0,05 0,14 10 239 | 0,8 n.d 0,3
2006 6,2 2,0 0,163 8,49 | 7,51 0,32 7,2 0,06 0,12 10 18,4 | 0,9 | 0,1 0,3
2004 11,0 3,1 0,127 0,21 7,5 0,22 0,43 9 38,8 1,7 n.d 1,1
OR | 2005 11,9 7,2 0,135 7,97 | 6,94 0,27 9,2 0,17 0,41 7 35,2 19| 0,1 0,8
2006 8,6 6,5 0,191 8,01 7,00 0,35 13,5 0,21 0,45 6 32,1 25101 1,0
2004 5,7 1,2 0,128 0,24 2,9 0,05 0,09 12 22,5 1,2 n.d 0,6
I1G 2005 5.2 3,4 0,114 8,36 | 7,58 0,21 3,0 0,05 0,09 12 23,3 1,4 | nd 0,5
2006 2,5 2,4 0,159 8,49 | 7,51 0,17 4,0 0,07 0,08 18 18,7 1,3 |01 0,5
2004 16,7 4,2 0,179 0,48 16,1 0,18 0,28 17 41,7 24| 0,1 0,7
PN 2005 19,4 9,1 0,203 7,50 | 6,75 0,64 20,6 0,18 0,24 30 46,8 28|01 0,7
2006 16,2 7,9 0,243 7,81 6,91 0,94 18,5 0,18 0,24 22 35,5 33|01 0,7
2004 0,5 0,5 2,205 0,10 1,1 0,07 0,02 3 0,5 n.d 0,1
BL 2005 1,0 0,5 2,112 7,83 7,53 0,18 2,3 0,06 0,04 2 68,3 | 0,2 n.d 0,2
2006 0,5 0,7 2,000 8,14 | 7,65 0,11 2,1 0,09 0,04 0 72,6 | 0,4 | nd 0,2
2004 2,5 1,1 1,970 0,13 1,3 0,04 0,04 4 0,3 n.d 0,2
LG 2005 1,1 1,4 1,672 7,97 | 7,65 0,13 1,2 0,05 0,03 5 43,1 0,5 n.d 0,2
2006 1,2 1,4 1,377 8,38 | 7,80 0,08 1,5 0,06 0,05 4 21,0 1,0 | 0,1 0,2
2004 7,5 1,0 0,164 0,21 3,8 0,14 0,05 18 17,6 | 2,2 | 0,3 0,7
SG 2005 0,8 0,9 0,097 8,47 | 7,84 0,15 1,8 0,10 0,04 17 13,8 1,1 n.d 0,3
2006 0,9 1,0 0,121 8,63 7,83 0,11 3,1 0,13 0,04 19 14,1 1,3 | 0,1 0,3

C.E, conductivitat eléctrica

88




3. Parametres de Qualitat Bioquimica en Sols Naturals de Catalunya: Material i Métodes

Taula 3.6. Variabilitat interanual dels parametres generals per a cada mostra (mitjana de 3
anys, excepte pH mitjana de 2 anys).

X Humitat | C.E 1:5 pH 1:2,5 N org. Fe,05 | Al,O3 P Ca | Mg I Na I K
= g100g'| dSm?t | H,O0 | KCl |g100g! g 100 g* mg Kg* cmolcarrega Kg!

mitjana 6,53 006|653 522 0,18 | 0,00 0,09 9,33| 835| 1,93| 0,07| 0,31
LT de 2,97 0,011 0,60| 0,38 0,03| 0,02 0,01 2,08| 1,71 0,38| 0,01 0,07
cv 4548 11,31 1921 | 7,31 16,34 | 17,54 | 12,87 | 22,30 | 20,44 | 19,44 | 8,66 | 20,77
mitjana 11,73 | 0,10 | 6,07 | 4,53 0,35| 0,48| 0,34| 14,67|13,60| 437 | 0,23| 0,78
CR d.e 313| 003|958 0,61 0,05| 0,01 0,02 321 1,64| 0,69| 0,07| 0,21
cv 26,70 | 31,75 | 9,58 | 13,42 15,12 1,64 | 6,07 | 21,92|12,02|1574| 30,10 26,49
mitjana 11,56 | 0,08 6,07 | 4,84 0,40 | 0,13| 0,18 | 22,00|14,25| 3,28 0,15| 0,55
MN d.e 847 002|953 0,53 0,13| 0,02 0,02| 11,36| 0,66| 0,34| 0,03| 0,17
cv 73,27 | 21,87 |g,74 10,97 32,51 11,89 | 8,84 | 51,63| 4,66 (10,37 | 20,9 | 31,54
mitjana 590| 0141829 7,49 0,31 0,06| 0,13| 10,33|21,60| 0,81 | 0,03| 0,34
ve d.e 0,30 [ 0,02| 929 0,03 0,05| 0,01| 0,01 0,58 | 2,88 0,10| 0,03| 0,01
cv 5111 1495|350 | 0,38 14,78 | 12,30 | 10,08 5,59 | 13,34 | 12,42 | 88,19 1,71
mitjana 10,49 0,151 7,99 | 6,97 0,28| 0,20 0,43 7,33 (3533 2,03| 0,07 0,9
OR d.e 1,69 0,03(003| 0,04 0,07 | 0,03| 0,02 1,53| 3,33| 041| 0,05| 0,14
cv 16,12 | 23,09 935 0,61 25,39 | 13,09 | 4,31 | 20,83 | 9,44 20,26 | 69,98 | 14,42
mitjana 4,43 0,131 843| 7,55 0,21| 0,06 | 0,09| 14,00]21,52| 1,32 o0,05| 0,56
IG d.e 1,731 0,02{9,09| 0,05 0,04 | 0,01| 0,01 3,46 | 2,43| 0,09| 0,03| 0,06
cv 39,12 17,23 | 1,09 | 0,66 16,99 | 13,47 | 9,26 | 24,74|11,29| 6,73 | 53,93 | 11,41
mitjana 17,42 0211 766| 6,83 0,69| 0,18| 0,25| 23,00|41,35| 2,83| 0,09 0,67
PN de 1,76 0,03 10,22 0,11 0,23| 0,00 0,02 6,56 | 5,66| 049 | 0,04 0,01
cv 10,08 | 1552|286 1,66 34,01 | 1,78 | 7,16 | 28,51|13,69|17,33| 40,06 | 1,73
mitjana 0,82 211|799 7,59 0,13| 0,07 | 0,04 2,00|70,42| 0,39 | 0,04 0,17
BL de 0,32 0,10 9,22 | 0,08 0,04 | 0,02 0,01 1,00| 3,01| 0,15| 0,01| 0,05
cv 38,75 487|275 1,12 33,53 20,78 | 34,76 | 50,00 | 4,28 38,16 | 31,49 26,96
mitjana 1,60 1,67 18,00 7,73 0,11 | 0,05| 0,04 4,33/32,05| 0,59| 0,05| 0,18
LG de 0,80 0,30 10,42 | 0,11 0,03| 0,01 0,01 0,58 |1563| 0,34 | 0,03 0,01
cv 50,15| 17,72 {516 | 1,37 25,47 | 26,92 | 20,53 | 13,32 | 48,79 | 57,83 | 53,93 5,56
mitjana 3,07 0,138,55| 7,84 0,16 | 0,12 | 0,04 | 18,00|15,16| 1,54 | 0,12| 0,40
SG d.e 3,85 0,0310,11| ¢,01 0,05| 0,02 0,01 1,00| 2,10 0,63| 0,13| 0,22
cv 125,12| 26,66 | 1,32 | g9 32,13 | 14,95 | 18,60 5,56 | 13,84 | 40,95 | 115,10 | 55,12
CV (mitjana) | 42,99 | 18,50 | 4,46 | 376 | 24,63 |13,44|13,25| 24,44 1518(23,92| 51,24 19,57

C.E, conductivitat eléctrica; d.e, desviacié estandard; CV, coeficient de variacid
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3.3.2.3 Valors dels parametres bioquimics complementaris

A través del projecte on s'emmarca la tesi, disposem de valors d’altres parametres
bioguimics per les mostres de sols naturals estudiats. Aquests resultats els hem inclos
ja que complementen els resultats dels principals parametres bioquimics en que hem
centrat el nostre estudi. En la Taula 3.7 presentem els valors de biomassa microbiana
(Marando et al. (2011); Marando (2013). En lI'apartat de resultats, la Taula 3.14 conté
els valors de les activitats enzimatiques ureasica i proteolitica de BAA.

Taula 3.7. Valors de biomassa microbiana (mitjana i d.e) en les mostres de sols naturals (any
2006) (Marando 2013).

Sol LT | CR MN VC | OR | IG PN BL LG | SG
Biomassa
(mg C-kg?) | 439 | 946 | 1344 | 802 | 592 | 741 | 2170 | 415 | 338 | 343

d.e 58 128 | 60 35 89 129 | 212 91 139 | 61

La metodologia emprada per aquestes determinacions bioquimiques va ser la que
previament havia estat estandarditzada pel grup (Garcia et al., 2003) i es van realitzar
a partir de la fraccié de terra fina i sobre la mostra humida. Per |'activitat ureasica es
va seguir el metode de Tabatabai i Bremner (1972) modificat per Nannipieri et al.
(1978b). S’agiten 2 g de sol amb 8 mL de tampo6 fosfat de pH 7 (90 min a 37 °C)
amb 2 mL de solucié d'urea 6,4 %; la separacid es fa per filtracio i la quantificacio
d’amoni alliberat amb I'eléctrode selectiu d’amoniac. Per I'activitat de BAA (N-benzoil-
L-argininamida) es va seguir el métode de Ladd i Butler (1972) modificat per Bonmati
et al. (1998). S’agiten 3 g de so6l amb 6 mL de tamp¢ fosfat de pH 7,1 (1 hora a 40°C)
amb 2 mL de solucié de BAA 0.03 M i s’atura la reacci6 amb HCI 5 M; la separacio es
fa per filtracio i la quantificacié de I'amoni alliberat amb I’eléctrode selectiu d’amoniac.
L'analisi de biomassa microbiana es va fer per fumigacié-extraccié (Vance et al.,
1987). Per l'analisi de biomassa es parteix de mostra humida (portada al 60 %
capacitat de camp i preincubada 7 dies a 28 °C). La meitat de la mostra es fumiga
amb cloroform (24 h a les fosques i a 25 °C) (i I'altra meitat es deixa sense fumigar) i
posteriorment es fa I'extraccié del contingut citoplasmatic alliberat amb K,SO4 0,5 M;
la quantificacié del carboni organic de l'extracte es fa mitjancant oxidacié K,Cr,O-
H,SO, i valoracié per retrocés amb sal ferrosa; la diferéncia en C extractable en la
mostra fumigada i no fumigada és el que correspon al carboni de biomassa
microbiana.

3.3.3 Meétodes d’analisi

Les mostres de camp varen ser homogeneitzades i garbellades per obtenir la fraccié
de terra fina (<2 mm) al laboratori. Una part es va guardar a la nevera (4 °C) durant
un maxim de dues setmanes per a la realitzacié de les determinacions bioquimiques.
Una altra part va ser assecada a l'aire durant una setmana i emmagatzemada a
temperatura ambient. A partir d’aquest mostra es varen fer les determinacions de
parametres generals descrits anteriorment i també les determinacions de les activitats
enzimatiques B-glucosidasa i B-galactosidasa en |'assaig d’influéncia del pretractament
d’assecat.

Pel que fa a la metodologia analitica (capitols 5), la determinacié del contingut en
carbohidrats totals de les mostres de sols es va fer a través de la doble hidrolisi amb
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acid sulfuric establerta a Cheshire (1979) i la determinacié de la fraccio de
carbohidrats extractables és va fer servir com a reactiu extractant el K;SO4 0,5 M
seguint els estudis de Badalucco et al. (1992). Per a la quantificacié vam fer servir el
meétode colorimétric de |I'antrona (Brink et al., 1960). Les mesures de les activitats
enzimatiques B-glucosidasa i B-galactosidasa es basen en la determinacié colorimetrica
del producte de la hidrolisi de paranitrofenilglucosids (Tabatabai, 1982; Eivazi i
Tabatabai, 1988); el protocol analitic és fruit del treball de posada a punt que es
descriu al capitol 5 i que estan publicats a Jiménez i Bonmati (2003).

3.3.4 Tractament estadistic de dades

Per a cadascuna de les mostres de 10 sols disposem d’un conjunt de dades que
dividim en dues categories:

a. Variables principals: sén les variables centrals de la tesi i inclou les cinc
variables carboni organic (C), carbohidrats extractables (CHE), carbohidrats
totals (CHT), activitat B-glucosidasa (GLC) i activitat B-galactosidasa (GAL).

b. Altres variables: son les que formen part de la caracteritzacié de les mostres i
que s’han presentat en l'apartat de materials. Aquesta categoria inclou tant les
caracteristiques generals o fisico-quimiques (FQ) dels sols com les tres
variables bioquimiques: carboni de biomassa microbiana (BMC), i activitats
ureasica (UR) i proteolitica de BAA (BAA).

La distribuci6 de les determinacions d’aquestes variables en els diferents anys de
mostreig no és uniforme. Només per tres variables (C, GLC, UR) i per les
caracteristiques generals disposem de valors per cadascun dels tres anys de mostreig;
per la resta de variables disposem de valors de 2 anys (BAA) o bé d’un sol any de
mostreig (CHE, CHT, GAL i BMC). Amb aquesta limitacié del nimero de dades i d'acord
amb els objectius de la tesi hem fet els tractaments de dades que s’indica a les Taules
3.8 i 3.9 identificats del I al V especificant les variables que s’han considerat per
cadascun d’ells.

Taula 3.8. Correspondéncia entre tipus de tractament de dades i les variables estudiades.

Tractament de dades Variables
Principals Altres

No Tipus Anys | C | CHE | CHT | GLC | GAL | UR | BAA | BMC | FQ
I ANOVA 2006 | x X X X X X X

Efecte sol
II ANOVA 2004 | x X X

Efecte sol i any | 2005 | x X X X

2006 | x X X X

III | Correlacié lineal | 2006 | x X X X X X X X X
IV | ANOVA 2005 X

Efecte assecat 2006 X X
V | Correlacid lineal | 2006 | x X X x* x* X X X X

FQ, variables fisicoquimiques; BMC, carboni de biomassa microbiana X* valor obtingut
a partir de mostra seca
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Ta

ula 3.9. Correspondeéncia entre els objectius i els tractaments estadistics de dades.

1r. Objectiu: estudi dels valors dels parametres bioquimics dels deu sols naturals anys diferents
2n. Objectiu: estudi del comportament dels parametres bioquimics com a diferenciadors dels sols
naturals

Tractament I.- ANOVA efecte sol

Amb les dades del tercer any de mostreig (any 2006) i per avaluar I'efecte sol s’ha fet una ANOVA d’un
factor (sol) i la separacid de les mitjanes d’acord amb el test SNK (a=0,05). Els resultats d’aquest
tractament ens permeten fer un estudi puntual en el temps pero global del conjunt de tots els
parametres.

Tractament II.- ANOVA efecte sol i any

Amb les dades dels parametres controlats en 2 o 3 anys i per avaluar conjuntament l’'efecte sol i any
de mostreig s’ha fet una ANOVA de dos factors on el factor sol és factor fix i el factor any és aleatori i
tenint present la interaccid sol-any; la separacid de les mitjanes per cada sol, considerant els tres
anys, s’'ha fet pel test de Tukey (a=0,05). Els resultats d’aquest segon tractament ens permeten
obtenir, si bé només per alguns dels parametres, les diferéncies entre sols recollint la variabilitat
deguda al factor any de mostreig.

3r. Objectiu: estudi de les relacions entre el conjunt de parametres dels sols naturals

Tractament III.- Correlacio lineal de les variables

Amb les mitjanes de cada sol pel conjunt de dades del tercer any de mostreig i per estudiar la
correlacions entre tots els parametres s’han calculat els coeficients de correlacié de Pearson. S’han fet
també correlacions parcials a carboni constant i a biomassa constant.

4t. Objectiu: estudi de les activitats enzimatiques B-glucosidasa i B-galactosidasa a través de I'efecte
d’assecat de la mostra

Tractament IV.- ANOVA efecte pretractament d’'assecat

Amb les dades de les activitats enzimatiques B-glucosidasa i B-galactosidasa obtingudes a partir de la
mostra humida i la mostra assecada i per avaluar l'efecte pretractament (assecat de la mostra) s’ha
fet una ANOVA de dos factors fixes (sol i pretractament) amb interaccid (sol x pretractament) i la
separacio de les mitjanes d'acord amb el test SNK(a=0,05). S’ha fet I'estudi separadament per dos
anys

Tractament V.- Correlacié lineal de variables

Amb els valors de les dues activitats enzimatiques GLC i GAL obtinguts a partir de la mostra assecada
s’ha fet I'estudi de correlacions amb I'objectiu d’esbrinar alguna caracteristica sobre les components
de les activitats enzimatiques determinades.

Les dades van ser analitzades utilitzant Statistics Analysis System software i el

procediment GLM utilitzant el test de la variancia (SAS, 1990). Tots els tractaments

inclouen l'estudi de les variables anomenades directes o absolutes (expressades per g
de sol) assenyalades a la Taula 3.8 aixi com les variables calculades. Les variables

calculades sén:
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e Variables relatives al contingut de MO del sol: valors corresponents a les
variables directes perd expressades per g de carboni. Treballem amb el

continguts relatius en carbohidrats (CHE/C, CHT/C) i les activitats enzimatiques

especifiques (GLC/C, GAL/C, UR/C i BAA/C).

e Relacid entre les variables: valors derivats del quocients entre variables.

Treballem amb la relacié entre els dos tipus de carbohidrats (CHE/CHT).
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3.4 RESULTATS

Els resultats els presentem ordenats d’acord al tractament estadistic de dades
especificats en |I'apartat anterior.

- =z

3.4.1 Visio de conjunt dels parametres a través dels resultats del tercer any
de mostreig

Per tal de fer l'analisi global dels resultats pel conjunt dels sols i pel conjunt de
parametres, en primer lloc presentem els resultats de |'estadistica descriptiva de les
mitjanes dels valors per les 10 mostres de sols. La Taula 3.10 inclou, el valor (mitjana
+ d.e), el rang (maxim i minim i la relacié maxim/minim) i la dispersié (coeficient de
variacio) pels diferents parametres absoluts i relatius al carboni.

Taula 3.10. Mitjana, rang i dispersidé pels parametres (absoluts i relatius al carboni) en el
conjunt de sols naturals.

C 9100 g 4,54£3,31 0,85 10,74 12,6 73
CHE o lucoss o 0,442%0,420 0,107 | 1,500 14,0 95
CHT 99 9 7,307+6,757 0,990 | 22,992 23,2 93

CHE/CHT g 100 g* 6,842,0 4,2 10,8 2,6 29
GLC o oNF o 1,71%1,07 0,39 3.83 9.8 62
GAL Hmol pRF g 0,35£0,34 0,03 0,98 32,7 97
UR Net 2,56+1,88 0,71 6,21 9,0 73
BAA H 9 2,70£2,15 0,45 5,65 13,0 80
CHE/C 0,39+0,12 0,24 0,56 2,3 30
C-gl 100 g C
CHT/C g L-gidcosa L0 9 5,89+1,08 4,68 8,57 1,8 18
GLC/C o NFaicr 42,3249,57 22,15 | 58,46 2,6 23
GAL/C Hmol pRF g 7.34%4,31 2,11 14,87 7,0 57
UR/C Neicm 65,45£26,15 20,91 | 95,96 5,0 40
BAA/C H 9 63,03+27,47 10,44 | 114,58 11,0 43

d.e, desviaci6 estandard; CV, coeficient de variacio

El conjunt de sols representen un ampli ventall de valors de contingut en carboni i per
aquest motiu el rang de valors que trobem pels parametres bioquimics també és molt
ampli. Els rangs (valor maxim/valor minim) més amplis sén pels valors de CHT i GAL i
els rangs més estrets corresponen a les variables calculades. Tres activitats
enzimatiques GLC, UR i BAA presenten una amplitud del rang semblant, pero la
disminucié del rang en considerar el corresponent a les activitats especifiques és més
acusada per la GLC.

El valor del CV del conjunt de mostres segueix la  gradacio:
GAL=CHE~CHT>BAA>UR=C>GLC. La dispersié dels parametres relatius al C sempre
és inferior a la del parametre absolut corresponent i en aquest cas el valor del CV
segueix la tendéncia: GAL/C>BAA/C~UR/C>CHE/C>GLC/C~CHT/C. La relaci6 entre el
CV de cadascun dels parametres i el CV del mateix parametre, pero relatiu al C, pren
valors entre 5,0 i 1,7 i segueix I'ordenacid: CHT>CHE~GLC>GAL=UR=BAA.

Els resultats de I’'ANOVA (factor sol) (tractament estadistic I) es presenten en la Taula
3.11 a través del valor de F i la seva significativitat. La Taula 3.11 inclou també el
numero de grups de sols desconnectats resultants de la separacié de mitjanes d’acord
amb el test SNK; entenem com grups desconnectats aquells que no intersequen.
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Taula 3.11. Resultats de ’ANOVA (factor sol) i de la separacié de mitjanes (any 2006).

(@ 3835™" 10
CHE 2685 8
CHT 1688™" 9

UR 888" 7
GLC 7177 9
BAA 601" 6
GAL 473" 7

GAL/C 221" 5
GLC/C 144™ 6
CHE/C 1317 6
CHE/CHT 125" 6
UR/C 74" 5
CHT/C 63" 3
BAA/C 62" 5

(""<0,001)

D’acord amb el resultat de ’'ANOVA (Taula 3.11) el factor sol és significatiu per a tots
els parametres i els alts valors de F els interpretem com un reflex de la important
variabilitat deguda als diferents sols respecte de la variabilitat analitica. Hem de tenir
present que els valors promig dels CV analitics (oscil-len entre 3-5 % i sén superiors
per la BAA 7 % i per GAL 9 %, d’acord als resultats de la Taula 3.12) indiquen que
I’error analitic es pot considerar baix. Si comparem els valors de F dels parametres
directes podem dir que la capacitat discriminant del C i dels CHE i CHT és superior a la
de les activitats enzimatiques. Si considerem, pero, la capacitat discriminant de les
magnituds relatives al C, veiem que sempre presenten un valor de F inferior a la
corresponent variable absoluta, i que les activitats enzimatiques especifiques GAL/C i
GLC/C junt amb CHE/C, passen a ser les que tenen els valors més alts. Pel que fa a la
diferenciacio de sols derivats de la separacié de mitjanes, trobem que és molt alta pel
cas del C, amb una diferenciacié completa de les 10 mostres i la més baixa correspon
a BAA, que diferencia sis grups, i amb les variables relatives destaca la baixa
diferenciacio entre sols a través de les mitjanes de CHT/C.

Com a resum sobre el comportament dels parametres, veiem que l'activitat B-
glucosidasa absoluta i especifica (GLC i GLC/C) és el parametre que presenta menys
dispersié i l'activitat B-galactosidasa absoluta i I'especifica (GAL i GAL/C) es troba
entre els que presenten més dispersié junt amb els carbohidrats (CHT i CHE). Les
variacions en els valors de carbohidrats (especialment els CHT) i de l'activitat B-
glucosidasa (GLC) s’expliquen més pel contingut en C dels sols que no pas les de les
activitats GAL, UR i BAA. Globalment podem dir que els so6ls naturals mostrejats es
poden diferenciar més a través del seu contingut en C i Carbohidrats (CHT i CHE) que
pels seus valors d’activitats enzimatiques; si traiem, pero, la influéncia del contingut
en MO, es diferencien pels valors d’activitats especifiques, especialment GLC/C i
GAL/C i per la proporcié en CHE (CHE/C i CHE/CHT).
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Les Taules 3.12 i 3.13 i 3.14 inclouen per a cada mostra de sol el valor de la mitjana i
de dispersié de les réepliques analitiques (desviacié estandard) i el resultat de la
separacio de mitjanes (diferéncies entre sols) per cadascun dels parametres, pels seus
valors relatius al carboni i per la relaci6 CHE/CHT.

Taula 3.12. Resultats del contingut en carboni organic, carbohidrats totals i extractables en les
mostres de sols naturals (any 2006).

|
unitats g 100 g mg glucosa g* g C-glucosa 100 g* C g 100 g*

LT mitjana 3,07 F | 0,218 F 4,133 E | 0,284 F 5,377 DE 5,3 F
d.e 0,08 0,015 0,176 0,019 0,229

CR | mitjana 6,20 D| 059 C | 8590 C |0,368 DE|5547 CD | 66 D
d.e 0,10 0,015 0,540 0,010 0,346

MN mitjana 7,23 Cc | 0,694 B 11,870 B | 0,384 DE | 6,568 B 5,8 E
d.e 0,16 0,025 0,394 0,014 0,218

VC mitjana 4,15 E | 0,251 E 5,194 D | 0,242 G 5,003 EF 4,8 F
d.e 0,06 0,004 0,174 0,003 0,167

OR | mitjana 781 B |0485 D | 11,640 B | 0,248 G |5961 CD | 42 G
d.e 0,11 0,008 0,363 0,004 0,186

1G mitjana 2,32 G| 0,270 E 3,330 F | 0,467 C 5,762 CD 8,1 C
d.e 0,03 0,021 0,213 0,036 0,368

PN mitjana | 10,74 A | 1,500 A | 22,998 A | 0,559 A | 8,566 A 6,5 D
d.e 0,05 0,029 0,523 0,011 0,195

BL mitjana 1,21 I 110,166 G 1,810 H | 0,548 A 5,991 CD 9,2 B
d.e 0,11 0,012 0,070 0,040 0,232

LG mitjana 0,85 J 0107 H | 0992 I |0502 B |4,675 F 10,8 A
d.e 0,10 0,004 0,039 0,019 0,188

SG | mitjana 1,82 H| 0,15 G | 2,510 G |0,344 E |5522 CD | 62 DE
d.e 0,04 0,008 0,167 0,017 0,367

Dins d’una columna, valors seguits de la mateixa lletra indica que no hi ha diferéncia significativa entre
sols.

Tal com hem vist, la separacio dels sols atenent al seu contingut en C és completa ja
que les 10 mitjanes son totes significativament diferents entre si (Taula 3.11). Quatre
sols (PN, MN, CR i OR), dels sis sols forestals mostrejats, sén els més rics en carboni
organic i son els que tenen un contingut més alt dels dos tipus de carbohidrats (Taula
3.12). D’aquests 4 sols destaca especialment el PN com aquell on els continguts en
CHE i CHT i els relatius al C (CHE/C i CHT/C) son els més alts. Respecte de la resta de
mostres destaquem VC com sol amb contingut en C organic forca alt perd baixa
proporcio dels dos tipus de carbohidrats (CHE/C i CHT/C) i BL, pel contrari, mostra un
baix contingut en C organic i en canvi important proporcid en els dos tipus de
carbohidrats.
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Taula 3.13. Resultats de les activitats B-glucosidasa i B-galactosidas en les mostres de sols
naturals (any 2006).

. pmol pNF pmol pNF
Unltats -1 -1 =1 =il -1 |1 =1 =il
g'h g Ch g h g'-Ch

LT mitjana 1,34 F 43,55 C 0,34 D 10,85 B
d.e 0,01 0,23 0,04 1,17

CR mitjana 2,37 C 38,30 D 0,89 B 14,87 A
d.e 0,07 1,67 0,02 0,36

MN mitjana 2,84 B 39,30 D 0,98 A 13,58 A
d.e 0,11 1,46 0,03 0,48

VC mitjana 1,89 D 45,42 C 0,24 E 5,83 DE
d.e 0,10 2,36 0,02 0,40

OR mitjana 1,73 E 22,15 F 0,16 F 2,11 G
d.e 0,10 1,22 0,01 0,16

1G mitjana 1,15 G 49,94 B 0,16 F 6,99 CD
d.e 0,05 2,37 0,00 0,18

PN mitjana 3,83 A 35,64 E 0,56 C 5,20 E
d.e 0,00 0,03 0,08 0,75

BL mitjana 0,53 H 43,98 c 0,05 G 4,28 F
d.e 0,01 1,06 0,01 0,73

LG mitjana 0,39 I 46,41 C 0,03 G 3,71 F
d.e 0,02 1,76 0,01 0,60

SG mitjana 1,06 G 58,46 A 0,12 F 6,43 CD
d.e 0,02 1,33 0,00 0,27

Dins d’una columna, valors seguits de la mateixa lletra indica que no hi ha diferéncia
significativa entre sols.

Hi ha una important correspondencia entre els rankings de sols feta a partir de la
separacié de mitjanes de C i a través dels valors de B-glucosidasa (Taula 3.12 i 3.13).
Donada aquesta correspondéncia podem dir doncs que en general els sols amb més alt
contingut de C (PN, CR, MN, OR i VC) s6n també els que tenen l'activitat B-glucosidasa
superior. En general també es pot dir perd que aquests son els de menor activitat
especifica GLC/C. Les mostres amb més alta I'activitat B-galactosidasa (MN, CR i PN)
es troben entre les mostres amb més alt contingut en C perd hi ha menys
correspondéncia entre els valors d’aquesta activitat enzimatica i el contingut en C
(com es pot deduir del ranking de valors d’activitat especifica GAL/C). Les mostres que
presenten més alta |'activitat B-galactosidasa especifica (MN, CR i LT) tenen en comu
el fet de ser mostres de sols forestals de substrat no carbonatat (pH més acid). Per
aquestes tres mostres (LT, CR i MN) també es pot observar que la relacié GAL/GLC té
un valor d’entre 0,25-0,38 que és superior a la resta de mostres on aquesta relacié és
molt similar i oscil-la entre 0,15-0,25.
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Taula 3.14. Resultats de les activitats ureasica i proteolitica de BAA en les mostres de sols

naturals (any 2006).

Sol Activitat

Ureasa Proteolitica BAA

Total Especifica | Total | Especifica
pmol N pmol N
unitats
g—l h—l g—l C h—l g—l h—l g—l C h—l

LT mitjana 1,96 E 63,92 B 3,52 B 114,58 A
d.e 0,07 2,41 0,46 15,06

CR mitjana 5,20 B 83,91 A 5,46 A 88,16 B
d.e 0,15 2,36 0,06 1,03

MN mitjana 6,21 A 85,84 A 5,52 A 76,37 C
d.e 0,09 1,26 0,12 1,72

VC mitjana 2,18 D 52,51 Cc 2,25 C 54,20 D
d.e 0,05 1,29 0,17 4,03

OR mitjana 1,63 F| 20,91 E 0,82 E 10,44 E
d.e 0,12 0,15 0,08 1,03

IG mitjana 2,07 D 89,36 A 1,64 D 70,92 C
d.e 0,15 6,68 0,07 2,87

PN mitjana 3,72 C 34,64 D 5,65 A 52,56 D
d.e 0,13 1,21 0,13 1,24

BL mitjana 1,16 G 95,96 A 0,83 E 68,65 C
d.e 0,10 8,50 0,04 3,61

LG mitjana 0,71 H 83,40 A 0,45 E 53,47 D
d.e 0,09 10,74 0,09 10,53

SG mitjana 0,80 H 43,92 C 0,90 E 49,75 D
d.e 0,05 2,89 0,04 2,38

Dins d’una columna, valors seguits de la mateixa lletra indica que no hi ha diferéncia
significativa entre sols.

Si analitzem els valors les activitats UR i BAA en les 10 mostres de sol (Taula 3.14)
veiem que les mostres amb més alt contingut de C (i també LT, només per BAA) son
també les que tenen valors més alts d’aquestes activitats, amb I’'excepcié d'una d’elles
(mostra OR que té les activitats enzimatiques més baixes). Analogament a l'activitat
especifica GAL/C, els valors més alts d’activitat proteolitica especifica BAA/C també
corresponen al grup dels tres sols LT, CR i MN.
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3.4.2 Incidéncia de I'any de mostreig

3.4.2.1 Resultats obtinguts en el primer i segon any de mostreig i
contrast amb els resultats del tercer any de mostreig

En les taules 3.15 i 3.16 resumim els resultats dels anys 2004 i 2005. Els resultats de
I'estadistica descriptiva de les mitjanes dels valors per les 10 mostres de sols
corresponents als anys 2004 i 2005 es presenten en la Taula 3.17 detallant el valor
(mitjana = d.e), el rang (maxim i minim i la relaci6 maxim/minim) i la dispersid
(coeficient de variacid) dels diferents parametres absoluts i relatius al carboni
separadament per cada any.

Taula 3.15. Resultats de Carboni i de les activitats B-glucosidasa i ureasa en les mostres de sols
naturals (any 2004).

Carboni B-glucosidasa Ureasa

Sol Activitat ‘ ‘ Total Especifica Total ‘ Especifica
Unitats g 100 g umol pNF umol N
g-l h-l g-l C h-l g-l h-l g-l C h-l
LT mitjana 1,67 0,89 53,38 2,45 146,71
d.e 0,06 0,05 2,73 0,25 15,20
CR mitjana 6,43 2,58 40,06 11,64 181,12
d.e 0,25 0,15 2,29 0,40 6,15
MN mitjana 5,69 2,30 40,44 7,78 136,66
d.e 0,20 0,08 1,39 1,02 17,93
VC mitjana 4,64 3,77 81,29 4,48 96,59
d.e 0,09 0,11 2,33 0,62 13,36
OR mitjana 4,33 1,36 31,40 2,38 55,02
d.e 0,07 0,05 1,12 0,13 2,92
IG mitjana 1,67 1,55 93,16 4,45 267,07
d.e 0,14 0,05 2,72 0,02 1,20
PN mitjana 9,31 3,71 39,82 6,12 65,77
d.e 0,16 0,18 1,96 0,05 0,49
BL mitjana 0,62 0,26 42,09 1,30 206,76
d.e 0,06 0,02 2,35 0,03 4,87
LG mitjana 0,76 0,48 62,33 1,13 147,69
d.e 0,04 0,03 4,31 0,21 27,80
SG mitjana 2,23 2,57 115,11 3,43 153,78
d.e 0,06 0,08 3,76 0,17 7,82
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Taula 3.16. Resultats de Carboni i de les activitats B-glucosidasa , ureasa i proteolitica de BAA
en les mostres de sols naturals (any 2005).

Carboni B-glucosidasa Ureasa Proteolitica BAA
Sol | Activitat Total Especifica Total Especifica Total Especifica
e g 100 g* umol pNF umol N umol N
glht glCht glh glcht glht glcCht
LT mitjana 2,97 1,46 49,29 2,24 75,26 3,73 125,55
d.e 0,07 0,03 0,98 1,17 39,28 0,19 6,49
CR mitjana 5,86 4,36 74,49 8,96 153,00 3,81 65,06
d.e 0,12 0,15 2,49 0,53 8,99 0,18 3,08
MN | mitjana 6,76 5,47 80,96 3,80 56,17 4,25 62,87
d.e 0,10 0,38 5,62 0,57 8,40 0,15 2,26
VC mitjana 3,62 2,59 71,51 3,49 96,29 2,47 68,09
d.e 0,09 0,05 1,47 1,05 29,10 0,07 1,81
OR | mitjana 5,33 2,72 50,87 4,16 77,97 0,64 11,99
d.e 0,20 0,15 2,74 0,40 7,49 0,22 4,13
1G mitjana 1,77 1,55 88,00 3,66 207,77 0,85 48,10
d.e 0,11 0,07 3,94 1,05 59,72 0,08 4,71
PN | mitjana 11,95 6,36 53,28 9,66 80,90 2,03 16,97
d.e 0,15 0,39 3,27 2,82 23,58 0,35 2,90
BL | mitjana 1,33 0,80 60,27 3,66 274,61 1,33 99,85
d.e 0,04 0,02 1,38 1,71 128,53 0,19 14,32
LG mitjana 0,71 0,69 98,52 2,00 283,90 1,58 224,46
d.e 0,04 0,03 3,98 0,43 61,24 0,21 29,28
SG | mitjana 1,07 1,01 94,10 3,09 288,01 1,38 128,32
d.e 0,10 0,03 2,91 0,93 86,70 0,38 35,81

Taula 3.17. Mitjana, rang i dispersidé de valors dels parametres en el conjunt de sols naturals
(anys 2004 i 2005).

Any ‘ 2004 2005
mitjanax d.e | minim | maxim max/ | cv mitjanax d.e | minim | maxim ma‘\'x/ cv
min % min %
C 3,74+2,84 0,62 9,31 15 76 4,14+3,48 0,71 | 11,9 17 84
GLC 1,05+1,24 0,26 3,77 15 63 2,7£2,03 0,69 6,36 9 75
UR 4,52+3,26 1,13 | 11,64 10 72 4,47£2,65 2,00 | 9,66 5 59
BAA 2,21+1,30 0,64 | 4,25 7 59
GLc/C | 59,91+27,82 | 31,40 [ 115,11 a4 a5 | 72,25+18,37 [ 49,29 | 98,52 2 25
UR/C 145,72+63,85 | 55,02 | 267,07 5 43 159,72+96,07 | 56,17 | 288,01 5 60
BAA/C 85,32+63,35 | 11,99 | 224,46 | 18 74

Unitats: C en g 100 g™ ; GLC en umol pNF g™ h™ i UR i BAA umol N g* h™*
GLC/C en umol pNF g* C h'* i UR/C i BAA/C en umol N g* C ht
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Les caracteristiques generals de les mitjanes, rang de valors i dispersié son semblants
a les de I'any 2006 i les resumim en tres punts:

i. Les mostres presenten un ampli ventall de valors de contingut de C i
conseqlientment també dels parametres bioquimics estudiats.
ii. El valor del CV del conjunt de mostres per la GLC és sempre inferior al que
presenten els valors de C.
iii. Per l'activitat GLC la disminucié del rang de valors i del CV, respecte del seu
corresponent parametre relatiu al C, és molt més acusada que per les activitats
UR i BAA.

El contrast dels resultats de |'estadistica descriptiva entre els tres anys de mostreig
ens permet destacar que:

i. L'any 2005 hi ha un augment de I'amplitud del rang de valors de C i GLC per la
banda alta que es tradueix en valors de la mitjana i del CV més elevats.

ii. Els dos primers anys de mostreig l'activitat UR presenta valors superiors als de
I'any 2006.

3.4.2.2 Resultats globals dels tres anys de mostreig

L'analisi global de les diferéncies entre sols recollint la variabilitat deguda a I'any de
mostreig es presenta a través del resultat de ’ANOVA (tractament de dades II) per
cadascun dels factors (sol/fix i any/aleatori) i per la interaccié (sol x any) per
cadascun dels parametres en la Taula 3.18. La Taula 3.19 conté la separaci6 de les
mitjanes per cada sol, considerant la mitjana dels tres anys de mostreig, d‘acord al
test de Tukey.

Taula 3.18. Resultats de I'ANOVA: Valor de F i la seva significativitat per cada factor i per la
interaccid.

*kK KAk *%

Factor sol 48,5 5,0" 7,67 3,3” 5,7 1,5ns

Factor any 2,6 ns 3,7 12,1 5,6 9,7 | 1,3ns | 1,3ns

KK *kk *kK *kk kKK

Sol x any 148,4 150,0 94,8 10,8 | 6,3 | 78,1 42,4

(""<0,001 "*<0,010 "<0,050 i ns no significatiu)

A partir dels valors de F podem veure que, considerant els tres anys de mostreig, per
tots els parametres, excepte per |'activitat proteolitica BAA especifica, el factor sol és
significatiu. El valor de F més alt segueix sent pel contingut de C. Podem veure també
gue no son significatives les diferéncies entre les mitjanes de C pels 10 sols degudes a
I'any de mostreig ni tampoc pel cas de |'activitat BAA i BAA/C (encara que en aquest
cas s’ha de tenir en compte que només hi ha valors de dos anys). La combinaci6 sol x
any és sempre significativa (per tots els parametres) per tant podem dir que la
incidéncia de I'any de mostreig no és homogénia sobre els diferents sols.
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Taula 3.19. Resultats de carboni i de les activitats B-glucosidasa, ureasa i proteolitica de BAA
considerant les mitjanes dels tres anys de mostreig.

g 100 g pmol pNF pmol N pmol N

g-1 ht 9-1 C ht g-1 ht 9-1 Cht g-1 ht g-1 Cht
LT | 2,57 DE |1,23 BC | 48,79 BC | 2,22 BCD| 95,39 3,63 AV | 120,14
CR | 6,16 BC |3,10 AV | 50,93 BC | 8,60 A 139,29 4,64 AV| 76,57
MN | 656 B |3,54 AV | 53,57 ABC| 593 ABC | 92,89 4,89 A 69,61
VC | 4,14 CD |2,75 ABC| 66,09 ABC | 3,38 BCD 81,83 2,36 AV | 61,18
OR | 5,83 BC (1,94 BC 34,80 C 2,73 BCD 51,29 0,73 B 11,21
IG | 1,92 DE |[1,42 BC | 77,04 AV | 3,39 BCD | 188,02 1,24 AV| 59,59
PN (10,66 A |4,63 A | 42,88 BC | 6,50 AV 60,39 3,84 AV| 34,75
BL | 1,06 E |0,53 C 48,80 BC | 2,04 CD 192,56 1,08 AV| 84,39
LG | 0,77 E |052 C | 6938 ABC| 1,28 D 172,49 1,02 AV| 139,65

SG | 1,70 E |1,55 BC | 89,30 A | 2,44 BCD| 162,15 A| 1,14 AV| 89,17

Dins d’una columna, valors seguits de la mateixa lletra indica que no hi ha diferéncia significativa entre
sols.

> > > > > >

> > > > > > > > > >

Observant les mitjanes dels tres anys de mostreig (Taula 3.19) veiem que el conjunt
dels 10 sols naturals estudiats es poden considerar bioquimicament molt semblants i
que en el cas de les activitats UR/C i BAA i BAA/C no es poden diferenciar
estadisticament els seus valors. Pel que fa al seu contingut en C, tenen la mateixa
ordenacié trobada I'any 2006 encara que estadisticament només es manté la
singularitat de la mostra PN. La mostra PN presenta, pel que fa a activitat GLC,
també els valors més alts i significativament diferents de les mostres BL i LG, i a
través de l'activitat especifica GLC/C podem diferenciar SG d'OR, que presenta el valor
minim. A través de |'activitat UR diferenciem significativament el maxim de la mostra
CR només amb el minim del sol LG.

3.4.3 Correlacions entre parametres

L'estudi de correlacions entre variables I'hem realitzat d’acord al tractament de dades
III respecte del qual cal fer les seglients puntualitzacions:

a. Els valors dels coeficients de correlacio sén els que s’‘obtenen entre les mitjanes
de només nou de les deu mostres ja que els resultats anteriors han posat de
manifest el comportament singular de la mostra PN i ens ha obligat a eliminar-
la. Tal com hem dit en I'apartat anterior, la mostra PN presenta I’ anomalia de
tenir un alt contingut en C, CHT i CHE que no es correspon amb els valors
baixos d’activitats GAL i UR. Hem comprovat que la inclusié d’aquesta mostra
per una banda intensifica i forca les correlacions de C i carbohidrats i en canvi
impedeix la visualitzacié de les correlacions d’aquestes dues activitats
enzimatiques.

b. Només especifiquem el valor del coeficient de correlacié per les que sén
significatius (""<0,001 "*<0,010 “<0,050).
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Els coeficients de correlacié que presenten les variables bioquimiques entre si i amb
els parametres generals dels sols s’especifiquen conjuntament en la Taula 3.20. La
consisténcia de les correlacions que presenten els parametres bioquimics entre si
I'estudiem a través de les correlacions parcials. En la Taula 3.21 indiquen si les
correlacions anteriors es mantenen o no a carboni constant i a biomassa constant, i
s’especifica el valor del coeficient de correlacié en cas afirmatiu.

Taula 3.20. Coeficients de correlacid lineal (valor de R) entre parametres bioquimics i entre
parametres bioquimics i parametres generals.

Humitat 0,933 | 0,800" 0,881 0,816™

C.E -0,688"

(::é)) -0,747" -0,705" | -0,894™" | -0,844 | -0,914™
(EE'I) -0,749" -0,752" | -0,892™ | -0,837"" | -0,933™"
N 0,915 0,919™ | 0,942 | 0,928™" | 0,956™ | 0,822™ 0,863 0,728"
Fe

Al 0,859™ 0,698" 0,817"

P 0,764" 0,717" 0,747" 0,754" 0,692"
Ca

Mg 0,706 0,816™ | 0,903 | 0,821™ 0,839™ | 0,896™ | 0,854™ 0,832
Na 0,718 0,765 0,893 0,765 0,779 0,880™ 0,860™ 0,776
K 0,915 | 0,876 | 0,900 0,752"

Hokok

C.E, conductivitat eléctrica ("*<0,001 "*<0,01 "<0,05)

Tots els parametres bioquimics estudiats estan molt positivament correlacionats entre
ells aixi com amb el C i la BMC, a excepcié6 de BAA, que no presenta correlacio
significativa amb C ni amb CHT. Totes les activitats enzimatiques estan més
correlacionades amb la BMC que amb el C i en canvi pels carbohidrats és a l'inrevés. El
grau de correlacié de les activitats enzimatiques amb la BMC segueix la tendéncia:
UR>GLC>GAL>BAA i amb el C segueix la tendéncia: GLC>UR>GAL. D’ambdos tipus
de carbohidrats, els CHE estan més altament correlacionats amb la BMC i amb les
activitats enzimatiques que els CHT.
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Taula 3.21. Resultat de l'estudi de les correlacions parcials a carboni (C) i biomassa (BMC)
constant. Entre paréntesis el valor de R i la seva significativitat.

Correlacié entre Es manté a C Es manté a BMC
el parell de variables: constant? constant?
CHE - CHT no si (0,896™)
GLC - CHE no no
GLC - CHT no no
GLC - GAL si (0,810%) no
GLC - UR si (0,812%) no
GLC - BAA si (0,830%) no
GAL - CHT no no
GAL - CHE si (0,829%) no
GAL - UR si (0,968™™) si (0,977°)
GAL - BAA si (0,955™™) si (0,906™™)
UR - CHT no no
UR - CHE si (0,896™) no
UR - BAA si (0,910™) si (0,882™)
BAA - CHE no no

(**<0,001 *<0,01 “<0,05)

Podem veure que les Uniques correlacions que no s’expliquen a través del carboni ni
de la biomassa sén: GAL-UR, GAL-BAA i UR-BAA. L’activitat GLC es correlaciona amb
aquestes tres activitats a través de la biomassa i no a través del carboni. Totes quatre
activitats enzimatiques es relacionen amb els CHT i CHE a través del carboni i/o a
través de la biomassa.

Per una altra banda també estudiem les correlacions que presenten les activitats
enzimatiques especifiques i constatem que aquests parametres relatius presenten
moltes menys correlacions entre si que els absoluts. La Taula 3.22 mostra les
correlacions totals i parcials significatives. Podem veure que l'activitat p-glucosidasa
especifica esta negativament correlacionada amb el carboni i amb CHT i l'activitat B-
galactosidasa especifica resulta ser I'Unica activitat que apareix correlacionada amb la
corresponent activitat absoluta. Aquestes tres correlacions no s’expliquen a través de
la biomassa (si no que a biomassa constant dues es fan més significatives).

Taula 3.22. Resultat de l'estudi de correlacions totals i parcials a biomassa constant entre
parametres bioquimics absoluts i relatius a carboni. Valor de R i la seva significativitat.

ETET NS Correlacié Correlacié parcial
correlacionats total a BMC constant
GLC/C-C -0,772" -0,837™
GLC/C - CHT -0,759" -0,838™
GAL/C - GAL 0,899™" 0,858

(*<0,001 "<0,01 "<0,05)
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Respecte de les correlacions entre els parametres bioquimics i els parametres generals
(Taula 3.20) podem observar que el C i els carbohidrats estan principalment
correlacionats amb humitat, N organic i els elements Al, Mg, Na i K i les activitats
enzimatiques ho estan en general amb els continguts de N organic, P i amb el Mg. En
particular, la GLC ho esta també amb la humitat i els altres tres enzims GAL, UR i BAA
presenten una important correlacio negativa amb el pH (real i potencial). D’entre
aquestes correlacions sis es poden considerar com a més autéentiques ja que es
mantenen tant a carboni constant com a biomassa constant (Taula 3.23).

Taula 3.23. Resultat de l'estudi de correlacions parcials a carboni (C) constant i a biomassa
(BMC) constant entre parametres bioquimics i propietats generals dels sols. Valor de R i la seva
significativitat.

CHT-humitat 0,933 0,794

GLC-N organic 0,791" 0,757"
GAL-pH -0,830™ -0,894™
UR-pH -0,742" -0,916™"
BAA-pH -0,867" -0,879™

GAL-Mg 0,799 0,800"

(""<0,001 *<0,01 “<0,05)

Del conjunt de correlacions entre parametres podem dir que en els soOls naturals
estudiats:

i L'activitat GLC és, d’entre les activitats enzimatiques estudiades, la més
directament relacionada amb el contingut total de MO (de C i també amb el N
organic) del sol.

ii. Les altres tres activitats GAL, UR i BAA tenen una correlacié alta entre si i que
no s’explica a través del contingut en carboni ni en biomassa del sol sin6 més
aviat d'una MO o biomassa caracteristica determinada pel pH del sol (acid) i
especialment determinant per l'activitat GAL.

iii. La correlacié entre l'activitat GLC i les altres tres activitats GAL, UR i BAA
queda explicada per la biomassa i nho pel contingut en MO.

iv. De les quatre activitats enzimatiques, només dues (GAL i UR) estan
directament relacionades amb el contingut en carbohidrats i només amb els
CHE.

3.4.4 Efecte dels pretractament de la mostra

3.44.1 Efecte del pretractament d’assecat a I'aire de la mostra sobre les
activitats B-glucosidasa i B-galactosidasa

Els resultats de I'assaig de la influéncia del pretractament d’assecat de la mostra sobre
les activitats enzimatiques totals GLC i GAL i especifiques GLC/C i GAL/C es presenten
d’acord amb els resultats de ’ANOVA (tractament de dades IV) a la Taula 3.24 i en les
taules 3.25 i 3.26 es presenta el resultat de la separacié de mitjanes.
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Taula 3.24. Resultat de ’'ANOVA: Valor de F i la seva significacio per cadascun dels dos factors i
per la interaccio.

GLC GLC/C GLC GLC/C GAL GAL/C

Factor sol 905™" | 275™" | 983™" | 202™" | 1087 | 442™"

Factor pretractament 25" | 14™ | 66" | 11377 | 49™ 55

Sol x pretractament 237" | 257" | 177 | 13 177 107"
(7"<0,001)

Taula 3.25. Efecte pretractament de mostra sobre les activitats B-glucosidasa i B-galactosidasa
(umol pNF gt h'1),

Activitat \ B-glucosidasa B-galactosidasa

Any 2005 2006 2006

Mostra Mostra Mostra
Sol humida assecada humida assecada humida assecada
LT 1,46 Ea 1,06 Fb 1,34 Eb 1,59 Da | 0,34 Da | 0,29 Dv
CR 4,36 Ca 3,57 CV 2,37 Ca 2,26 Ca 0,89 Va 0,76 Bb
MN 5,47 Va 3,97 Bb 2,84 Bb | 3,55 va | 0,98 Av | 1,05 Aa
vC 2,59 Dv 3,10 Da 1,89 Dv 2,20 Ca 0,24 Ea 0,20 Eb
OR 2,72 Da | 2,03 Eb 1,73 Da 1,60 Dv | 0,16 Fa | 0,18 Ea
IG 1,55 Eb 1,82 Ea 1,15 Fb 1,55 Da | 0,16 Fa | 0,10 Fb
PN 6,36 Av | 6,84 Aa 3,83 Aa 383 Aa | 0,56 ca| 0,33 CV
BL 0,80 Fa 0,82 FEa 0,53 Ga | 0,55 Fa 0,05 Ga | 0,05 FGa
LG 0,69 Fa 0,65 Ea 0,39 Ga 0,46 Fa 0,03 Ga 0,03 Ga
SG 1,01 Fa 1,04 Fa 1,06 Fb 1,25 Ea | 0,12 Fa | 0,10 Fa

Dins d’una columna, valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no hi ha diferéncia
significativa entre sols. Per un sol i any, valors dins d’una mateixa fila seguits de la mateixa lletra
minuscula indica que no hi ha diferéncia significativa deguda al pretractament.

Taula 3.26. Efecte pretractament de mostra sobre les activitats especifiques B-glucosidasa i B-
galactosidasa (umol pNF g™* C h't).

Activitat B-gluco§|_dasa B-galact?fldasa
especifica especifica

Any 2006 2006

Mostra Mostra Mostra
Sol humida assecada humida assecada humida assecada
LT 49,29 F 35,83 E 43,55 C 51,83 BC 10,85 C 9,29 C
CR 74,49 D | 60,90 D| 38,30 D | 36,51 E 14,87 A 12,28 B
MN 80,96 C 58,76 D 39,30 D 49,08 C 13,58 B 14,47 A
VC 71,51 D 85,49 C 45,42 C 52,94 B 5,83 EF 4,76 DE
OR 50,87 F 37,99 E 22,15 F 20,42 F 2,11 H 2,34 F
IG 88,00 B |103,42 A 49,94 B 67,06 A 6,99 D 4,34 E
PN 53,28 F 57,25 D 35,64 D 35,65 E 520 F 3,04 F
BL 60,27 E 61,79 D 43,98 C 44,99 D 4,28 G 4,33 E
LG 98,52 A | 92,72 B 46,41 C 54,36 B 371 G 4,01 E
SG 94,10 A 97,22 B 58,46 A 68,90 A 6,43 DE 5,27 D

Dins d’una columna valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica no hi ha diferencia
significativa entre sols.
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Els resultats indiquen que l'efecte de I'assecat de la mostra és significatiu per les dues
variables estudiades i que és un efecte que esta subjecte al tipus de sol. Només per
entre tres i quatre mostres de sol no trobem diferencies degudes al pretractament;
per tant podem dir que en general 'activitat GLC i GAL de sols determinada a partir de
la mostra humida és diferent de la que es troba fent I'assaig a partir de la mostra de
sOl assecada a l'aire. Depenent de les caracteristiques de la mostra de sol, I'efecte de
|'assecat sobre |'activitat GLC pot causar increment o davallada i en canvi per la GAL
podem dir que, (a excepcid d’'una mostra) causa una pérdua en el valor de |'activitat.

Si comparem l|'efecte del pretractament sobre la GLC en els dos anys assajats veiem
gue només per 5 (VC, OR, IG, BL i LG) dels 10 sols es reprodueix |'efecte en el mateix
sentit; per tant la duplicacié de l'assaig per la GLC permet comprovar que |'efecte de
|'assecat sobre aquesta activitat no només depén de la mostra sind també de les
condicions en qué es troba a I’hora de realitzar-se el mostreig. En aquest sentit, si
considerem la influéncia que pugui tenir els valors de la humitat de camp de les
mostres (Taula 3.5) podem constatar que:
i. Sila mostra té una humitat de camp superior al 6 % és més probable que es
mantingui l'activitat GLC o que es perdi en part; pero si és baixa (inferior al 6
%) és molt més probable que o bé no s’alteri o bé s’incrementi.
ii.  Quan més alta sigui la relacié entre la humitat de camp i la higroscopica més
facil és que es produeixi pérdua d’activitat GLC amb |’assecat.

Si comparem l'efecte pretractament de I'any 2006 sobre les dues activitats GLC i GAL
observem que no segueix el mateix patré per a les dues activitats enzimatiques ja que
només tres mostres (MN, BL i LG) segueixen la mateixa pauta en ambdues activitats.

Si comparem la separacio de mitjanes dels valors de les activitats obtingudes a partir
de la mostra humida i assecada veiem que es manté la gradacié de la diferenciacio
entre mostres perd no pas la composici6 de grups. Respecte de les activitats
especifiques I'assecat modifica més el ranking de la separacié de mitjanes de les 10
mostres que les activitats totals (la modificacié és acusada per GLC/C en el primer any
i per GAL/C el segon any).

3.4.4.2 Correlacions de les activitats enzimatiques B-glucosidasa i B-
galactosidasa determinades a partir de la mostra assecada a l'aire

Els resultats de I'assaig de la influéncia del pretractament d’assecat de la mostra sobre
les activitats enzimatiques totals i especifiques GLC i GAL els estudiem també des d’un
segon punt de vista: a través del d’estudi de les correlacions que mantenen els valors
de les mostres assecades amb la resta de variables (tractament de dades V) ja que
poden permetre esbrinar alguna caracteristica diferenciadora sobre els components de
les dues activitats enzimatiques determinades.

La Taula 3.27 presenta comparativament les correlacions que presenten els valors
d’ambdues activitats obtinguts a partir de la mostra humida i la mostra assecada amb
la resta de parametres. El resultat de l'estudi de correlacions que presenten les
activitats GLC i GAL amb la mostra assecada que es mantenen a C constant es
presenta en la Taula 3.28.
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Taula 3.27. Valor del coeficient de correlacid entre les activitats B-glucosidasa i B-galactosidasa

determinades sobre mostra humida i sobre mostra assecada a l'aire i la resta de parametres.

Activitat (c] Ko (c].\ 8
Mostra humida | assecada | humida | assecada
Cc 0,878 0,769" 0,685" 0,706"
BMC 0,898 | 0,930" 0,863 0,878
CHE 0,910™" | 0,844™ 0,868 0,888
CHT 0,870 0,782" 0,700" 0,737"
GLC 0,884 0,876™
UR 0,893 | 0,884 0,983 | 0,979™
BAA 0,836™" 0,828 0,965 | 0,939
Humitat 0,816™
C.E -0,688"
pH (H,0) | -0,705" | -0,689" | -0,894™" | -0,883""
pH (KCI) -0,752" | -0,699" | -0,892™" | -0,865""
N 0,956 | 0,920"" 0,822™ 0,853™
P 0,717" 0,827" 0,747* 0,772"
Mg 0,839 0,749" 0,896 0,880™
Na 0,779" 0,673" 0,880™ 0,867
K 0,752"

("*<0,001 *<0,01 “<0,05)

Taula 3.28. Resultat de l'estudi de les correlacions parcials a carboni (C) constant de les
activitats B-glucosidasa i B-galactosidasa determinades sobre mostra assecada: valor de R i la

seva significativitat.

Parametres Correlacio parcial
correlacionats a C constant
GLC-GAL 0,736"
GLC-UR 0,756"
GLC-BAA 0,729
GLC-N organic 0,844
GLC-P 0,853
GAL-CHE 0,853™
GAL-UR 0,958
GAL-BAA 0,904
GAL-pH -0,811"
GAL-pH potencial -0,761"
GAL-Mg 0,743"
GAL-Na 0,715"

(*"<0,001 ""<0,01 "<0,05)
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Les activitats GLC i GAL obtingudes a partir de la mostra assecada mantenen la
majoria de les correlacions respecte a les de la mostra humida; només disminueix el
nivell de significativitat en els casos de: GLC-C, GLC-CHT, GLC-CHE, i GLC-UR i GAL-
pH real, potencial i tant GLC-Mg com GAL-Mg i es guanya pel cas GLC-P.

Amb els valors sobre mostra seca, ambdues activitats segueixen estant
correlacionades entre si; |'activitat GLC segueix presentant més alta correlacié amb la
BMC pero ara ambdues activitats tenen correlacions similars amb el C. A C constant
les correlacions d’ambdues activitats determinats sobre mostra assecada presenten un
comportament molt similar a les determinades sobre mostra humida. Pel que fa a les
tres correlacions que presenten les activitats especifiques determinades sobre mostra
humida es conserven només dues (GLC/C-C -0,693"; GAL/C-GAL 0,931") quan es
determinen sobre mostra assecada a l'aire.

3.5 DiscussioO

3.5.1 Comportament dels parametres

A partir dels resultats sobre la dispersid, la capacitat discriminant i les correlacions
fem una discussié general i una discussié detallada dels resultats ordenada per
parametres.

Els rangs de valors trobats en els sols naturals catalans estudiats son similars als
descrits en la bibliografia per a sols naturals de la zona del Mediterrani. Els valors sén
més semblants quan es comparen sols naturals amb el nivell de C similar (Miralles et
al., 2007; Zornoza et al., 2007b; Zornoza et al., 2008a) i superiors als treballs de sols
naturals de zones més arides i amb poca vegetacié (Garcia et al., 1994; Garcia et al.,
1997a, 1997b, 1997c; Garcia et al., 2000; Garcia et al., 2002, Bastida et al., 2006;
Bastida et al., 2008b). En comparacié als descrits com a sols naturals de referéncia a
Galicia, els soOls estudiats tenen molta menys materia organica i els valors maxims
trobats son més baixos especialment per l'activitat ureasica i BAA (Trasar-Cepeda et
al., 2000b; Trasar-Cepeda et al., 2008b).

Respecte de la dispersio dels valors, els coeficients de variacido obtinguts soén, a
grans trets, superiors als que s’obtenen en altres estudis sobre sols naturals donat que
habitualment es comparen un conjunt de sols naturals amb menor rang de valors de
MO i de caracteristiques generals més similars. L'alt grau de dispersié és
conseqliéncia, doncs, de considerar com a un Unic grup de sols naturals la diversitat
de tipus com sols forestals, de prat i de zones més arides amb baix grau de cobertura
vegetal (Miralles et al., 2007). Cal tenir present que altres autors en estudis de
gualitat de sols naturals (en general prat, agricola abandonat i forestal) detecten pels
parametres bioquimics diferéncies entre ells (Saviozzi et al., 2001; Trasar-Cepeda et
al., 2008b; Zornoza et al., 2008a). El fet d’estudiar sols naturals de contingut en MO
tan heterogeni ens ha portat a la necessitat d’estudiar també els valors relatius dels
diferents parametres, expressats per unitat de C i constatar una disminucié del rang
de variacié en tots els casos. La interpretacid a partir de parametres relatius es
recomana a la bibliografia, especialment per les activitats enzimatiques (Nannipieri,
1994; Gil-Sotres, 2005) i tot i que és adoptat per alguns autors (Miralles et al., 2007;
Trasar-Cepeda et al., 2008b) és més aviat poc freqlent la seva inclusié en estudis
similars al nostre.
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Respecte de la capacitat diferenciadora de les variables, globalment podem dir que
els sols naturals mostrejats es poden diferenciar més a través del seu contingut en C i
carbohidrats (CHT i CHE) que pels seus valors d’activitats enzimatiques; si traiem,
pero, la influéncia del contingut en MO, es diferencien pels valors d’activitats
especifiques, especialment GLC/C i GAL/C i per la proporci6 en CHE (CHE/C i
CHE/CHT). El primer dels resultats estaria d’acord amb Zornoza et al. (2007a) on
troben que el contingut en MO total dels sols estudiats pesa molt a I'hora de deduir un
Unic index de qualitat i ho resolen obtenint dos models diferents per dos grups de sols
atenent als dos nivells de C diferents. Per altra banda Zornoza et al. (2007b) també
obtenen major capacitat discriminant pels continguts en C total i C-soluble en aigua
d’entre la resta dels parametres bioquimics estudiats. La segona apreciacié posaria de
manifest que en els sols estudiats, tot i tenir en comU les caracteristiques de sol
natural, el fet de tenir nivells molts diferents de MO fa que a més a més es diferencien
pel tipus de MO especialment la proporci6 de MO labil relacionada amb |’aport de
restes vegetals, o sigui amb el grau i tipus de recobriment vegetal.

Com a comportament general dels parametres bioquimics estudiats podem dir que
presenten correlacions altes i positives entre si i alhora una gran dependéncia del
contingut en MO del sol aixi com del contingut en biomassa. Aquesta relacié entre
parametres és un resultat esperable ja que molts estudis de sols naturals també
troben aquestes correlacions (Garcia et., 1994; Garcia i Hernandez, 1997c; Trasar-
Cepeda et al., 1998; Trasar-Cepeda et al., 2000b; Bastida et al., 2006, Miralles et al.,
2007; Zornoza et al., 2007b). Aquest resultat esta d’acord amb el lligam que existeix
entre el contingut en MO del sol i les transformacions bioquimiques i biologiques que
s’hi donen i respon al concepte d’equilibri entre propietats que és la base de la
construccié dels indexs de qualitat multiparametrics. En contrast amb aquest resultat
alhora trobem resultats d’altres treballs on es detecta, en sols que han sofert algun
tipus d’alteracié, pérdua del grau de correlacidé entre els parametres i que s’interpreta
com una mostra de desequilibri entre el conjunt de propietats (Ceccanti i Pezzarosa,
1994; Garcia et al., 1997b; Gianfreda et al., 2005; Trasar-Cepeda et al., 2008a).

Respecte de les correlacions detectades recordem que en general el contingut en
carbohidrats apareix més correlacionat amb els continguts de C i N organic del sol i les
activitats enzimatiques més amb la biomassa i el N organic que amb el C; a més a
més, no totes les activitats enzimatiques estan igual de lligades al contingut en MO
pero totes quatre estan més lligades a la fraccid labil (CHE) que a la total (CHT). Hem
de considerar aquest resultat com a esperable si pensem que els carbohidrats s6n un
component important de la MO del sOl i que els enzims sén sintetitzats per la
biomassa i com a tals formen part de la fraccio6 més activa de la MO del sol. Per una
altra banda, és un resultat coincident amb el de Zornoza et al. (2007b) que també
troba millor correlacié de les activitats GLC i UR amb la fraccié soluble de carboni que
amb la total i ho atribueix a qué les activitats enzimatiques estan involucrades en la
conversido d'uns components especifics de la MO més que amb la MO total. En un
treball nostre (Jiménez et al., 2012) on estudiem els resultats dels deu sols naturals a
través de l'analisi cluster, trobem que les variables C, CHE, CHT, GLC i BMC pertanyen
a un mateix grup a I'hora d’explicar les caracteristiques bioquimiques.

El contingut en carboni organic és un parametre basic de caracteritzacié dels sols i
alhora un parametre de qualitat també basic i important (Gregorich et al., 1997) i aixi
hem pogut constatar que s’inclou de forma sistematica en els estudis de sols naturals.
En el nostre cas els continguts de C oscil-len entre 0,8 i 10 %; és un rang ampli
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d’acord a la varietat sols catalans (Alcafiiz et al., 2005) i representa un rang de valor
normal segons altres estudis de sols naturals de la zona mediterrania, si exceptuem
els valors més extrems per la banda alta. Com a parametre de qualitat trobem que es
caracteritza per no ser dels més dispersos i per presentar una alta capacitat
discriminant. En els estudis de Zornoza et al. (2007a i 2007b) també apareix com a
parametre amb alta capacitat discriminant.

El contingut en carbohidrats totals entra en el rang general de valors de
carbohidrats totals en sols que pot oscil-lar entre 1 i 20 % (Folsom et al., 1974;
Chershire, 1979; Lowe, 1978). Respecte a altres estudis semblants la comparacié és
dificil ja que, a pesar de tenir la consideracidé d’indicador de qualitat biologica del sol
d’acord a Gregorich et al. (1997), és poc freqlient la determinacié del contingut total.
Ha resultat ser el parametre més lligat al contingut en C del sol i aquesta dependéncia
comporta que la proporcié CHT/C sigui molt semblant (4,7-8,6 %) entre els diferents
soOls. Aquest tret és caracteristic d’aquest parametre i a més hem comprovat que com
a conseqliencia, la variable relativa (CHT/C) té molt poca capacitat discriminant. De
fet la bibliografia assenyala que el contingut en carbohidrats de sols diferents és poc
variable i ho és més el perfil de composicid en monosacarids (Chershire, 1979; Lowe,
1978). Podriem dir que és un parametre que aporta poca informacié donat que el
valor absolut esta molt d’acord amb el de C i en conseqliéncia el valor relatiu aporta
molt poques diferéncies. La correlacié directa trobada entre humitat i CHT podria estar
relacionada amb el caracter hidrofil dels carbohidrats i/o amb bel seu paper
d’estabilitzador dels agregats (Lowe, 1978; Martens i Frankerberger, 1991 i 1992;
Martens, 2000).

El contingut en carbohidrats extractables presenta nivells superiors als valors que
la bibliografia aporta en estudis de sols de contingut semblant en MO; cal pero tenir
en compte que en la majoria d'estudis és més freqient determinar els carbohidrats
solubles en aigua (Garcia et al., 1997b; Saviozzi et al., 2001; Caravaca et al., 2002;
Garcia et al., 2002; Bastida et al., 2006). El diferent contingut en CHE respon a les
diferéncies en contingut en MO dels sols, pero alhora també amb el contingut en
biomassa. Aquest fet esta d‘acord amb el significat d’aquest parametre com a
indicador de C facilment disponible pels microorganismes que condicionen la biomassa
i/o l'activitat microbiana (Badalucco et al., 1990; Badalucco et al., 1992; DelLuca i
Keeney, 1993; Joergensen et al., 1996; Garcia et al., 2000).

El contingut en CHE relatiu al C (CHE/C) és un valor molt baix (només representa 0,39
%) és més variable que el quocient CHT/C i resulta ser dels parametres relatius amb
més capacitat discriminant. Aquest resultat indica que els sols naturals es diferencien,
a més de pel seu contingut en MO total, per la proporcid present en MO labil, la qual
cosa estaria relacionada amb el diferent recobriment vegetal dels sols mostrejats
(Garcia et al., 1997a). La proporcio CHE/C és més alta quan més baix és el contingut
en MO (BL, LG i IG amb I'excepcié de la singularitat de la mostra PN); aquest efecte
de concentracié dels carbohidrats extractables en la MO estaria relacionada amb la
necessitat de supervivéncia de la biomassa i d’'un minim d’activitat microbiana en sols
de baix contingut en MO. Marando et al. (2012) troben també, per les mateixes
mostres, que en els sols de més baix contingut en MO la proporcié de carboni organic
extraible és significativament superior. També trobem que la correlacié entre les dues
variables CHT i CHE s’explica a través del C la qual cosa fa que el quocient CHE/CHT
tingui un comportament molt similar al CHE/C.
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Resumint veiem que CHT evidencia una caracteristica de similitud entre sols naturals i
en canvi CHE és més util per posar de manifest diferéncies entre ells. Aquest fet
estaria d’acord en la freqliéncia més alta en que el parametre CHE (junt amb el C-
soluble) és inclos en estudis de qualitat de sols (Ghani et al., 2003; Bongiovanni et al.,
2006).

No totes les activitats enzimatiques estan igual de lligades al contingut en MO, si
que ho estan, pero, en grau semblant a la biomassa i totes quatre estan més lligades
a la fraccio labil de CHE que a la total CHT, resultats que son semblants a d‘altres
treballs similars (Garcia et al., 1997b, Trasar-Cepeda et al., 1998, Zornoza et al.,
2007b). Existeix un conjunt format per les tres activitats GAL, UR i BAA que estan
molt relacionades entre si i es relacionen amb |'activitat GLC a través de la biomassa i
no a través del carboni; aquest resultat fa pensar que aquestes tres activitats podrien
actuar sinergicament en certs ecosistemes on existis una biomassa o una MO
especifica.

L'activitat enzimatica B-glucosidasa és |'activitat més directament relacionada
amb el contingut total de MO i alhora presenta alta correlacié amb la biomassa.
Ambdos resultats estan d’acord amb I'associacié d’aquesta activitat amb el cicle del
carboni i en la seva funcié de proporcionar sucres de baix pes molecular com a font
d’energia pels microorganismes (Tabatabai, 1982; Eivazi i Tabatabai, 1988). Alhora
esta d'acord també amb el fet que aquesta activitat intervingui en la confeccié dels
indexs de qualitat del sol on la variable de prediccio és el contingut en carboni organic
del sol (Zornoza et al., 2007a, Zornoza et al., 2007b). Garcia et al. (1994) també
troben aquesta correspondéncia entre contingut en MO i l'activitat GLC i interpreten
que en sols amb baix contingut en MO (s0ls de zona arida amb excés de sals o amb
guix) un valor baix d’activitat GLC indicaria menys capacitat de mineralitzacié i una
reduccio del cicle del C.

Tanmateix, a través de l'estudi de GLC/C, hem constatat que I'augment en MO no
suposa augment proporcional de la MO amb activitat GLC. Els resultats indiquen que
I'activitat B-glucosidasa d’un sol va lligada al contingut en MO encara que en
augmentar el contingut de MO aquesta perd activitat enzimatica B-glucosidasa.
L'activitat GLC és indicadora del potencial de descomposicié de la MO del sol i
proporcionalment sembla més alta en els sols amb menys MO. Aixd0 podria estar
relacionat amb el fet que sols pobres en MO son capacos de mantenir aquesta
capacitat de mineralitzacié, en el seu paper critic pel manteniment de I'activitat
microbiana o el seu paper clau de l'activitat GLC de proporcionar sucres per a
I'activitat biomassa. Aquest resultat és coherent amb el mateix comportament que el
parametre CHE/C que també presenta relacié inversa amb la MO.

Ceccanti i Pezzarossa (1993) i Masciandaro i Ceccanti (1999) troben un comportament
semblant quan comparen les activitats especifiques de sols agricoles i naturals i ho
atribueixen al fet que sén els sols amb menys MO sén capagos de preservar |'activitat
dels complexos humus-Enzim que representen la base de la resiliéncia dels sols.

De la mateixa manera hem de tenir present el treball de Trasar-Cepeda et al. (2008b)
on fan una exposicié en profunditat de la relacié entre |'activitat especifica GLC/C i el
contingut en C tant en sols naturals com en altres grups de sols afectats per activitat
antropica. Aquests autors no troben relacié inversa entre aquestes variables si
comparen només els soOls naturals de Galicia, molt semblants entre ells i d’alt
contingut en carboni organic. Si que detecten, perd, aquesta relacio inversa en altres
tipus de sols no naturals amb menys MO. La hipotesi dels autors (un cop descartada
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I'opcioé d’una resposta d’acceleracié del metabolisme dels microorganismes estressats)
es centra en l'existéncia en aquests sols d’'un mecanisme ecoldgic per mantenir
|’activitat metabolica del sol, com |'estabilitzacié dels enzims.

L'activitat p-glucosidasa absoluta i especifica és el parametre que presenta menys
dispersid i és la que més permet diferenciar els sols o sigui que és poc dispers pero té
alta capacitat discriminant. En altres treballs també destaca com |'activitat enzimatica
amb menys dispersié (Trasar-Cepeda et al., 2000b, Trasar-Cepeda et al., 2008b,
Zornoza et al., 2007b). Respecte de la capacitat discriminant hem de fer referéncia a
diferents estudis que han trobat en la B-glucosidasa una activitat especialment
sensible per detectar diferéncies entre tractaments (Miller i Dick, 1995; Bandick i Dick,
1999; Monreal i Bergstrom, 2000; Badiane et al., 2001; Knight i Dick, 2004).

Respecte del comportament de |'activitat p-glucosidasa a través de I'estudi d'assecat,
podem considerar que l'activitat enzimatica esta en gran part estabilitzada ja que es
mantenen la majoria de les correlacions que en la mostra humida. Aixo estaria d'acord
amb diversos resultats bibliografics que consideren la B-glucosidasa un enzim amb un
important component d’activitat extracel-lular (Hayano i Katami, 1977; Knight i Dick,
2004; Trasar-Cepeda et al., 2007).

L'estudi de correlacions indica per una banda que la relacié entre |'activitat GLC i els
carbohidrats (CHT i CHE) és indirecta ja que s’explica a través dels continguts en
carboni i biomassa. En aquest sentit a la bibliografia trobem que i) Turner (2002)
considera que la sintesi de I'enzim estaria induida pels productes de la degradacié de
la cel-lulosa, i ii) Garcia et al. (1997b) argumenten que la MO labil actua com a
subministradora de components energeétics pels microorganismes per a que puguin
sintetitzar els enzims. Per altra banda, la relaciéo entre GLC i les altres activitats és
també indirecta, en aquest cas a través de la biomassa. Pel que fa a les activitats UR i
BAA, aquest és un resultat esperable, ja que actuen sobre substrats diferents a |'estar
involucrades en el cicle del N. Si les activitats GLC i GAL estan correlacionades a
través de la biomassa i no a través del carboni aixd significa que hi ha d’haver un cert
tipus de biomassa per a la qual a més activitat GLC, més activitat GAL; podem pensar
doncs que l'activitat GAL podria ser que depengués més d’un substrat especific més
Iligat a un tipus de MO o de biomassa tal com apuntem més endavant.

Els resultats de I'activitat enzimatica B-galactosidasa estan d’acord amb els dels
autors Eivazi i Tabatabai, (1988) i Bandick i Dick (1999) que determinen el conjunt de
glicosidases en els sols i troben valors d’activitat GLC sén sempre superiors als de
I’activitat GAL. El comportament de |'activitat GAL indica que esta relacionada, més
gue amb el total de MO, amb un tipus de MO d’acord a la correlacidé positiva entre els
parametres GAL i GAL/C. Les mostres on |'activitat GAL/C pren els valors més elevats
corresponen a les tres mostres de sols forestals de pH acid (MN, CR i LT) i aquests
valors extrems soén els que expliquen els alts valors de dispersié d’aquest parametre.
Aquest resultat esta d’acord amb els que troben Jolivet et al. (2006) on la proporcio
de galactosa és més elevada en sols forestals acids que en sols de tipus prat. Per altra
banda, I'activitat GAL presenta una relacié directa amb altres activitats UR i BAA (que
no s’explica pel C ni per la biomassa), fet que pot ser indicatiu de que actuen
sinérgicament sobre un mateix substrat, analogament al que suggereixen alguns
autors en altres casos (Sinsabaugh, 1994 i 2002; Trasar-Cepeda et al., 2000b). Els
dos resultats anteriors semblen indicar que en aquests sols forestals de pH acid pot
ser important la proporciéo d'una MO, i/o una comunitat microbiana singular, que es
caracteritzaria per la preséncia de galactosa en components mixtes polisacarid-peptid
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o proteina. En aquest sentit Joergensen et al. (1996) afirmen que la matéria organica
de sols acids presenta material vegetal poc descomponible i on pot ser important
I'excrecié de polisacarids extracel-lulars. Els dos punts seglients reforcen la nostra
hipotesi: i) els carbohidrats procedents de microorganismes tenen una composicié més
complexa que els d’origen vegetal, i sbn més rics en compostos com les glicoproteines
on la galactosa, junt amb hexosamines i acids uronics, és un dels seus components, i
ii) les glomalines sén un tipus de glicoproteines dels fongs micorizics (Nichols i Wright
, 2004).

Igual que per l'activitat GLC, la relacié entre l|'activitat GAL i els carbohidrats és
indirecta a través del contingut en MO i de biomassa i no per |'efecte directe substrat-
activitat. La correlacié entre |'activitat GAL i Mg podria explicar-se pel paper del Mg
com a cofactor o activador, encara que la bibliografia només ho assenyala per a
I'enzim a-galactosidasa. De la mateixa manera que l'activitat GLC el comportament de
|'activitat GAL amb |'assecat del sol és indicatiu que es tracta d'un enzim amb un
important component d’enzim estabilitzat; que hi hagi major nUmero de mostres on es
detecta pérdua d'activitat GAL amb |'assecat esta d’acord amb els resultats de Klose i
Tabatabai (2002) ja que afirmen que l'activitat GAL presenta més dificultat per
I'estabilitzacio.

Pel que fa a les activitats enzimatiques ureasica i proteolitica de BAA els
resultats indiguen que trobem menys diferéncies entre sols en base a aquestes dues
activitats respecte d‘altres parametres. Podriem dir que existeix més diferéncies en la
capacitat de degradacié en l'etapa final dels compostos de carboni que no pas en el
procés de degradacié de molécules nitrogenades amb baix pes molecular. Aquest
resultat és coincident amb el de Trasar-Cepeda et al. (2000b) on les activitats UR i
BAA expliguen un percentatge de variabilitat entre sols naturals molt petit. L'activitat
UR és l'activitat enzimatica més relacionada amb la biomassa i |'activitat proteolitica
de BAA la menys lligada al contingut total de MO.

En general la vegetaci6 fa incrementar les activitats enzimatiques i aquestes
disminueixen en paral-lel a la degradaci6 de la coberta vegetal (Bastida et al., 2006);
d’acord pero, als estudis de Garcia et al. (1997b i 2002), les activitats BAA i UR son
més dependents del tipus de vegetacido que no pas del grau de recobriment vegetal.
Els autors afirmen també que l'activitat BAA esta menys correlacionada amb la resta
de parametres i a més és la que menys s’afecta per la devegetacio.

Pel que fa a l'activitat BAA igual que l'activitat GAL, sembla relacionada amb el tipus
de MO dels sols forestals de pH acid i estaria implicada de la mateixa forma que s’ha
indicat anteriorment.

Les variacions interanuals dels parametres son globalment més acusades per les
activitats enzimatiques GLC i UR que pel contingut de carboni i I'activitat BAA és la que
menys acusa l'efecte any de mostreig. Aquest resultat corrobora que les activitats sén
més sensibles als canvis temporals (i també locals donada la significativitat de la
interaccié any x sol) ampliament assenyalada a la bibliografia (Dick, 1994; Nannipieri,
1994; Bastida, 2006 i 2008a). Tant el C com els enzims perden capacitat
diferenciadora en considerar els anys de mostreig, perd aixi com el C manté l'alta
capacitat discriminant que es troba en el mostreig d’un sol any, l'activitat GLC la perd i
s’'iguala a la dels altres enzims. Bastida et al. (2006) estudien les variacions temporals
de diversos parametres en sols naturals i també troben major variabilitat estacional en
les activitats enzimatiques respecte al contingut en MO i els hi atribueixen 'avantatge
de tenir més capacitat per detectar els canvis. El comportament de I'activitat BAA, que
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presenta menys variabilitat temporal, es podria atribuir al seu major grau
d’estabilitzacid en el sol, la qual cosa estaria d'acord a la importancia del component
extracel-lular que assenyala la bibliografia per aquest enzim (Dick, 1994; Ladd, 2003).

3.5.2 Diferéncies bioquimiques entre els sols naturals

En aquest apartat relacionem els resultats de la separacié de mitjanes dels parametres
bioquimics amb les caracteristiques generals de les mostres derivades de la seva
localitzacié.

Els resultats indiquen que el factor sol estudiat surt sempre molt significatiu en
I'analisi de la variancia i que per la separacié de mitjanes trobem entre 10 i 6 sOls
diferents (grups desconnectats o sense interseccid) a través dels parametres absoluts
i d’entre 6 i 3 grups a través dels parametres relatius al contingut en C. Aquest fet
creiem que és conseqliéncia del tipus de mostreig realitzat que segueix com a objectiu
d’abastar la gran heterogeneitat dels sols de Catalunya.

Per a la interpretacié de les diferéncies entre sols, considerem primer les condicions
externes que determinen el nivell de MO dels sols. Aixi podem fer una classificacié en
3 nivells de C: Un grup de 5 sols (LG, BL, SG, IG i LT) amb un contingut en C com a
molt del 3 %, un segon grup de 4 sols (VC, OR, CR i MN) amb valors entre 3-8 % i
una sola mostra (PN) que destaca de la resta per tenir el valor més alt (10 %). Més en
detall i considerant la descripcié de les mostres podem dir:

a. En el grup de mostres de baix contingut en MO, trobem els sols BL, LG i IG que
son carbonatats localitzats en |la Depressid Central i la zona més arida; a més
destaca el sol BL pel contingut en guix i el sol LG com a sol ric en sals solubles.
A aquest grup també pertanyen la mostra LT que és un sol forestal pero en el
qual l'alt percentatge d’arena ha limitat el contingut de MO i el sol SG que
també és forestal perd de ribera i sotmeés a oscil-lacions del régim fluvial.

b. En el grup de mostres amb els valors més alts en MO, trobem cinc mostres que
corresponen a sols forestals i el sdl VC que tot i ser de tipus prat, s’ha
desenvolupat sota condicions climatiques corresponents a la zona més humida.

c. Finalment cal destacar les caracteristiques singulars de la mostra de sol forestal
(PN) de roca calcaria pero descarbonatada en una zona seca i plana, perdo amb
un microclima humit que ha permés desenvolupar un horitzé organic.

Considerant el diferent nivell de MO en els sols naturals i I'alta correlacié trobada entre
les variables bioquimiques i el contingut en C organic, hem d’esperar que un alt
contingut en MO es relacioni amb alt contingut en CHT i CHE i alta activitat enzimatica
i a l'inrevés. Tanmateix |'estudi de les caracteristiques bioquimiques ha permés
diferenciar alguns sols com s’exposa a Jiménez et al. (2012) d’'acord als resultats de
I'analisi clUster i que resumim en els seglients punts:

ir. La relacid directa entre MO i el contingut en carbohidrats (CHT i CHE) es dona
en les mostres de sols forestals i amb un alt contingut de C organic (superior al 3
%) (PN, CR, MN i OR). D’entre aquestes 4 mostres trobem que i) en el cas del sol
forestal PN es posa de manifest la singularitat d’aquesta mostra relacionada amb el
desenvolupament d’un horitzé organic, i ii) pels sols PN i MN els valors
significativament més alts de la relacié CHT/C poden indicar que es tracta de sols
amb aportacions importants de material vegetal o bé de condicions ambientals de

114



3. Parametres de Qualitat Bioquimica en Sols Naturals de Catalunya: Discussid

poca descomposicié causada per la seva situacio en zones fredes (Lowe 1978) o bé
per l'associacié intima amb una grandaria de particula fora de |'abast de la
descomposicié microbiana (Sanger et al., 1997; Marando et al., 2012).

2n. Dins del grup de sols forestals constatem que el grau d’activitat enzimatica esta
influenciat pel tipus de vegetacid i per les caracteristiques de la roca mare, ambdés
factors poden incidir en el perfil d’activitats enzimatiques i aixi destaquem:

a. En la mostra de sol forestal OR -desenvolupat sobre roca calcaria
descarbonatada- el tipus de vegetacié (bosc de pins) rica de material
més lignificat que comporta manca de substrat degradable, justifica els
valors baixos d’activitats enzimatiques especialment |'activitat GLC/C.
Aquests resultats estan d‘acord amb diferents autors sobre incidéncia
del tipus de vegetacié en l'activitat enzimatica del sol i en el contingut i
velocitat de degradacié dels carbohidrats (Folsom et al., 1974; Martens
i Loeffelmann, 2002; Miralles et al., 2007; Bastida et al., 2008a).

b. El sdls MN, CR i LT, que son els sols forestals desenvolupats en
material no calcari, presenten una especificitat bioquimica que es
caracteritza per un alta activitat GAL/C i BAA/C que podrien estar
involucrades en la degradacié de substrats complexos carbohidrat-
proteina.

3r. La MO dels sols amb continguts més baixos de MO (BL, SG i LG) es caracteritza
per l'alta proporcid de carbohidrats extractables (MO labil) i també més alta
activitat especifica GLC/C. Aquests resultats estan d’acord amb els valors més alts
de les relacions BMC/C, C-extraible/C i qCO, per les del grup BL, SG i LG i els
valors més baixos en les mostres PN, CR, MN i OR de Marando et al. (2012) i
Jiménez et al. (2012) sobre els mateixos sols.

Considerant el conjunt de valors dels tres anys de mostreig es dilueixen molt les
diferéncies entre sols detectades a través dels resultats d’un sol mostreig la qual cosa
posa de manifest I'existéncia d’'una homogeneitat real entre els 10 sols naturals pel
que fa als parametres bioquimics estudiats. Aquest resultat es pot interpretar d’acord
a les consideracions dels sols naturals com a sol climax, sols on a llarg termini
s’assoleix un equilibri amb les seves condicions propies de clima i vegetacié (Dick,
1994; Trasar-Cepeda et al., 1998; Gil-Sotres et al., 2005; Miralles et al., 2007).

Pel conjunt de mostres, les variacions anuals de les dues activitats enzimatiques GLC i
UR presenten la mateixa tendéencia, ambdues activitats presenten disminucio del rang
i dels valors I'Ultim any. Aquest fet, d’acord amb els resultats de Sardans i Pefiuelas
(2005), podria estar relacionat amb les dades del clima on observem una tendéncia a
ser progressivament més calid i sec entre els anys 2004 i 2006.

3.5.3 Efecte pretractament de la mostra

L'efecte del pretractament d’assecat globalment manté el ranking entre mostres, per
tant la diferenciacié de mostres de sols naturals a través de les activitats enzimatiques
GLU i GAL es pot fer tant a partir de mostra humida com a partir de mostra assecada;
aquest resultat esta d’acord amb els resultats d‘altres autors (Bandick i Dick, 1999,
Zornoza et al., 2006). Si tenim present que l|'activitat mesurada a partir de mostra
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assecada es correspon a l'activitat més estabilitzada -ja que I'associada a la biomassa
existent i als enzims lliures es perd practicament del tot en |'assecat (Dick, 1994;
Bonmati et al., 2003) - podem afirmar que majoritariament l'activitat associada a la
biomassa és poc important. En el mateix sentit interpretem que la disminucié del grau
de correlacid entre I'activitat GLC i les variables C i CHT associada a |'assecat, podria
indicar que l'activitat GLC més estabilitzada esta menys relacionada amb el contingut
total de MO. Pel que fa a l'activitat GAL probablement esta menys protegida que GLC i
esta d’acord amb l'estudi de Marando (2013); aquest treball situa els sols VC, IG, PN i
SG, on l'assecat a l'aire va disminuir significativament |'activitat GAL, entre els que
van manifestar el pols més alt de CO, i per tant els que presenten MO més
degradable.

L'analisi detallada de la influéncia de l'assecat permet veure que ha resultat poc
uniforme ja que no és igual per les dues activitats, i que, si es dona, pot ser positiva o
negativa depenent del sol i de I'any de mostreig. Aquesta variabilitat esta d'acord amb
el diferent grau d’estabilitzacié en els dos enzims segons Klose i Tabatabai (2002) i
Knight i Dick (2004) que troben que el percentatge de component estabilitzat de
I'activitat enzimatica GLC depén del sol.

Contrariament, Eivazi i Tabatabai (1990) troben que l'assecat incrementa les activitats
de les 4 glicosidases; aquests autors atribueixen l'increment a qué la rehidratacié de la
mostra assecada que té lloc en la incubacié trenca els agregats i augmenta
I'accessibilitat dels enzims pels substrats. En aquest sentit creiem que els resultats de
Zornoza et al. (2007c), on detecten increment en els valors de carboni soluble en
mostres assecades, podrien justificar l'increment de ['activitat B-glucosidasa per
I'augment de substrat disponible. També Tate III (2002) adverteix de la importancia
de l'alteracié de les propietats fisiques del sol que poden comportar induccid de
I'activitat del sol per augment de l'accessibilitat de la MO. Per altra banda, els treballs
de Bustos i Pérez-Mateos (2000) i Marx et al. (2005) posen de manifest la desigual
distribucié de I'activitat GLC en funci6 de la grandaria de particula.

Respecte de la variabilitat introduida per I'any de mostreig en |'efecte de I'assecat, que
hem relacionat amb la humitat de camp de la mostra, sembla ser coherent si tenim en
compte que en l'activitat mesurada a partir de mostra humida influeix el component
de l'activitat associada a la biomassa, que depén de factors temporals propis de cada
mostra. Aquest resultat el podem relacionar amb els de Zornoza et al. (2007c);
aquests autors estudien |'efecte de |'assecat en la biomassa, la respiracidé i el carboni
soluble i detecten que els efectes son menors en les mostres que corresponen amb un
clima és més calid.

En aquest sentit podriem postular que com més alt sigui el valor de la humitat de la
mostra en el moment de sotmetre-la a I'assecat, major seria la pérdua de l'activitat
GLC ja que major importancia tindria el component lligada a l'activitat de la biomassa.
Pensem que aquest resultat podria estar relacionat amb el mecanisme de resisténcia
de l'activitat enzimatica B-glucosidasa apuntat anteriorment o bé amb els resultats de
Zhang et al. (2011) sobre la sensibilitat de I'activitat B-glucosidasa i dels parametres
cinétics en diferents regims d’humitat.

116



3. Parametres de Qualitat Bioquimica en Sols Naturals de Catalunya: Conclusions

3.6 CONCLUSIONS

L.

I1.

I1I.

Iv.

VI.

Els valors dels parametres bioquimics, carbohidrats extractables i carbohidrats
totals i de les activitats enzimatiques B-glucosidasa i p-galactosidasa, en els
soOls naturals de Catalunya estudiats, sén similars als d’altres sols naturals de
zones de clima mediterrani.

Els valors de carbohidrats extractables i carbohidrats totals i de les activitats
enzimatiques B-glucosidasa i p-galactosidasa en els sols naturals de Catalunya
estudiats estan altament correlacionats i presenten una variabilitat que és molt
dependent del contingut de materia organica del sol. D’entre les activitats
enzimatiques, l'activitat p-glucosidasa és la més dependent del contingut total
de materia organica i I'activitat proteolitica de BAA la que menys.

Certes caracteristiques dels sols naturals com el tipus de sol, de vegetacio o de
roca mare condicionen algunes propietats bioquimiques de la materia organica.
Els parametres que han resultat ser més Uutils per a la diferenciacié entre els
sOls naturals han estat el contingut en carbohidrats extractables i I'activitat B-
glucosidasa, aixi com els seus respectius valors relatius al contingut en carboni
organic.

Les diferéncies en les activitats enzimatiques entre els sols naturals detectades
per un mostreig minven quan es consideren els mostreigs en anys consecutius.
Les diferéncies entre els sols naturals en funcioé de les activitats p-glucosidasa i
B-galactosidasa també es pot esbrinar si aquestes activitats enzimatiques es
determinen a partir de la mostra de sol assecada a l'aire.

117






Caracteritzacio Bioquimica de Mostres Sol-Fang
Procedents de L'experimentacio en Lisimetres i en

Parcel-les




Fotos: Experiéncia en parcel.les, El Puig i La Vallmitjana



4. Caracteritzacié Bioquimica de Mostres Sol-Fang: Antecedents

4 CARACTERITZACIO BIOQUIMICA DE MOSTRES SOL-
FANG PROCEDENTS DE L'EXPERIMENTACIO EN
LISIMETRES I EN PARCEL-LES

4.1 ANTECEDENTS: EFECTES DE L'APLICACIO DE FANGS DE DEPURADORA
SOBRE LA QUALITAT BIOQUIMICA DEL SOL

Tal com hem vist a la introduccid, en general podem dir que les activitats
enzimatiques del sol, aixi com |'activitat microbiana, augmenten amb I’aplicacié al sol
de residus organics com els fangs de depuradora degut a l'increment de MO i de la
disponibilitat de nutrients (Martens et al., 1992; Dick, 1994; Singh i Agrawal, 2008).
D’acord amb Nannipieri (1994), perd, hem de tenir present les puntualitzacions
seglients: i) l'increment de l'activitat dels enzims del sol es déna encara que els
materials continguin contaminants com metalls pesants o toxics organics en
concentracions inhibitories; ii) els resultats sén contradictoris en el sentit que |'efecte
en un enzim i en un sol no és el mateix en un altre sol, i iii) quan hi ha addicions
successives l'efecte ja no és tan acusat ja que les activitats o bé poden quedar
inhibides per mecanisme feed-back, o bé la preséncia d’enzims immobilitzats fa que
els microorganismes no necessitin sintetitzar més enzims. Les primeres experiéncies
respecte de la influéncia de l'aplicacié de fangs de depuradora sobre les activitats
enzimatiques del sol sén dels anys 80 (Frankerberger i Dick, 1983; Bonmati et al.,
1985). Actualment la bibliografia recull una gran diversitat d’experiéncies donada la
multiplicitat d’aplicacions al sol dels diferents tipus de materials rics en matéria
organica; aquests assaigs generen un ampli espectre de resultats sobre multiples
activitats enzimatiques i d'altres parametres bioguimics.

Per a confeccionar aquest apartat d’antecedents, el criteri de seleccié ha estat triar els
resultats d’experiéncies sobre |'‘efecte de I'aplicacié basicament de fangs de
depuradora, i també de compost de RSU, i sobre els parametres que sén del nostre
interés (activitats enzimatiques i carbohidrats) i dividim els resultats separadament
per experiéncies de proves in vitro i proves de camp. Indiquem per cada experiéncia la
dosi assajada i el periode controlat; val a dir que, en el repas bibliografic, hem
constatat que la dosi de material organic aplicat sovint no s’especifica amb unes
unitats prou clares, i aix0 ens ha impedit obtenir una visié prou acurada dels resultats.

4.1.1 Resultats de proves in vitro: experiéncies d’incubacions sol-fang en
condicions controlades

> Les primeres experiéncies in vitro sobre efectes de |'aplicacié de fangs posen un
especial émfasi en la incidéncia dels metalls pesants sobre els parametres
bioquimics

Bonmati et al. (1985) estudien l'efecte de fang aerobic i anaerdbic (dosi de I'l %,
equivalent a 50 t m.s/ha, i 112 dies) sobre les activitats enzimatiques ureasa i
fosfatasa. Comproven que la inhibicid per metalls, atribuida en estudis anteriors pels
dos enzims, queda emmascarada per |'aportacié de nutrients i MO. Conclouen que els
fangs son un bon material per augmentar el contingut en Ci N total i P extractable del
sol i, en el cas de fang anaerobic, el nivell de les activitats enzimatiques.
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Pel que fa a la influéncia dels fangs en l'activitat B-glucosidasa Eivazi i Zacaria (1993)
estudien, a escala reduida (1-10 % m.s=5-100 t/ha i 30 dies), l'efecte de I'augment
de la dosi de fang sobre aquesta activitat. Aquests autors treballen amb dos fangs de
composicié diferent, amb nivells alt i baix de metalls pesants i amb tres sols de
caracteristiques diferents. La inhibici6 de I'activitat s’observa a dosis baixes i,
depenent del sol i del fang, oscil-la entre 17 % i 66 %; és més alta pel fang que conté
més metalls i pel sol amb menys argila. A altes dosis s’incrementa |'activitat
enzimatica entre 1-4 vegades respecte del control i els valors maxims d‘activitat
s’assoleixen als 7 dies i pel sdol més ric en MO i argila. Els autors atribueixen
Iincrement a l'alta activitat microbiana en el fang, més que a |I'aport d’enzim, i afirmen
que quan s’apliquen altes quantitats de fang al sol el subministrament addicional de
nutrients i matéria organica del fang pot emmascarar l'efecte inhibidor dels metalls
pesants; a més a més, també consideren que un sol amb substancies humiques i alt
contingut d’argila i capacitat de bescanvi, pot representar un efecte protector en la
reduccid dels efectes adversos del metalls sobre I'activitat B-glucosidasa.

Moreno et al. (1999) fan un seguiment de barreges sol-fang (dos fangs anaerobis
compostats, dues dosis 20 i 80 Mg/ha i 120 dies) per avaluar l'efecte de les
concentracions diferents en Cd (2-815 mg/Kg). Controlen el C i C-soluble, 4 activitats
enzimatiques (B-glucosidasa, proteolitica-BAA, fosfatasa i ureasa) biomassa i
respiracié. En general, l'aplicacié de fang, independentment del nivell de Cd,
incrementa el C i les substancies humiques i acids fulvics del sol. L'efecte del Cd sobre
les activitats és diferent segons I’enzim considerat: la deshidrogenasa s’afecta
negativament, la B-glucosidasa i proteolitica-BAA sembla que no s’afectin i la ureasa i
fosfatasa son estimulades. L’activitat B-glucosidasa a dosis altes de fang és més alta
que el control fins al final de l'experiéncia i independent del nivell de Cd; a dosis
baixes |'efecte inhibidor del Cd es posa de manifest pel nivell alt de Cd i al final de
periode controlat. Per altra banda també es detecta que el Cd causa estimul (estrés)
en l'activitat microbiana ja que els valors de qCO, sén superiors als del control.

> Alhora trobem també a la bibliografia, experiéncies similars que es centren en la
cinética de mineralitzacié de residus amb diferent grau de maduresa de la matéria
organica aportada

Hattori i Mukai (1986) i Hattori (1988) es centren en el procés de mineralitzacid i el
relacionen amb la composici6 de la MO dels fangs. Estudien el procés de
descomposicié de la mateéria organica en barreges sol-fang amb cinc tipus de fang
(dosi 1-5 % m.s de fang i 60 dies). Controlen el procés de mineralitzacié del Ci del N,
diverses activitats enzimatiques i la poblacié microbiana. Pel que fa als resultats del
percentatge de mineralitzacié del C, oscil-la entre 20-44 % depenent del tipus de fang
i en la dosi alta és lleugerament superior; la mineralitzacié del N no varia tant entre
fangs i oscil-la entre 15-28 %. A través de |'estudi de correlacions afirmen que el
contingut en materia mineral i lignina del fang dificulta la seva descomposici6. La
mineralitzacié del N es correlaciona positivament amb les relacions proteina/MO i amb
N-organic/MO i negativament amb la relaci6 C/N del fang. La mineralitzacié arriba al
maxim als 3 dies i després baixa rapidament; durant la incubacié baixen les fraccions
majoritaries (proteina, lignina i lipids) i també hemicel-lulosa i creix la proporcié de
sucres solubles i cel-lulosa. Totes les activitats enzimatiques augmenten amb
I'aplicacié dels fangs i el grau d’increment depén de les caracteristiques del fang.
Afirmen que el rol de les activitats enzimatiques en la descomposicié de la MO dels
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fangs no queda clar excepte per l'activitat proteolitica que assoleix el maxim entre els
3-7 dies i decreix molt rapidament igual que la carrega bacteriana. Conclouen que els
bacteris que produeixen activitat proteolitica tenen un paper important en els primers
estadis de descomposicid i que es dona una successid ja que atribueixen als fongs un
paper més important en la descomposicié gradual en la segona fase, que assoleix un
maxim al cap de 2-3 setmanes i es manté estable.

Pascual et al. (1998) descriuen dues etapes per la respiracié d’'un sol amb incorporacio
de residus frescos (RSU i fang) i compostats, una inicial rapida i una segona lenta;
detecten més mineralitzacié en el cas dels materials frescos que en els dels madurs i a
I'augmentar la dosi.

Bernal et al. (1998) fan un seguiment d’‘incubacions amb diferents tipus de residus
organics (mostres procedents de cocompostatge, 3 de les quals amb fangs, dosi 48
t/ha i 70 dies) i alhora amb diferent fase del procés de compostatge: inicial,
termofilica, inici de maduracié i final de maduracié. Comproven que el % de
mineralitzacié baixa gradualment a l'‘augmentar la maduresa assolida en el
compostatge; els valors per les barreges amb residus que contenen fang fresc és 60-
70 % i per les barreges amb fang compostat 10-40 %.

Madején et al. (2001a) comproven que l'aplicacié d‘un residu amb MO poc estable
(compost de RSU, dosi 50 t/ha=2 % i 30 dies) tot i presentar problemes de
fitotoxicitat per la germinacid, provoca un elevat increment de les activitats
enzimatiques B-glucosidasa, ureasa, proteolitica de BAA i deshidrogenasa; aquest
increment és menor en el cas dels dos residus més estabilitzants (compost
agroforestal i fang de paperera). Els mateixos autors publiquen resultats d‘una
experiéncia similar (Madején et al., 2001b) allargant el temps d‘incubacié fins a 280
dies i amb dos sols de textura diferent. En el sol control tipus argilés el C disminueix al
voltant d'un 25 % i en les barreges entre 29 i 45 % i la mineralitzacié és major en les
barreges amb sol tipus arends. Pel que fa les activitats enzimatiques, en general
tendeixen a disminuir (una possible causa s’atribueix a la manca de vegetacid) encara
que acaba la incubaciéo amb valors de C i activitats superiors al control. Pel que fa a la
seva dinamica, descriuen un primer periode d’intensificacié de les activitats de 9
setmanes que depén del creixement de la biomassa i un segon periode de descens fins
a 40 setmanes. La correlacié entre les 4 activitats resulta ser alta i en general troben
correlacié entre les 4 activitats el C i el C-soluble en els dos periodes; aixi confirmen
que l'aport de residus organics promou l'activitat microbiana i I’activitat enzimatica.

Debosz et al. (2002) estudien la influéncia de les condicions ambientals i completen
I'estudi in vitro de laboratori amb contenidors a I'exterior. Estudien l'efecte de
I'aplicacié de compost (RSU a 17 t m.s/ha) i fang anaerobic (4,2 t m.s/ha i 330 dies) a
dosis molt baixes fixades com a dosis agricoles (limitades per I'aport de P). El disseny
experimental consta d’ incubacions tant a temperatura constant com a l'exterior en
condicions climatiques reals i alhora també avaluen el mateix en proves de camp on
s’han aplicat els mateixos residus en les mateixes dosis durant 3 anys. Sobre
I’evolucié conclouen que durant les primeres setmanes es veuen els efectes de
I’'aplicacid, perd aquests son transitoris i a llarg termini no hi ha conseqliéncies sobre
les propietats fisiques ni microbiologiques del sol. Aixi, I'activitat B-glucosidasa al llarg
dels mesos d’incubacié (a T controlada) amb el fang és alta inicialment i decreix amb
el temps i en el compost és més estable; en el cas de I'evolucié de l'activitat en
condicions climatiques reals no es veu una gran diferéncia per l'efecte de la variacio
estacional (excepte baixada final degut a I’'hivern). Respecte de I'evolucié del contingut
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en carbohidrats solubles en aigua calenta no observen canvis amb el temps
d’incubacié excepte un pic als dos mesos en el cas del fang.

> Paral-lelament trobem experiéncies que aporten resultats referents a la influéncia
de I'aplicacié del residu sobre el contingut en carbohidrats incidint en les propietats
fisiques

Metzger et al. (1987) i Kinsbursky et al. (1989) estudien |'efecte de |'aplicacié de fang
sobre el contingut d’agregats estables i el contingut en CHT i CH-solubles en aigua en
barreges sol-fang (dosi 5 % m.s i 54 dies). Detecten una primera fase de formacio
d’agregats que relacionen amb un increment del contingut en CH-solubles en aigua
gue va associada a un increment de la poblacid microbiana i elevat despreniment de
CO,. La segona fase és d’estabilitzacié i al final les barreges presenten un valor
d’'agregats estables superior al control. Troben que el contingut d‘agregats estables
esta més relacionat amb la fraccié de CH-solubles que amb el de CHT i consideren que
els carbohidrats de les barreges poden ser del propi fang o bé productes de I'activitat
microbiana que promou l'addicié de fang. Pel que fa a les fluctuacions en el contingut
en CH-solubles apunten que i) inicialment és important el paper dels polisacarids dels
fongs i després els bacteris estarien més involucrats en la degradacio, resintesi i
redeposicié dels polisacarids originals, i ii) una porcié dels polisacarids queden
protegits de la degradacié microbiana en formar complexos amb els cations metal:lics
0 per quedar ocluits en els microporus inaccessibles als microorganismes. A partir dels
resultats de correlacions els autors suggereixen que els carbohidrats provinents dels
fongs tenen un paper important en la formacié dels agregats estables solubles en
aigua.

En un disseny molt semblant a I'anterior Roldan, et al. (1994) incuben barreges sol i
RSU (fresc, dosis 2,4 % i 4,8 % i 67 dies) i de forma similar també afirmen que si bé
els carbohidrats del residu milloren |'estat d'agregaciéo de les particules de forma
immediata, el manteniment o creixement dels agregats estables depén de la carrega
microbiana i en particular de la proliferacié dels micelis dels fongs.

Pascual et al. (1999) descriuen la dinamica de la MO (C , acids humics i falvics, C-
soluble, CHT i CH-solubles, proteina soluble i compostos fenolics) en un assaig de
recuperacio d’'un sol de zona arida. En aquest cas, la incubacié és de sol amb fang
aerobic, amb RSU i amb compost fet de barreja dels dos; la dosi es calcula per arribar
al 2 % de MO i la durada és de 365 dies. Detecten que amb els residus frescos la
millora és més espectacular que amb el compost, perd també ho és |la davallada de les
diferents fraccions. Per les barreges sol-fang el contingut en CHT és superior al control
i es manté constant al llarg de la incubacido i ho atribueixen al seu origen microbia
(associat a una mineralitzacid més dificil). Inicialment el contingut en CH-solubles
nomeés és superior al control en les barreges de dosi alta. Amb el temps, per la dosi
baixa s‘observa un increment en CH-solubles i en canvi per la dosi alta decreix el
contingut fins als 30 dies i després augmenta. Els autors interpreten la diferent
evolucié considerant que a dosi alta inicialment predomina la mineralitzacié a la
humificacid i després es formen compostos més complexos i per la dosi baixa hi ha un
major equilibri entre els dos processos ja que s’ha incorporat menys MO facilment
degradable i I'activitat microbiana és menys destacada. Al final el contingut en CH-
solubles sempre és superior al control i per tant indica que l'activitat microbiana ha
estat revitalitzada. La proteina soluble es veu incrementada des de l'inici i per tots els
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tractaments, decreix amb el temps i al final segueix sent superior al control en tots els
casos.

Per ultim, els autors Garcia-Orenes, et al. (2005) comproven que els fangs milloren les
propietats fisiques -l'estabilitat dels agregats i la densitat aparent- en dos tipus de sols
degradats (un amb problemes de salinitzacid). L'experiéncia consta d’incubacions sol-
fang (tres dosis entre 3-5 % fang m.s i 2 anys) amb 3 addicions successives de fang
en contenidors en hivernacle i amb cultiu de tomaquet. Amb el temps detecten valors
creixents de C i també de CHT; al final I'increment en CHT és superior al de C i ho
relacionen amb el real¢ de I'activitat microbiana pel fang afegit.

> Els treballs d’especial rellevancia sén els de Serra-Wittling et al. (1995), Saviozzi
et al. (2002) i Pascual et al. (2002) ja que determinen les activitats enzimatiques
en les barreges sol-residu i també en els residus. En aquests treballs s’estudia
I'additivitat de l’activitat enzimatica comparant |'activitat teorica (tenint en
compte la composicié de la barreja i la suma de les activitats del sol més la del
residu) i I'activitat real (mesurada en la barreja sol-residu)

Serra-Wittling et al. (1995) incuben un sol amb tres tipus de compost de RSU (de 3 i 7
mesos de maduracié i vermicompost, en dues proporcions, 10 i 30 % i 189 dies) i
controlen 9 activitats enzimatiques (entre elles GLC, GAL i UR). Per estudiar |'efecte
additiu entre les activitats del sol i del residu determinen les activitats en els residus
que també incuben paral-lelament a les barreges. L'experiéncia posa de manifest que
I'afegit del compost menys madur incrementa lactivitat del sol en els enzims
relacionats amb en cicle del C quan la dosi és alta i que el compost madur no té
efectes. Les activitats relacionades amb el cicle del N sén estimulades, pero els efectes
s6n meés transitoris. L'activitat proteasica decreix al llarg de la incubacio i I'activitat UR
sembla que disminueix i torna a créixer, pero al final, respecte del control, troben
diferéncies en la proteasa i no en l'activitat UR. Relacionen el pic en |'activitat UR amb
el moment en qué la mort de biomassa hagués pogut incrementar la proteina
disponible amb la posterior produccié d’enzims relacionats en el cicle del N.

Pel que fa a les activitats enzimatiques en els residus emprats troben valors que son
més alts que en el sol (excepte la UR que sén semblants) perd quan ho refereixen a C,
les activitats especifiques GLC/C, GAL/C i UR/C resulten ser inferiors en els residus
que en el sol. El compost menys madur presenta valors més alts que el madur,
excepte la proteasa, i la diferéncia és més notable en el sentit GLC>GAL>UR. El
comportament de les activitats entre sol i residu no és, en general, additiu. L'activitat
enzimatica mesurada en la barreja és inferior a la calculada i especialment per les
activitats GLC, GAL i N-acetil-B-glucosaminidasa i en el compost més jove. Els autors
relacionen aquest comportament amb [I'activitat dels enzims extracel-lulars.
Consideren que els enzims extracel-lulars del compost, encara que persisteixen al
estar protegits, tenen menys activitat i s’inactiven parcialment al ser afegits al sol.
També ho atribueixen a qué la barreja del sol amb el residu indueix canvis de pH,
salinitat i d'altres parametres que afecten la microflora del compost.

Els autors contrasten aquests resultats amb el comportament de I'activitat
deshidrogenasa, enzim estrictament endocelular i considerat com parametre indicatiu
de l'activitat microbiana global. Aixi I'activitat deshidrogenasa s’allunya del general
descrit ja que i) presenta alta correlaci6 amb la mineralitzacié del C; ii) l'activitat
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especifica és més alta en el residu que en el sol, i iii) segueix la pauta d’additivitat sol
més residu.

Saviozzi et al. (2002) per avaluar la capacitat dels residus d’incrementar i mantenir
I'activitat bioquimica dels sols, incuben dos residus molt diferents (fang de digestid
aerobica com a material poc madur i fems com a més estable, a dues dosis calculades
per assolir un 1 % i un 2 % de C organic i 60 dies) i mesuren les activitats
deshidrogenasa (com a intracel-lular) i casseinolitica (com a extracel-lular) a més de
biomassa i respiracid. Per la deshidrogenasa troben que inicialment l'activitat teorica
(calculada per additivitat sol + fang) és superior a la real (mesurada en la barreja sol-
fang), pero coincideixen al final. Per la casseinolitica hi ha additivitat en les barreges
sol-fem, perd per sol-fang l'activitat real és superior a la tedrica i ho justifica per
I'important aport de substrats nitrogenats disponibles que indueix la sintesi d’enzims.

Pascual et al. (2002) fan un estudi de l'activitat enzimatica amb més profunditat ja
gue determinen |'activitat ureasica i fosfatasica total i la dels enzims immobilitzats (en
extractes) en les barreges i en els residus aplicats. En aquest cas, la incubacid és de
sol amb fang aerdbic, amb RSU i amb compost fet de barreja dels dos; la dosi es
calcula per arribar 2 % MO i la durada és de 365 dies. Pel que fa a les dues activitats
en els residus troben la gradacié: fang>>RSU>compost i ho expliquen d’acord a la
correspondéncia entre un alt contingut microbia i un nivell de substrat capacg d’activar
la sintesi d’enzims. L'activitat dels enzims immobilitzats (que representa entre 0,1-0,6
% de la total) és també inferior en les mostres de compost. A linici les activitats
enzimatiques en els barreges mantenen la gradacié observada en els residus, pero
declinen i s’uniformitzen i al final encara sén superiors al control; observen, perd que
en el sol-compost el descens és sempre inferior. Respecte de |'evolucié de les
activitats dels enzims immobilitzats constaten que la persisténcia de les activitats
ureasica i fosfatasica és més alta en les barreges de compost que en les que han rebut
residu fresc i acaben sent superior a la del control. Conclouen que |'addicié de residus
organics augmenta l'activitat enzimatica del sol control i que per tant, contribueixen a
la regeneracié biogeoquimica del sol i reactiven el cicle dels nutrients N i P.

> Per ultim, agrupem els resultats d’estudis més recents que fan referéncia a
|'aplicacié de fangs amb els posttractaments d’assecatge térmic i de compostatge

Fernandez et al. (2007a) estudien la dinamica de mineralitzacié del C a través de la
mesura del CO, en mostres sol-fang incubades durant 60 dies i posen de manifest la
importancia del grau de degradabilitat del residu. Assagen dos fangs diferents: un
procedeix d'assecatge térmic (30 % C) amb aire calent i temperatura de 380-450°C i
I'altre és un fang procedent del compostatge (18 % C) de la barreja de tres fangs
diferents. Les barreges sén d’uns 100 g i el sol és tipus arends (0,7 % Ci 0,09 % N) i
la dosi és I'equivalent a 80 Mg/ha. Detecten que el maxim del despreniment de CO, té
lloc el primer dia i que les barreges amb fang compostat s’estabilitzen al cap de 7 dies
i les de fang térmic als 28 dies. Globalment la mineralitzacioé resulta analoga en les
barreges del fang compostat que en el sol control i és més alta (aprox. 5 cops la del
sol control) en les barreges que contenen fang térmic. Atribueixen el comportament
del fang compostat a |'‘aport de MO ja estabilitzada que compleix |‘objectiu
d'incrementar la MO del sol. Contrariament, la matéria organica del fang teérmic
comporta l'activacié de l'activitat dels microorganismes, que a més a més, pot tenir
efectes negatius a lI'incrementar la velocitat de mineralitzacié de la MO nativa del sol i

126




4. Caracteritzacié Bioquimica de Mostres Sol-Fang: Antecedents

induir condicions anaerobiques per l'alt consum d’oxigen derivat de la mineralitzacio
de grans quantitats de carboni no estabilitzat

Del mateix grup d’autors Pedra et al. (2007) estudien |'efecte de les propietats fisiques
de dos sols sobre la cinética de transformacio del C aportat per dos residus. Controlen
durant 28 dies el comportament de mostres incubades amb compost de RSU i fang de
digestié anaerobica (amb igual contingut del 25 % C , pero valor superior de N en el
fang 3,6 % N i 2, 2% N en el compost) amb dos sols de diferent textura (tipus argilos
1,1 % C i tipus sauld 0,7 % C) i dues dosis del 10 i 20 % de fang (equivalent a 30 i 60
T/ha) en barreges a microescala. Els resultats assenyalen: i) un valor maxim de
despreniment de CO, als dos dies amb estabilitzacié al final del periode controlat; ii)
una velocitat de mineralitzacié més baixa en el compost que en el fang i en el sol tipus
argilés que en el tipus arends, i iii) un nivell de MO dels sols que es manté o augmenta
durant el temps d’incubacid, excepte per la dosi alta de fang.

Més recentment, Sciubba et al. (2013) estudien el producte final del compostatge de
dos fangs (aerobic i anaerdbic) amb alta proporcié de residu de clofolla d‘arros i ho
comparen amb un compost convencional (RSU, fang i residus vegetals). Controlen
incubacions amb barreges (250 g) de dos sols (1,5 % de C i només es diferencien en
la textura), una proporcié 30 Mg/ha i durant 98 dies. El comportament del compost
provinent del fang aerobic (amb valors més alts d’activitat microbiana, activitats
enzimatiques i mineralitzacié del N) esta d’acord amb la menor estabilitzacié de la MO
aportada. En el procés de mineralitzacido del N, comproven la incidéncia del tipus de
fang i de sol; aixi és més lenta en el cas del fang aerobic (on apunten una probable
immobilitzacié de N) i en el sol tipus argilés. En cap cas observen efectes negatius en
els parametres de qualitat del sol estudiats i per tant conclouen que sén aptes per a la
seva aplicacid en agricultura.

Finalment destaquem les interessants aportacions del treball de Bastida et al. (2012)
on estudien els residus com a font d’enzims immobilitzats, partint de la caracteritzacio
enzimatica dels materials aplicats (fang i RSU, ambdds frescs i compostats) realitzats
per Moreno et al. (2007). Els autors plantegen com a la hipotesi de partida: el residu
compostat comportara una proporcio més alta d’activitat estabilitzada i tindra efectes
més perdurables que el residu fresc. De les diferents activitats mesurades comproven
gue la hipotesi només es compleix per I'enzim ureasa i ho relacionen amb qué el seu
alt pes molecular facilita el seu procés d’immobilitzacié. El disseny experimental
consta de la incubacié d’aquests quatre residus a microescala i a dosis molt baixes (10
i 20 % m.s) i 365 dies amb 8 mostreigs; determinen per sis enzims (GLC, BAA, UR,
deshidrogenasa, fosfatasa i difenoloxidasa) les activitats total i immobilitzades en les
barreges sol-residu.

L'aport de MO té un efecte positiu sobre la qualitat bioquimica del sol degradat i
influeix sobre els continguts en C, CH-solubles i BMC del sol al cap d‘un any; detecten
poca diferéncia entre les dues dosis aplicades, la qual cosa vol dir que el sol degradat
respon a baixos inputs de MO. En el sol control i en tots els tractaments detecten una
pérdua semblant de carboni organic que es situa entre un 20-25 %. Pel que fa als CH-
solubles hi ha un increment inicial (que és més acusat en les barreges amb materials
frescos) seguit d’una davallada -que és molt accentuada el primer mes i és més
acusada en les barreges amb els materials frescos que en les respectives de materials
compostats- i finalment una estabilitzacié. En el sol control la davallada en CH-
solubles és del 67 %, en sol-fang del 60-80 % i per sol-RSU del 70-95 %. Aquestes
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variacions contrasten amb la més lenta degradacio del carboni organic i indiquen que
hi ha més canvis en la fraccié més labil.

Pels 3 enzims hidrolitics (GLC, UR i deshidrogenasa) l|'activitat de les barreges amb
residu fresc és inicialment més alta que amb el respectiu material compostat, baixa
amb el temps i al final no hi ha diferéncies entre ells; els autors constaten aixi que en
I'aplicacié de materials compostats, els valors de les activitats enzimatiques s6n més
estables amb el temps. Per altra banda, I'expressié de les activitats com a activitats
especifiques permet veure si les diferéncies detectades provenen del nivell de MO o
son reals. Inicialment troben que no hi diferéncies en GLC/C ni en UR/C entre barreges
i control, pero al final les barreges tenen una activitat especifica UR/C superior al
control i per tant la MO ha guanyat activitat UR; en canvi per GLC/C sén semblants al
control (excepte pel fang dosi alta que és inferior) i no s’ha donat aquest enriquiment.

Per l'activitat UR comproven la hipotesi de partida ja que en les barreges amb residus
compostats l'activitat estabilitzada és més alta que amb els frescos i per tant els
efectes son més perdurables. Per |'activitat GLC, en canvi, destaquen la capacitat dels
enzims sintetitzats de nou a quedar estabilitzats. Concretament detecten pels fangs,
(sense tenir aquest residu més activitat GLC, ni total ni immobilitzada, que els RSU)
que l'activitat immobilitzada creix amb el temps i al final el percentatge d’activitat dels
d’enzims immobilitzats respecte a la total, en els sols que han rebut fang fresc, és la
més alta (25 %). Sostenen que la MO labil aportada estimula la sintesi d’enzims
hidrolitics i el seu alliberament al sol i que després, aquestes proteines poden quedar
atrapades en I'humus, donant lloc a valors superiors d‘activitat immobilitzada respecte
de les mostres del residu compostat.

4.1.2 Resultats de proves de camp: experimentacio en contenidors a
I’exterior o en parcel-les

Resumim en primer lloc les experiéncies amb dosi d’aplicacié agricola de fangs i
posteriorment les de I'ambit de restauracio de sols on l'aplicacié és generalment Unica
i a dosis més altes.

4.1.2.1 Experiéncies sobre aplicacio agricola de fangs

Una de les primeres experiéncies, a gran escala i a llarg termini, sobre la influencia de
I'adobat organic sobre les activitats enzimatiques és la descrita per Martens et al.
(1992). En aquesta prova de camp es fan quatre aportacions durant 2,5 anys (i 11
mostreigs) de diferents adobats organics (fang, fems i dos de material vegetal) i de
dosi 25 Mg/ha m.s i sense vegetacid. Les aportacions més interessant son I'evolucio
de les activitats amb un llarg periode de temps i també el fet d’incloure valors
d’activitats en els residus aplicats. L'activitat enzimatica (controlen 9 enzims) queda
incrementada, en mitjana, entre 2 i 4 cops respecte de |'activitat del sol control; ara
bé, aquest increment és molt acusat durant el primer any i molt inferior amb les
seglients aportacions. Suposen que l'estimulacid inicial pot ser conseqliéncia de la
preséncia de substancies que desencadenin en els organismes del sol la segregacié de
grans quantitats d’enzims; posteriorment un mecanisme feed-back aturaria aquest
procés ja que hi hauria recursos disponibles, és a dir que el procés de promocio i
supressié poden quedar balancejats i aixi arribar a un nivell constant d’activitat
enzimatica en el sol.

Respecte de la diferent resposta dels residus aportats en el sol, I'adobat amb restes
vegetals és el que més incrementa totes les activitats (excepte la ureasa) en

128



4. Caracteritzacié Bioquimica de Mostres Sol-Fang: Antecedents

comparacié al fang i fem. L'activitat B-glucosidasa queda especialment incrementada
a |’ inici i per I’ adobat vegetal a base de palla. Per la B-galactosidasa els nivells
d’activitat i d'increment son inferiors a |I” anterior enzim i les diferéncies respecte del
control (considerant la mitjana de tot el periode controlat) sén significatives excepte
pel fang. Respecte de la millora de les propietats fisiques del soOl relacionen la
disminucié de la densitat i l'augment de la capacitat d’infiltraci6 d‘aigua amb
Iincrement de les activitats relacionades amb el cicle del C (B-glucosidasa, B-
galactosidasa i N-acetil-B-glucosaminidasa).

Pel que fa a les activitats enzimatiques en els residus aplicats troben que per |'activitat
ureasica els valors sén semblats i en canvi les activitats B-glucosidasa i B-
galactosidasa entre els materials aportats sén molt diferents: en els residus vegetals
s6n molt més altes que en els fems i fang. Pel fang els valors de les activitats sén 1,2
pmol pNF/gh per GLC i 1,6 pymol pNF/gh per GAL i 46 umol N/gh per UR; en els
materials vegetals l'activitat GLC és uns 6 vegades més alta que |'activitat GAL, perd
en els altres residus els valors de les dues activitats son molt més semblants.

Saviozzi et al. (1999) també estudien els efectes a llarg termini, en aquest cas de
I'aplicacié repetida de fang de digestié aerdbia (5 t/ha m.s per any i durant 12 anys) i
fems (igual dosi i 40 anys) en rotacions de cereals prenent com a referéncia un sol
natural adjacent. Constaten que el cultiu comporta davallada en parametres
biogquimics i bioldgics del sol que no queda compensada per |'aport dels residus
organics i suggereixen l|'aplicacio de dosis més altes. Concretament, troben que el
contingut en MO, CHT i CH-solubles en els sols cultivats resulta ser inferior respecte
del sol natural i que és superior en I'adobat amb fems respecte de I'adobat amb fang,
fet atribuible a que la MO en aquest és més resistent a la mineralitzacié. L'abundancia
relativa, perd, de les fraccions de carbohidrats respecte al carboni és similar en els
tres tractaments indicant que les caracteristiques qualitatives de la MO sdn semblants.
Per |'activitat enzimatica ureasica descriuen valors inferiors pel tractament amb fangs i
ho atribueixen al possible efecte negatiu dels metalls pesants.

Les experiéncies de Albiach et al. (2000), Albiach et al. (2001a) i Albiach et al.
(2001b) posen de manifest els efectes diferencials i positius de |'aportacié de residus
en el nivell de MO i de carbohidrats i el realg de les propietats relacionades amb
I'activitat biologica. Aquests autors aporten resultats sobre biomassa, conjunt
d’activitats enzimatiques, continguts en carbohidrats i la seva relacié amb |’estabilitat
d’agregats en sols que han rebut repetides aportacions de diferents tipus de residus
organics (fems, fang aerobic i anaerobic i RSU) respecte d’altres productes comercials
o fertilitzacié mineral en cultius després de 5-10 anys.

Ros et al. (2006) aporten resultats sobre diferents materials compostats (fang, RSU,
fems i residus vegetals) en una aplicacié agricola amb fertilitzaci6 complementaria de
N mineral i durant 12 anys d’aplicacié. En aquests cas, les diferéncies s’avaluen tenint
en compte els efectes a diferents profunditats. Considerant només els resultats a 0-10
cm, trobem que els materials compostats incrementen els continguts de C i N total,
perd per biomassa microbiana i respiracié6 no hi ha diferéncia amb el control. El
compost de fangs és el material que més incrementa la MO i ho atribueixen a |'aport
del material lignocel-lulosic dificil de degradar que fa d'agent bulking. Les activitats
enzimatiques proteolitica de BAA i fosfatasica del sol on s’ha aplicat compost de fang
s6n més altes que el control i per les activitats UR i GLC no hi ha diferéncies
significatives amb el sol control. El valors més alts de |'activitat GLC es donen en el
tractament amb compost de fems i s’atribueix a la preséncia de palla.
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Els treballs de Fernandez et al. (2007b) i Fernandez et al. (2009) sén especialment
interessants pel que fa a aplicacié de fangs posttractats. Aquests autors estudien els
efectes de fang compostat i de fang procedent d’assecatge térmic amb contrast amb
fertilitzacié mineral en un cultiu de cereals. Apliquen dues dosis 20 i 80 t/ha m.s i
I'experiéncia permet veure els efectes residuals (d’'una sola aplicacid) i també els
efectes acumulatius (amb successives aplicacions) al cap de 1, 2 i 3 anys. Els fangs
aplicats tenen un contingut molt diferent de MO (18,1 % C el compostat i 29,6 % el
térmic) i corresponen als de |'experiéncia in vitro de Fernandez et al. (2007a).
Controlen els valors de C, C-extractable, acids humics i acids fulvics i les activitats
enzimatiques catalasa, deshidrogenasa i ureasa.

Els resultats de |'efecte residual al cap d’un any indiguen que només les dosis altes
presenten contingut en C superior al control i al cap de tres anys només es déna pel
fang termic dosi alta. Aquests efectes residuals més importants en el fang térmic els
atribueixen a la resisténcia fisica a la descomposicié que presenten els pellets. No es
troben diferéncies en el grau d’humificacié de la MO de les parcel-les que han rebut els
dos tipus de fang. Constaten que els dos tipus de fangs milloren del nivell de MO i de
la fraccido humificada , pero que el fang compostat és més eficient ja que la quantitat
de MO aportada pel fang térmic és inicialment superior, presenta un percentatge de
mineralitzacié més alt i per tant aportant més MO contribueix menys a I'augment de la
MO del sol final. Pel que fa als efectes residuals en I'activitat enzimatica UR destaquem
que el tractament amb fang térmic i la dosi alta dona valors significativament més alts
gue els altres i que el control i ho relacionen amb I'alt contingut de N organic. Pel que
fa a la dosi, els autors afirmen que és millor la resposta d’'una Unica aplicacié
especialment del compostat, ja que la dosi acumulativa i les altes sembla que siguin
perjudicials per a la fertilitat en baixar la produccié i la biomassa.

Per ultim, del mateix grup d’autors citem el treball de Franco-Otero et al. (2012) on,
també en un cultiu de cereals, comparen la fertilitzacié organica amb fang compostat i
fang assecat térmicament junt amb compost de RSU i fertilitzant mineral amb una
dosi de 30 t/ha m.s i al cap d'un any. Sobre la caracteritzacid dels materials
destaquem que el fang térmic presenta un contingut més alt de MO (26,8 % de Ci 4,2
% N organic) i de formes solubles de C, de carbohidrats i de proteina respecte del
fang compostat (13,2 % C i 2,1 % N organic). Els resultats indiquen que no hi ha
diferéncies en parametres microbiologics ni en els contingut dels components de la MO
(C, C-soluble, CH-solubles i proteina solubles) entre els diferents tractaments. Pel que
fa la a incidéncia del tractament del fang sobre les activitats enzimatiques, no troben
efectes sobre les activitats GLC i BAA i si en |'activitat UR i en la relacié UR/BMC que
s6n més altes amb el tractament fang térmic que amb el compostat.

4.1.2.2 Experiéncies sobre aplicacio de fangs en restauracio

En I'ambit de la restauracié de sols amb I'aplicacié de fangs, Sopper (1993) en estudis
amb sols de mineria, no detecta efectes adversos a pesar de la possible inhibicido que
podrien exercir els metalls pesants sobre |'activitat microbiana. A més, es déna un
rapid restabliment de la comunitat microbiana, que incrementa la descomposicié de la
MO, afavoreix el reciclatge de nutrients i per tant beneficia el creixement de la coberta
vegetal. En el mateix sentit, les experiéncies de Speir et al. (2003 i 2004) sobre la
recuperacio de sols de pastura amb I'aplicacié de fangs amb altes dosis 150 t/ha m.s i
després de 4 anys indiquen que es produeix un realc de la fertilitat del sol, de la
biomassa i l'activitat sense efectes adversos aparents atribuibles al metalls pesants.
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Sobre restauracié de sols abandonats de zona arida destaquem primer dos estudis del
mateix grup d’autors Ros et al. (2003) i Bastida et al. (2008b). Ros et al. (2003)
proposen la restauracié d'un terreny abandonat de zona semiarida amb una alta i
Unica dosi de fang (250 t/ha m.h) i de fang barrejat amb palla (6:1). Controlen
diferents variables i els efectes sobre la vegetacio i la resistencia a I'erosi6 al cap de 2
anys. Al principi detecten un gran increment de tots els parametres i amb el temps la
MO disminueix un 70%. Al final es segueix detectant |'efecte intensificador, respecte
del sol control, per C-soluble, biomassa, respiracio i les activitats UR, fosfatasa i GLC
(amb efecte intensificador de 2-5 i similar al del C). L'activitat GLC creix amb el temps
i ho atribueixen a la incorporacié continua de MO en el sol conseqiéncia de la
recuperacio de la coberta vegetal; I'activitat acaba sent més alta que amb I'aplicacid
de fang+palla, aplicacié que també resulta ser millor per la estabilitat dels agregats
degut als carbohidrats afegits pel material.

Bastida et al. (2008b) plantegen com a objectiu estudiar els efectes de residus de
diferent grau d’estabilitat (un mateix fang de digestid6 anaerobica deshidratat i
compostat amb palla (3:1) amb un contingut semblant en MO) amb dosis altes (de
120 t/ha) sobre la restauracié d'un sol degradat de zona semiarida amb poca
vegetacid. Controlen un mostreig estacional (primavera, estiu i tardor) durant 2 anys.
L'estudi és molt complert ja que determina a més la mida, I'activitat i I'estructura de la
comunitat microbiana.

Inicialment els valors de carboni organic sén pel control (CO) 1,3 % C, pel sol amb
fang deshidratat (D) 2,0 % C i pel sdl amb fang compostat (C) 2,5 % C. El contingut
de MO inicialment presenta un efecte intensificador de 1,6 i 1,9 pels fangs D i Ci amb
el temps es detecten poques variacions i mantenen les diferéncies inicials CO<D<C.
Pel C-soluble detecten més variacions i una davallada final, perd amb la mateixa
gradacié que el carboni. Pels CH-solubles també igual gradacié amb més oscil-lacions
amb I|'estacié i al final CO<D=C. Inicialment, l'activitat GLC presenta la mateixa
gradacio que el carboni i per l'activitat UR el sentit és contrari entre els dos fangs
(Unic parametre on D>C). Amb el temps, l'activitat UR té tendéncia a disminuir i
I'activitat GLC presenta valors maxims a la primavera; no sempre es manté la
diferéncia significativa entre fangs, perd sempre es mantenen valors significativament
superiors al control. Al final, troben diferéncies significatives entre control i els dos
fangs per ambdues activitats amb la gradacié CO<C<D.

Calculen les relacions UR/BMC i GLC/BMC (amb la mitjana de totes les dates) que
indica la produccié d’enzim per la biomassa i resulten ser inferiors en els sols on s’ha
aplicat el fang compostat; aquest resultat és coherent amb que el fang compostat
proporciona compostos més resistents que seran hidrolitzats més lentament i en canvi
el fang deshidratat té més compostos facilment metabolitzables per la comunitat
microbiana. De l'estudi de la poblacié microbiana dedueixen que els dos tractaments
comporten, amb el temps, el desenvolupament de diferents comunitats bacterianes.
Dels resultats de coberta vegetal dedueixen que no es detecten, amb el temps,
efectes fitotoxics deguts al fang i conclouen que els dos materials son valids per la
restauracié, perd que és millor el compost perqué sembla que a la llarga aporta
compostos de carboni més perdurables.

131



4. Caracteritzacié Bioquimica de Mostres Sol-Fang: Antecedents

Més concretament en experiéncies de recuperacié de sols procedents de canteres de
calcaria amb aplicacié de fangs en dosis Uniques destaquem els resultats dels estudis
del nostre grup de treball que s’'emmarquen en diversos projectes de recerca (Alcafiiz
et al., 2008).

Les primeres experiencies del grup sén les portades a terme a les canteres de Rubau
(Girona) i Lucas (Alcover). En el cas de |I'experiencia de Rubau es va aplicar fang de
digestié anaerobica dosis de 200 i 400 t/ha m.s (maxima segons metalls per
agricultura i una doble) que equivalen a 7,5 i 15 % (fang sec sobre terra fina) en
parcel-les de 100 m?, espessor de 40 cm i pendent de 22 % i fent sembra
posteriorment; dels dos sistemes d‘aplicacié assajats, farem esment al de barreja
prévia i no al d’aplicacié directa. El sol control tenia alt contingut en carbonats i era
pobre en MO (0,6 % C).

El posterior estudi en la cantera Lucas (Alcover) es va dissenyar amb |‘objectiu de
determinar la dosi de fang a partir de la qual I'increment en produccié vegetal deixa
de ser lineal respecte a la dosi (Ortiz, 1998) . A més a més va aportar resultats sobre
condicions climatiques i edafologiques diferents a la cantera anterior; el sol control
tenia més contingut en MO (1,2 % C), menys carbonats i condicions més arides. El
fang era de digestid anaerobica, les parcel-les de 25 m?, sense pendent, amb 30 cm
d’espessor, i es va fer també barreja prévia sol-fang i sembra. Els parametres
bioguimics només es van controlar en les dosis del 10 % i 20 % (semblants a Rubau) i
100% (evolucié el fang sense sol).

En les parcel-les de Rubau es va fer un seguiment durant 5 anys (1992-1997)
mitjancant 8 mostreigs. Inicialment els valors de carboni organic eren de 1,31 1,7 %
C i l'efecte intensificador de 2,2 i 2,8 per les dosi alta i baixa. En les parcel-les
d'Alcover amb valors de carboni organic inicials de 1,7 % i 2,0 % C (efecte
intensificador de 1,4 i 1,7 per les dosi baixa i alta) es va fer un seguiment durant 3
anys (1995-1998) amb 4 mostreigs. Al final del periode controlat, només en el cas de
Rubau les parcel-les que havien rebut fang presentaven uns valors significativament
superiors de MO al control, pero iguals per les dues dosis.

Respecte als resultats de les activitats enzimatiques aquests son especialment
interessants ja que suposen l'estudi a llarg termini (Bonmati et al., 2000). Es van
estudiar, en els dos casos, les activitats enzimatiques fosfatasica, ureasica,
casseinolitica i proteolitica de BAA (cicles del P i N) i la invertasica. Es detecta un clar
efecte intensificador inicial de totes les activitats excepte per la ureasica (en el cas de
Rubau) fet atribuible a la inhibici6 per altes concentracions d’amoni. L’activitat
casseinolitica va ser clarament la més augmentada (entre 4-8 vegades la del sol
control) i les altres de forma més similar (de l'ordre de 2 vegades). L'augment de
totes les activitats és més gran en augmentar la dosi de fang, encara que en Alcover,
pero, es detecten poques diferéncies entre dosis.

Pel que fa a l'evoluci6 amb el temps és destacable, per les mostres de Rubau, la
disminucié drastica de la casseinasa i la tendéncia a créixer de la proteolitica de BAA;
aquests resultats estan d’acord amb el fet que la primera esta associada a la MO
fresca i la segona al procés d’estabilitzaciéo de la MO (Bonmati, 1998). Després dels 5
anys es veu que el fang ha augmentat I'activitat enzimatica de les dues proteases
(casseinolitica i BAA) i la fosfatasa , pero si es treu la influéncia de la MO només queda
augmentada l'activitat especifica proteolitica de BAA/C i en canvi l'activitat UR/C és
inferior a les del sol control. De la dinamica conjunta de les activitats enzimatiques es
planteja com a hipodtesi del compotament de la MO un primer periode (especialment 4
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mesos) on predomina la mineralitzacié i després un procés d’estabilitzacié paral-lel a
la mineralitzaci6 MO aportada per les restes vegetals.

En les mostres d'Alcover, al final dels 3 anys totes les activitats (excepte la invertasa)
perduren, és a dir, les activitats del sol on s’havia aplicat fang sén superiors a la que
presenta el control i comparant les activitats especifiques, només per la fosfatasa es
pot dir que sigui degut a I'aport de MO. En aquest cas, les condicions climatiques fan
que l'evolucio de la MO sigui més lenta i, encara que sigui important la mineralitzacié
respecte de |'estabilitzacid, perdura per més temps l'efecte intensificador del fang.

La darrera experiencia del grup es va plantejar per avaluar l'efecte de tres fangs
assecats termicament i de tres fangs compostats procedents de diferents plantes de
Catalunya aplicats a sols residuals de cantera (residus d’extraccid i de trituracio).
L'assaig es fa en contenidors a l'exterior, la dosi aplicada és 80-140 t/ha m.h
(calculada per augmentar el contingut de C fins a un 2 %), s’aplica sembra i es
controla el periode de 13 mesos amb dos mostreigs (inici i final) d’acord amb I'Informe
del projecte (IQS-CREAF-ESAB, 2006). Sobre aquesta experiéncia, Marando et al.
(2011) i Marando, (2013) descriuen els resultats dels efectes de I'aplicacié dels fangs
posttractats sobre el contingut de C, C-extraible, CHT, CHE, les activitats GLC i GAL i
també els continguts de biomassa (BMC) i respiracio basal (RB). Destaca la millora en
les propietats fisico-quimiques i biologiques dels sols residuals i que d’acord als canvis
observats en BMC i RB, sembla que no hi ha efectes toxics importants. L'efecte del
fang disminueix més amb el temps en els parametres associats a la MO facilment
degradable (RB, BMC, C-extraible i CHE) i les activitats GLC i GAL augmenten per
efecte de la vegetacid. L'efecte de tipus de fang sobre els parametres estudiats, va ser
superior al del tipus de sol.

La millora inicial del nivell de C i N organic disminueix amb el temps, pero al final
segueix sent significativa respecte als controls. Els valors de disminucié de MO oscil-la
entre 0-50% depenent del fang, del sol i de la interaccié dels dos factors. Tot i que el
descens en MO va ser, en general, menys important en barreges amb fang compostat
es constata que el comportament dels fang depén no només del seu posttractament
sind també dels processos previs d'obtencié del fang i del tipus d’estabilitzacié
aplicada. Els que presenten la davallada més important de MO sén els fangs térmics i
el compostat de digestid aerdbica i es detecta resisténcia a la descomposicié del fang
termic en forma de pellets.

L'efecte intensificador (valor en la barreja respecte del valor en el control) és
inicialment molt alt per C-extraible i per CHE (3-36 i 3-16 respectivament) disminueix
amb el temps i al final (a excepcié d’'un cas) no s’‘observen diferéncies en els valors de
C-extraible i CHE entre tractaments. Per els CHT efecte intensificador és menys acusat
(2-5) i disminueix poc amb el temps. Els valors de I'activitat GLC inicialment sén 1-6
vegades la dels controls i 1-3 vegades al cap dels 13 mesos. Aquest parametre, pero,
presenta un comportament diferenciat en el cas d'un dels fangs (térmic, perd no
digerit) i posa de manifest la seva sensibilitat davant de la labilitat de la MO aportada;
en aquestes barreges, els valors de les activitats enzimatiques GLC i GAL sén molt
més altes (efecte intensificador inicial de 8-29) i son les Uniques que disminueixen
amb el temps.
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4.2 OBIECTIUS

Els objectius especifics d’aquest capitol deriven dels objectius generals B i C
(Capitol 1) i son:

1r. Quantificar l'efecte de |'aplicacié d‘un fang deshidratat i del mateix fang
sotmes a l'assecatge térmic i sotmés a compostatge, sobre els continguts en
carboni organic, carbohidrats totals i carbohidrats extractables i sobre I'activitat
enzimatica B-glucosidasa del sol.

2n. Relacionar els resultats anteriors amb els resultats de les activitats
enzimatiques proteolitica de BAA i ureasica.

3r. Esbrinar la influéncia dels posttractaments d’assecatge térmic i de
compostatge del fang deshidratat sobre el conjunt de parametres esmentats.

4t. Estudiar la incidéencia de la dosi i del tipus de sol sobre el comportament
dels fangs.

5e. Aprofundir en l'efecte dels fangs aplicats amb les determinacions del
Nitrogen aminoacidic i l'activitat enzimatica B-galactosidasa en les mostres
finals.

6e. Aprofundir en l'efecte dels fangs sobre les caracteristiques de |'activitat
enzimatica B-glucosidasa amb la determinacié de l'activitat enzimatica en els
fangs i I'estudi de I'additivitat sol+fang en les mostres inicials.

7¢e. Aprofundir en l'efecte dels fangs sobre les caracteristiques cinétiques i de
termoestabilitat de I'activitat enzimatica B-glucosidasa en les mostres finals.

8é. Situar els valors dels parametres bioquimics en les mostres finals en el rang
de valors obtinguts en I'estudi dels sols naturals.

4.3 MATERIAL I METODES

Les mostres amb les que hem treballat provenen de dues experiéncies que
s’emmarquen en el projecte Aprofitament de fang de depuradora i productes derivats,
fang compostat i fang assecat térmicament, en la recuperacio de terrenys degradats
(projecte ECOFANGS) que va rebre els ajuts CIRIT (Departament de Medi Ambient de
la Generalitat de Catalunya i Ministeri d’Educacié i Ciéncia) i que es va realitzar (1999-
2002) entre Il'Institut Quimic de Sarria (URL), el Centre de Recerca Ecologica i
Aplicacions Forestals (CREAF-UAB) i I'Escola Superior d’ Agricultura de Barcelona
(Consorci de I’ Escola Industrial de Barcelona CEIB i UPC).
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4.3.1 Experiéncia 1: experiéncia en lisimetres

4.3.1.1 Disseny experimental

En aquesta experiéncia s’estudia I'efecte d’un fang deshidratat, sense posttractament,
(D) i els seus fang derivats: el mateix fang sotmés a un posttractament d’assecatge
termic (T) o bé de compostatge (C), sobre dos sols (argilés A i sauld S) i a dues dosis
(alta H i baixa L). Es van preparar les barreges sol-fang, es van col-locar en lisimetres
de 10 L i es van mantenir en condicions controlades durant 9 mesos junt amb els sols
controls (COA, COS). La combinacio de factors estudiats dona 14 tractaments (Taula
4.1) i de cada tractament es van preparar tres repliques i es controlaren un total de
42 lisimetres.

L'efecte sobre el sol s’avalua amb dos sols procedents de pedreres i les dosis es
calculen tenint en compte que la barreja final assoleixi un valor del 3 % de MO (dosi
baixa) o un 6 % de MO (dosi alta). Les condicions de la incubacid van ser de 25°C i
d’humitat del 30 % de capacitat de camp. Els diferents mostreigs corresponen als 7,
67 i 267 dies.

Taula 4.1. Conjunt de tractaments de |'experiéncia en lisimetres i nomenclatura de les mostres.

Sol argilds (A) Barreges sol-fang Dosi baixa | Dosi alta
Fang deshidratat i assecat térmicament ATL ATH
Sol control
Fang deshidratat ADL ADH
COA
Fang deshidratat i compostat ACL ACH
Sol arenos (S) Barreges sol-fang Dosi baixa | Dosi alta
Fang deshidratat i assecat térmicament STL STH
Sol control
Fang deshidratat SDL SDH
Cos
Fang deshidratat i compostat SCL SCH

Figura 4.1 Experiéncia en lisimetres
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4.3.1.2

Els dos soOls emprats es diferencien especialment per les caracteristiques fisiques i
d’acord amb aquest criteri s'anomenen sol argilés (A) i sol sauld (S). El sol argilés és
un sol desenvolupat sobre calcaries i dolomites i procedent d’'una pedrera d’Alcover
(Alt Camp) i el sol saulé format sobre sauld i provinent d’una pedrera de Sant Fost de
Campcentelles (Vallés Occidental). Els parametres més importants d’aquest sols
d’acord als metodes de caracteritzacié emprats (Da, cilindre), CaCOs (calcimetria),
bases de canvi (fotometria) i fosfor (Olsen) es presenten a la Taula 4.2.

Materials

Taula 4.2. Caracteristiques dels sols utilitzats en I’'experiéncia en lisimetres (Tarrasén et al.,

2004).

Parametre Unitats Sol argilds (A) Sol sauld (S)
Densitat aparent gcm 3 1,28 1,67
Aigua saturacié g H,0 Kg™* 315,6 188,5

Sorra grossa g Kg* 119,1 722,2

Sorra fina g Kg* 192,8 47,5
Llims g Kg* 297,4 82,9
Argila g Kg* 385,7 156,5

Classe textural (ISSS) argilosa grossa franco-arenosa

pH (aigua, 1:2,5) 8,7 8,8
CE (25°C)(1:5) dSm! 0,23 0,21
CaCO; g Kg'sms 254,0 6,0
Na cmolc Kg? sms 0,158 nd
K cmolc Kg? sms nd nd

Ca cmolc Kg? sms 25,74 25,94

Mg cmolc Kg? sms 1,19 1,24

P (Olsen) mg Kg* sms 1,91 1,12

nd, no detectable; sms, sobre matéria seca

El fang deshidratat (D) procedia de I'EDAR de Blanes, el fang composat (C) va seguir
aquest posttractament a la mateixa estacié depuradora i el fang térmic (T) es va
obtenir traslladant el mateix lot de fang deshidratat de Blanes a I'EDAR de Banyoles on
es va sotmetre al posttractament d’assecatge térmic. L'EDAR de Blanes és una estacio
depuradora biologica i el fang es sotmés a un procés de digestié aerdbia i després
anaerdbia en un digestor a temperatura de 35 °C i durant un periode minim de 25
dies. El procés de deshidratacié es fa per centrifugacié. El compostatge d’aquest fang
deshidratat es va fer barrejant-lo amb estelles de pi en una relacié volumétrica 1:4,5,
en tunel de aireaci6 forcada, durant uns 15 dies i va arribar a temperatura maxima de
60 OC. El producte obtingut es va tamitzar i es va recuperar el 92 % de les estelles
(més de 10 mm) i es va deixar madurar a temperatura ambient uns 3 mesos. El
procés d’assecatge térmic a l'estacio de Banyoles es va fer en un cilindre amb pales
rotatories amb aire calent (temps de residéncia 15 minuts i T aproximada de 130 °C)
on perd al voltant del 90 % d’aigua i s'obté un material solid de textura granular. Les
caracteristiques dels tres tipus de fang s’indiquen en la Taula 4.3. D’acord a l'informe
final del projecte (IQS-CREAF-ESAB, 2002) indiquem la referéncia dels métodes de
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caracteritzacié dels fangs: pH i C.E (extracte aquds-mostra humida) i la resta de
parametres a partir de mostra assecada a 105 °C i tamisada 0,75 mm. MO
(calcinacié), C oxidable (Walkley-Black), N (Kjeldhal), fosfor (via seca i colorimetria
Bray), potassi (via seca i fotometria), metalls pesants (digesti6 amb aigua regia i
absorcié atomica). El grau d’estabilitat (% de la MO resistent a la hidrolisi amb H,SO4
70 % i calent respecte de la MO total), i el N no hidrolitzable (N organic del residu del
grau d’estabilitat) van ser realitzats d’acord al méetode descrit a Huerta et al. (2010).

Taula 4.3. Caracteristiques dels fangs utilitzats en I’experiéncia en lisimetres (Tarrasén et al.,
2010).

Parametre Unitats Fang deshidratat Fang Qeshidratat i Fang deshidratat
(D) assecat termicament (T) | i compostat (C)

CE (25°C)(1:5) dS m 1,80 5,28 5,84
pH (aigua, 1:2,5) 8,28 7,00 7,35
Densitat aparent gcm? 0,60 0,50 0,39
Matéria seca g Kg* 203 860 690
C-oxidable g Kg* 502 512 438
MO g Kg™ 669 675 643
Grau d’estabilitat g 100g™* 39,5 36,9 46,2
N-total g Kg* 46,6 44,5 33,6
N-no hidrolitzable g Kg* 10,4 10,9 14,2
P g Kg™ 18,9 17,8 15,5

K g Kg™ 0,7 0,8 1,3

Cu mg Kg! 749 744 777

Zn mg Kg™* 885 800 997

Cd mg Kg™! 3,6 3,6 3,7

Pb mg Kg™! 73 75 85

Ni mg Kg! 42 46 42

Cr mg Kg™* 50 88 51

Hg mg Kg™* 2,6 2,7 2,6

Resultats expressats sobre matéria seca

Les caracteristiques generals que més diferencien els tres fangs son el contingut de
matéria seca i la salinitat. El contingut en MO és molt similar, perd no les
caracteristiques d’aquesta, tal com indiquen els valors de grau d’estabilitat i Nitrogen
no hidrolitzable. El procés de compostatge del fang deshidratat ha representat una
pérdua en MO i un guany en estabilitzacié, pero insuficients ja que la MO estable
representa menys de la meitat (Huerta et al., 2010). Els tres fangs son aptes ser a ser
utilitzats en agricultura d'acord al RD 1310/1990 i la Directiva 86/278/EEC.

A partir de les caracteristiques dels fangs (continguts en matéria seca i mateéria
organica) es va calcular la quantitat de cadascun dels fangs que s’havia de barrejar
amb 40 Kg de sol (préviament garbellats per 5 mm) per omplir els diferents lisimetres
i assolir els nivells de matéria organica del 3 % per la dosi baixa (dosi L) i del 6 % per
a la dosi alta (dosi H). En la Taula 4.4 s’indiquen la quantitat de cada fang aportada
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per aquestes dues dosis. Les barreges van quedar constituides amb un 5 %-31 % de
fang humit. D’acord a la composicié de les barreges i a la riquesa en N organic dels
fangs, el N organic de les barreges va ser inicialment 0,30-0,15 % N depenent de la
dosi de fang aportada i sense considerar el N organic del sol.

Taula 4.4. Composicio de les barreges sol-fang de I'experiéncia en lisimetres (Tarrasén, 2004).

Fang Fang deshidratat i Fang
Dosi Criteri Unitats deshidratat assecat deshidratat i
(D) termicament (T) compostat (C)
kg fang humit
per 40 Kg de 8,9 2,2 2,8
i ai sol
Dosn(Salxa 3% MO -
kg fang humit
per 100 kg 18,0 5,0 6,0
barreja
kg fang humit
per 40 Kg de 17,9 4,4 5,5
Dosi alta sol
6% MO
(H) kg fang humit
per 100 kg 31,0 9,0 12,0
barreja
Proporcié de fang afegit
entre les dosis alta i 1,7 1,9 1,9
baixa (H/L)

4.3.2 Experiencia 2: experiéncia en parcel-les

4.3.2.1 Disseny experimental

Es van construir parcel-les experimentals de 100 m? per assajar |'aplicacié dels
mateixos tres fangs (deshidratat, térmic i compostat) de |'experiéncia anterior sobre
dos sols, formats sobre materials de diferent composicio, de dues arees molt properes
amb una sola dosi 10 Mg per ha (matéria seca) (aproximadament equivalent a 6 Mg
de MO de fang per ha) i durant un any. La ubicacié de I'experiéncia va ser al terme
municipal de Taradell (Osona) en dues zones, a El Puig (zona 1, margues) i al vessant
sud de la Serra de Vallmitjana (zona 2, sobre conglomerats-gresos) ambdues amb un
pendent mitja del 16 % (Figura 4.2). A la zona del Puig es va escollir un antic camp de
farratge abandonat de més de 20 anys en el que s’observaven evidents signes de
degradacio i en la zona de Vallmitjana un bosc en fase de regeneracié natural
arbustiva després d’un incendi (any 1983). El clima es pot catalogar com a
submediterrani amb un cert caracter continental, precipitacié anual d’'uns 750 mm i
temperatura mitjana anual de 12°C. L'any de l’'experiéncia va ser especialment sec i
de temperatures normals. Les dimensions de la primera zona només van permetre la
construccié de tres parcel-les per tractament i en la zona 2, més gran, es van fer cinc
répliques per a cada tractament; en total es controlaren 12 i 20, 32 parcel-les (Taula
4.5). Es realitzaren dos mostreigs, l'inicial (4 dies després de I'aplicacid) i el final (als
395 dies).
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Taula 4.5. Conjunt de tractaments de |'experiéncia en parcel.les i nomenclatura de les mostres.

Zona El Puig Barreges sol-fang
Sol textura franca (F) Fang deshidratat i assecat térmicament FT
Fang deshidratat FD
Sol control (FO)
Fang deshidratat i compostat FC
Zona Vallmitjana Barreges sol-fang
Sol textura franc-arenosa (Fr) Fang deshidratat i assecat térmicament FrT
Fang deshidratat FrD
Sol control (FrO)
Fang deshidratat i compostat FrC
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Figura 4.2 Experiéncia en parcel-les (Tarrason, 2004)
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4.3.2.2 Materials

Els sols de la zona experimental de El Puig s’han format sobre diposits al-luvials i
col-luvials de margues massives. El sol més desenvolupat de la zona de Vallmitjana es
format sobre gresos i conglomerats del Paleocé amb abundancia de coddols quarsitics.
Els parametres més importants d’aquest sols es presenten a la Taula 4.6. La diferéncia
més important que hi ha entre els dos sols és la textura, molt més fina en el sol del
Puig i en canvi a Vallmitjana en els horitzons superficials hi predominen les sorres.
També es pot diferenciar el sol del Puig per la presencia de carbonats i de carrega de
la calci intercanviable.

Taula 4.6. Caracteristiques dels sols utilitzats en I'experiéncia en parcel.les (Tarrasén, 2010).

Parametre unitats El Puig Vallmitjana
Sol franc (F) Sol franc arends (Fr)
Densitat aparent gcm 3 1,17 1,41
Sorra grossa g Kg 48,5 683,1
Sorra fina g Kg* 294,6 180,0
Llims g Kg 492,2 59,3
Argila g Kg 164,8 77,7
Classe textural (ISSS) Franca Franca arenosa
CaCO3 g Kg 274 nd
pH (aigua, 1:2,5) 8,05 7,10
CE (25°C)(1:5) dSm! 0,38 0,33
Na cmolc Kg™ 0,12 0,29
K cmolc Kg™? 0,43 0,40
Ca cmolc Kg™? 34,92 3,0
Mg cmolc Kg™ 3,43 1,7
CIC cmolc Kg™ 25,16 22,8

Resultats expressats sobre matéria seca

Els tres fangs aplicats sén de la mateixa procedéncia que la descrita en I’'experiéncia
anterior. A El Puig abans d’aplicar els fangs es va eliminar la vegetacié (principalment
matolls), i es va llaurar per eliminar la crosta superficial formada. A Vallmitjana es va
fer una desbrossada mecanica amb trituracié de les restes vegetals que quedaren
escampades en superficie. El fang deshidratat es va aplicar amb remolc de fems i la
seva distribucid va ser forga irregular donat el tipus de material. Els fangs compostat i
térmic s’aplicaren amb una abonadora i en aquest cas es va assolir una distribucio
uniforme. A partir de les dades dels fangs (contingut en matéria seca i de MO) es va
calcular la quantitat a aplicar de cadascun dels fangs per assolir un contingut de 6 Mg
MO hal. La dosi en matéria seca va ser de 10 Mg ha? i en matéria humida varen ser
de: 50 Mg ha™ de fang deshidratat, 11,3 Mg ha™ de fang térmic i 13,8 Mg ha! de fang
compostat. A la Taula 4.7 es presenten les quantitats de fang realment aplicades.
D’acord a les quantitats de fang aplicades, els aports de N organic van ser de 511, 574
i 440 Kg/ha respectivament per les parcel-les amb fang D, T i C. Immediatament
després de I'aplicacié dels fangs es va procedir a la sembra de tres tipus de llavors de

140



4. Caracteritzacié Bioquimica de Mostres Sol-Fang: Material i Métodes

graminies (Lolium perenne L., Dactylis glomerata L., i Fastuca arundinacea S.) amb
una densitat de 20 g m™? (equival a 200 Kg de mescla de llavors per ha).

Taula 4.7. Quantitats reals aplicades dels tres tipus de fang en l|'experiéncia en parcel.les
(Tarrason, 2004).

Fang deshidratat Fang deshidratat Fang deshidratat i
(D) i assecat termicament (T) compostat (C)
Pes de fang humit 54 15 19
(Mg de fang per ha)
Desviacié dosi teorica +4,0 +3,7 +5,2
(Mg de fang per ha)

D’acord a l'informe final del projecte (IQS-CREAF-ESAB, 2002) i d'altres publicacions
sobre la mateixa experiéncia (Mejia, 2005; Ojeda et al., 2008) coneixem d‘altres
caracteristiques dels fangs que complementen la seva caracteritzacid i que citem a
continuacio:

i. Els estudis microbiologics dels fangs varen indicar que el fang deshidratat
presenta una concentracido microbiana (bacteris i fongs) molt més alta que el
fang compostat i especialment que el fang termic.

ii. El fang deshidratat conté 14,7 % (g AA per 100 g fang sec) d’aminoacids
proteics i 2,3 % d’aminoacids lliures. L'assecatge térmic fa disminuir els
aminoacids lliures i manté el contingut en aminoacids proteics; en canvi el
compostatge disminueix els dos tipus i el contingut en aminoacids proteics
passa a ser del 7, 4%. Aquest continguts en aminoacids representen un 48 %,
53 % i 38 % de N proteic, respecte al N organic, pels fangs D, T i C
respectivament.

iii. Les proteines del fang deshidratat es degraden a peéptids en els
posttractaments especialment en el compostatge on les cadenes sén de menor
pes molecular. Aixi, si bé el contingut en N aminoacidic és inferior en el fang
compostat, el contingut en péptids dels fangs segueix la gradaciéo C>>T=D.

iv. Per pirdlisi-cromatografia de gasos els perfils sGn molt similars entre els fangs
deshidratat i térmic i en canvi hi ha baixa semblanca entre gnag deshidratat i
fang compostat.

V. La concentracio dels contaminants organics del fang deshidratat disminueix en
els processos de posttractament especialment en el compostatge.

vi. El contingut en CHT dels fang sén 296,3, 313,7 i 229,9 mg glucosa g* (m.s)
respectivament per D, T i C. Aquests valors representen un contingut relatiu de
carbohidrats totals respecte del carboni organic del 24, 25 i 21 % (g C-glucosa
100 g* C) respectivament per cadascun dels fangs D, T'i C.

A partir de les dades de caracteritzacié bioquimica de les barreges sol-fang de
I'informe final del projecte (IQS-CREAF-ESAB, 2002) també disposem dels valors
d’altres parametres bioquimics (activitats ureasica, proteolitica de BAA) que afegim
com a complement dels resultats del principals parametres bioquimics en els que hem
centrat el nostre estudi. La metodologia emprada per aquestes determinacions
bioquimiques és la mateixa que la utilitzada per sols naturals (capitol 3). Per |'activitat
ureasica es va seguir el metode de Tabatabai i Bremner (1972) modificat per
Nannipieri et al. (1978) i per l'activitat de BAA (N-a-benzoil-L-argininamida) es va
seguir el metode de per Ladd i Butler (1972) modificat per Bonmati et al. (1998).

141



4. Caracteritzacié Bioquimica de Mostres Sol-Fang: Material i Métodes

4.3.3 Meétodes d’analisi

En el cas de l'experiéncia 1, pel mostreig (excepte en el primer) es buidaven els
lisimetres i homogeneitzaven les barreges per afavorir la mescla del fang, sobretot el
deshidratat, amb el sol. Cada mostra composta de cada lisimetre i per cada temps de
mostreig s’analitza per separat i s'obtenen 3-4 répliques analitiques per parametre. A
causa de la confecci6 manual de les barreges sol-fang els valors dels primers
mostreigs presenten alta variabilitat entre lisimetres. Per aquest motiu els valors de
carboni inicials (mostreig 7 dies) de I’'experiéncia en lisimetres corresponen a mostres
compostes dels tres lisimetres d’'un mateix tractament.

En el cas de l'experiéncia 2 es van prendre mostres compostes (10 submostres amb
un cilindre de 5 x 20 cm) per cada parcel.la a l'inici i al final de I'experiéncia i,
analogament al cas anterior, s’obtenen resultats de 3-4 répliques analitiques per
parametre per cadascuna de les mostres.

En el cas de les mostres finals de les dues experiéncies, les variables activitat B-
galactosidasa i contingut en N aminoacidic es van determinar sobre mostres
compostes formades pels lisimetres (en el cas de l'experiéncia 1), o bé per les
parcel-les (en el cas de |'experiéncia 2), del mateix tractament.

Les mostres varen ser assecades a l‘aire durant una setmana, homogeneitzades i
garbellades per obtenir la fraccié de terra fina (<2 mm) i emmagatzemades a
temperatura ambient. Tots els resultats s’expressen sobre matéria seca.

Els protocols de les determinacions analitiques es resumeixen al capitol 5 i estan
descrits a l'annex. La determinacid del contingut en carboni organic es va fer per
combustid i es fruit del treball de la posada a punt que es descriu al capitol 5 de la
tesi. Per la determinacié de carboni organic es parteix de la terra fina molturada i
tamisada per sedas 0,250 mm. L'analisi dels aminoacids totals es va realitzar per
hidrolisi acida i posterior quantificacié dels aminoacids per HPLC d’acord al treball de
Mejia (2005). La determinacié del contingut en carbohidrats totals de les mostres de
sols es va fer a través de la doble hidrolisi amb acid sulfuric establerta a Cheshire
(1979) i en la determinacié de la fraccié de carbohidrats extractables és va fer servir
com a reactiu extractant el K,SO, 0,5 M seguint els estudis de Badalucco et al.
(1992); per a la quantificacié vam fer servir el métode colorimétric de I'antrona (Brink
et al., 1960). Les mesures de les activitats enzimatiques pB-glucosidasa i pB-
galactosidasa es basen en la determinacié colorimétrica del producte de la hidrolisi de
paranitrofenilglucosids (Tabatabai, 1982; Eivazi i Tabatabai, 1988). El protocol analitic
és fruit del treball de posada a punt que es descriu al capitol 5 de la tesi.

Per a la determinacid de les activitats p-glucosidasa i p-galactosidasa en les mostres
de fangs s’ha partit de la mostra assecada a l'aire i triturada. Per l|'assaig de
termoestabilitat de I'activitat p-glucosidasa s’ha seguit el criteri de Miller i Dick (1995)
determinant l'activitat en la mostra que s’ha sotmeés durant 2 hores a I'estufa a 85°C.
Per la determinacié de la Ky hem seguit el métode de Eivazi i Tabatabai (1988)
mesurant |'activitat pB-glucosidasa a les seglients concentracions de substrat: 1 mM, 2
mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM i 25 mM i transformacié de Lineweaver-Burk representant
la inversa de l'activitat en front de la inversa de la concentracié de substrat.
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4.3.4 Tractament estadistic de dades

Pel conjunt de mostres dels soOls controls i les barreges sol-fang de les dues
experiencies disposem d‘un conjunt de dades que dividim en dues categories:
variables principals (variables centrals de la tesi) i les altres variables (que formen
part de la caracteritzacié de les mostres) de la mateixa manera que hem fet pels sols
naturals (capitol 3).

Tots els tractaments de dades inclouen I'estudi de les variables anomenades directes o
absolutes (expressades per g de sol) assenyalades a la Taula 4.8 aixi com les
variables calculades. Les variables calculades sén:

e Variables relatives al contingut de MO del sol: valors corresponents a les
variables directes, perd expressades per g de carboni organic. Treballem amb
els continguts relatius en carbohidrats (CHE/C, CHT/C) i les activitats
enzimatiques especifiques (GLC/C, GAL/C, UR/C i BAA/C) (prenent com a valor
de C la mitjana de la mostra).

e Relacid entre les variables: valors derivats del quocient entre variables:
la relacio entre els dos tipus de carbohidrats (CHE/CHT) i els valors
corresponents a les activitats enzimatiques expressades per mg de N
aminoacidic (GLC/Naa, GAL/ Naa, UR/ Npa i BAA/Nas ).

Es van fer servir models lineals (ANOVA) per avaluar la influéncia dels diferents factors
controlats (fang, dosi i temps o dies de mostreig) i amb els lisimetres (o bé parcel-les)
com a factor encaixat, sobre les variables considerades, previa revisié dels
requeriments per un correcte Us del metode. Les dades van ser analitzades utilitzant
Statistics Analysis System software i el procediment GLM utilitzant el test de la
variancia (SAS, 1990). La comparacio de les mitjanes de les diferents variables es va
realitzar segons procediment de Tukey (nivell de significacié a=0,05). El métode
emprat per l'analisi i comparacié d'aquestes dades s’ha fet per cadascun dels sols de
forma independent i en el cas de I'experiéncia 1 es treu els valors dels sols control.

En la Taula 4.8 especifiquem les variables que s’han considerat per cadascuna de les
ANOVA per l'estudi dels factors fang i dosi, en I'experiéncia 1 o bé només el factor
fang, en el cas de I'experiéncia 2. El factor temps de mostreig s’estudia per a cada
tractament.

Per I'assaig de termoestabilitat es comparen les activitats B-glucosidasa de les mostres
escalfada i no escalfada amb el test de t de Student.

Per representar les caracteristiques bioquimiques de les barreges finals sol-fang es
construeixen els diagrames radials amb els valors de les variables estandarditzats
(Hofman et al., 2003; Miralles et al., 2007).
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Taula 4.8. Caracteristiques de I'analisi estadistica de I'’ANOVA per a les dues experiencies.

Variables
ANOVA
Principals Altres
No Factors Data C CHE CHT GLC GAL Naa UR | BAA
fang i dosi 7 dies X X X X X X

i
g 1A fang i dosi 67 dies X X X X X X
@
o} fang i dosi 267 dies X X X X X X
=3
L

1B fang i dosi 267 dies X X
. fang 4 dies X X X X X X
s 2A
(s} fang 295 dies X X X X X X
@
:L) 2B fang 295 dies X X
L

4.4 RESULTATS I DiscussiO
4.4.1 Experiéncia 1: experiéncia en lisimetres

4.4.1.1 Efectes globals
a. Valors i comportament de les variables

Presentem el global dels resultats de |I'experiencia en lisimetres separadament per a
les barreges sol-fang i pels sols controls ja que, donades les caracteristiques dels sols
controls i les dosis de fang aplicades, els valors dels parametres estudiats en ambdods
tipus de mostres sén molt diferents. La Taula 4.9 conté el resultat de I'estadistica
descriptiva, els valors de les mitjanes globals dels parametres per les barreges sol-
fang (considerant els dos sols, els tres fangs, les dues dosis i els tres temps de
mostreig) i les seves caracteristiques de dispersid. Els resultats de les mostres de sols
controls es presenten en les Taules 4.10i 4.11.

L'estadistica descriptiva dels resultats de les barreges sol-fang ens indica que els
parametres presenten diferent variabilitat. La variabilitat dels valors de carboni és la
més baixa, seqguida de CHT, CHE i GLC i de les activitats enzimatiques UR i BAA que
presenten una alta variabilitat. En general, la dispersiéo dels parametres relatius al
carboni és igual o superior a la del parametre absolut corresponent.

El raking de variabilitat detectat entre les variables sembla indicar que el conjunt de
factors estudiats (fang, sol i temps) tenen una especial incidéncia sobre les activitats
enzimatiques relacionades amb el cicle del N, ureasica i proteolitica de BAA. De la
variabilitat dels parametres absoluts respecte dels referits al contingut de carboni,
podem deduir que, en la dispersio global de les caracteristiques de les barreges,
preval el tipus de MO més que el seu contingut.

Marando (2013) en una experiéncia d‘aplicacié de sis fangs (assecats térmicament i
compostats) en contenidors amb dos sols i amb una sola dosi també troba major
dispersid per les activitats enzimatiques GLC i GAL que pels valors de C, CHT i CHE.
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Taula 4.9. Mitjana global, rang i dispersio (de les mitjanes dels valors de tots els tractaments i
temps) per les mostres de barreges sol-fang de I'experiéncia en lisimetres.

Unitats Mitjana *+ d.e Minim Maxim Max/Min CV(%)

C g 100 g* 2,48+0,89 0,88 4,45 5,0 36

CHE 0,272+0,137 0,077 0,664 8,6 50
mg glucosa g*

CHT 2,893+1,303 0,983 6,583 6,7 45

CHE/CHT g 100 g™ 9,8%3,5 3,4 17,3 5,1 35

GLC pumol pNF gth? 0,245+0,144 0,066 0,799 12,1 59

UR 1,96+1,67 0,52 7,07 13,5 85
umol N gt ht

BAA 0,97+1,16 0,06 4,25 77,3 119

CHE/C 0,51+0,42 0,19 2,77 14,7 83

g C-glucosa 100 g* C

CHT/C 5,19+3,00 2,18 21,26 9,8 58

GLC/C pmol pNF g C ht 11,14£7,99 3,86 50,97 13,2 72

UR/C 86,3£69,3 22,8 347,5 15,2 80
pmol N g*C h?

BAA/C 37,47+36,95 3,39 153,0 45,1 99

d.e, desviaci6 estandard; CV, coeficient de variacio

Taula 4.10. Valors (mitjana * desviacidé estandard) dels parametres per el sol control argilds
(COA) de I'experiéncia en lisimetres.

g 100 g* mg glucosa g* umol pNF gt h? pmol N g* ht

7 1,000+0,018 | 0,042+0,010 | 0,717+0,062 0,090+0,006 0,351+0,081 | 0,558+0,067

67 0,702+0,238 | 0,060+0,013 | 0,846+0,080 0,124+0,010 0,357+0,030 | 0,264+0,027

267 | 0,856+0,089 | 0,096+0,016 | 1,267+0,278 | 0,110+0,009 0,389+0,103 | 0,180+0,063

CHE/CHT CHE/C CHT/C :7.V.V/ o
g 100g* g C-glucosa 100 g* C umol pNF g C h't pumol N g*Ch?
7 5,8+1,3 0,17+0,04 2,87+0,25 8,98+0,58 35,1+8,1 55,8+6,7
67 7,2%1,8 0,36+0,13 5,10+1,38 17,91+3,98 53,3+11,3 39,3£12,7
267 7,9%2,5 0,45+0,09 5,95+1,32 12,84%1,23 45,9+13,4 21,38,2

Taula 4.11. Valors (mitjana i desviacié estandard) dels parametres per el sol control sauld
(COS) de I'experiéncia en lisimetres.

Dies C CHE ‘ CHT GLC BAA UR ‘
g 100 g* mg glucosa g* pmol pNF gt h? pumol N gt ht
7 0,163+0,010 <0,1 <1 < 0,02 <0,2 <0,2
67 | 0,146+0,005 <0,1 <1 <0,02 <0,2 <0,2
267 | 0,143%0,020 <0,1 <1 <0,02 <0,2 <0,2
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Ambdos sols controls presenten uns valors molt baixos dels parametres analitzats, i
molt especialment el sol saulé que presenta, per totes les variables bioquimiques,
valors inferiors al sol argilds i per sota del limit de deteccidé de les tecniques analitiques
emprades per a la seva determinacio. Les caracteristiques del sol control sauld seran
especialment indicades per posar de manifest les caracteristiques propies dels fangs i
per tant diferenciadores dels posttractaments.

Amb el temps d’incubacid, detectem un descens de carboni organic (en ambdds sols
controls el contingut en C disminueix un 12 %). En el sol control A es ddéna un
augment del contingut en CHE i CHT del sol aixi com de la seva proporcié sobre el
total de la MO i de la relacié CHE/CHT; les activitats enzimatiques es mantenen durant
el periode controlat excepte |'activitat UR que presenta una davallada continuada amb
el temps.

Els sols controls emprats en |'‘experiéncia tenen les caracteristiques bioquimiques
associades als so0ls molt pobres en MO d’acord a la seva procedencia. El sol control
argilés és més semblant als sols emprats en d’altres experiéncies bibliografiques
similars amb sols degradats i en canvi el sol saulé s’acosta més al material afegit en
proves respirometriques (Huerta et al., 2010). El procés de mineralitzacié detectat en
els sols control esta d’acord amb I'augment dels valors de biomassa microbiana i de la
relaci6 C-microbia/C detectat per Tarrason (2004). Aquest autor constata que la
incubacio dels sols en condicions optimes de T i humitat afavoreix el desenvolupament
de la biomassa. Madejon et al. (2001b) en una experiéncia d’incubacié semblant
detecten pel sol control tipus argilés una major disminucié del carboni, al voltant d’'un
25 % en 280 dies. Bastida et al. (2012) troben pel sol control una important perdua
de carboni (al voltant del 30 % en 365 dies d’incubacid) indicant la capacitat de
degradacio de la MO estabilitzada d’un sol procedent d’'una regié semi-arida en les
condicions favorables de la incubacié.

Els resultats del valor de F de la ANOVA 1A (ANOVA de dos factors fang i dosi
amb interaccid, per a cada temps) es presenten en la Taula 4.12. D’acord amb els
objectius la caracteritzacié de les barreges dels 267 dies s’ha complementat amb les
determinacions de l'activitat B-galactosidasa (GAL) i el contingut en N aminoacidic
(Naa) que alhora ha permés determinar també el quocients entre les activitats i el N
aminoacidic. Els resultats del valor de F del tractament de dades ANOVA 1B
(ANOVA de dos factors fang i dosi amb interaccid) per aquestes variables es presenten
en la Taula 4.13. A partir dels resultats de I'ANOVA 1A podem resumir com a
tendéncies més destacables:

i. A l'inici, totes les variables, a excepcié de |'activitat UR, presenten efecte fang
i dosi en ambdds sols.

ii. Tant a l'inici com al final, les variables directament relacionades amb |'aport de
MO (C i CHT i CHE) presenten |'efecte fang, dosi i interacci6 més acusat que les
activitats enzimatiques en ambdods sols.

iii. Al final, totes les variables, a excepcio de l'activitat BAA, segueixen presentant
efecte fang i dosi en ambdos sols.

iv. Les variables relatives a carboni més diferenciadores de les barreges sén a
I'inici BAA/C i CHT/C (en el sol A) i GLC/C i CHE/C (en el sol S).

V. Les variables relatives més diferenciadores de les barreges al final sén CHE/C,
CHE/CHT i I'activitat especifica GLC/C en ambdds sols.

vi. Les variables relatives al carboni no presenten efecte dosi, inicialment, pero si
amb el temps i especialment en el sol A.
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Taula 4.12. Resultats de 'ANOVA 1A per a lI'experiéncia en lisimetres: valors de F pels factors
fang (F), dosi (D) i interaccié fang-dosi (F x D).

Dies | Factor Variable Dies | Factor Variable
C CHE CHT C CHE CHT
F - 45,57 | 74,5 F - 108,0™" 12,6
D - 70,97 | 114,77 D - 165,22 | 110,2™
FxD - 11,47 | 20,77 FxD - 4,17 ns
GLC BAA UR GLC BAA UR
7 F 22,27 | 2527 ns 7 F 22,8 ns ns
D 6,5" 35,77 ns D 24,0 11,9 ns
FxD ns ns ns FxD 4,7 ns ns
CHE/CHT | CHE/C CHT/C CHE/CHT | CHE/C CHT/C
F 6,4" 21,0™ | 50,77 F 18,8™"" 60,2 17,17
D 8,7" ns ns D ns ns ns
FxD ns ns 7,3 FxD ns 4,1% ns
GLC/C BAA/C UR/C GLC/C BAA/C UR/C
F 12,3% 26,9 4,3 F 35,9™ 57" ns
D ns ns ns D 14,4%* ns 9,1"
FxD ns 14,6 ns FxD 18,0%* ns ns
Dies | Factor Variable Dies | Factor Variable
C CHE CHT C CHE CHT
F 35,8 30,97 | 148,6™ F 7,6" 88,7""" 73,6
D 217,17 | 76,57 | 170,44 D 102,5™ 64,47 161,6™"
Fx D 56" ns 9,4™ FxD ns ns 10,77
GLC BAA UR GLC BAA UR
F 20,6™" 14,27 | 119,2™ F 23,3 ns 43,07
D 16,4 32,6"" | 133,9™ D 442" 11,47 ns
67 | FxD ns 11,87 | 16,47 67 ["FxD ns ns 4,7
CHE/CHT | CHE/C CHT/C CHE/CHT | CHE/C CHT/C
F ns 17,2 | 24,8 F 49,9™ 30,77 13,6
D 7,22" 52" ns D 24,3" 13,3% ns
FxD ns ns ns FxD 13,6™ ns ns
GLC/C BAA/C UR/C GLC/C BAA/C UR/C
F 6,7" 18,2 | 157,3™ F ns ns 69,3
D 8,1 19,6™ | 24,9 D 10,0"" ns 58,1
FxD ns 12,3™ 4,6" FxD ns ns 23,87
I =
Dies | Factor Variable Dies | Factor Variable
C CHE CHT C CHE CHT
F 26,1 34,2 | 350 F 36,37 169,1™" | 63,6
D 70,0 63,7 | 277,14 D 187,17 | 139,2™ | 213,4™"
FxD ns ns 16,24™" FxD 4,2" 51,8 5,97
GLC BAA UR GLC BAA UR
F 14,47 ns 14,5 F 26,4 ns 4,17
D 6,9" 15,7"" 26,5 D 19,3 ns 53"
267 | FXD ns 4,37 21,6 | 267 | FxD ns ns 6,2
CHE/CHT | CHE/C CHT/C CHE/CHT | CHE/C CHT/C
F 90,3™" 66,3 ns F 28,2"" 20,4 ns
D 17,4™ ns 35,57 D ns ns 5,5
FxD 39,8" 15,9 5,5 FxD 29,77 8,3" 15,5
GLC/C BAA/C UR/C GLC/C BAA/C UR/C
F 31,47 4,7" 12,67 F 24,3 ns ns
D 84,07 35,7 11,47 D 9,6™ ns 40,4
FxD 14,9 8,1™ 23,5 FxD ns ns 7,3"

<0,05 "*<0,01 *™<0,001; ns no significatiu
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Taula 4.13. Resultats de I'’ANOVA 1B per a |'experiéncia en lisimetres: valors de F pels factors:
fang (F), dosi (D) i interaccié fang-dosi (F x D).

Sol A ‘ GAL ‘ GAL/C ‘ Nana GLC/Naa ‘ GAL/NAA‘ BAA/Nan UR/Ngaa
F ns ns 133,17 170,6™" 4,6" 7,57 ns
D 14,4™ ns 255,77 442,22 ns 98,3™" ns
FxD ns ns 20,47 50,2 ns 15,5 32,17

F 15,77 21,57 187,2™" 791,0" 33,97 3,7 13,7
D 29,2"" ns 237,3"" 442,2" 8,3" ns 97,2™"
FxD 9,9"" 11,2™ 22,9 50,2""" 12,8 7,77 6,3"

*kk

*<0,05 "<0,01 ™*<0,001; ns no significatiu

D’acord als resultats de I'’ANOVA 1B, la nova variable N aminoacidic, junt amb la
variable calculada GLC/Naa, destaquen per ser les de maxim poder discriminant de les
barreges finals en ambdos sols.

La capacitat diferenciadora de les variables (assenyalada en el punt ii) és
coherent amb la major dependéncia dels parametres directament relacionats amb el
contingut de MO que no pas de les activitats enzimatiques. Si traiem la influéncia de la
quantitat de MO aportada pels fangs, i considerem les variables relatives a carboni
(punt iv) la diferenciacid6 de les barreges a l'inici esta relacionada amb el diferent
contingut en péptids, carrega microbiana i labilitat que diferencia els fangs (descrita a
I'apartat de materials). D'acord al que hem assenyalat (punts i, iii), el comportament
de l'activitat UR és indicatiu d’'una possible inhibicid inicial i la minva de la capacitat
diferenciadora de I'activitat proteolitica de BAA és coherent amb la previsible
progressiva hidrolisi del material peptidic aportat pel fang. Del comportament de les
variables també poden entreveure que la MO aportada pels diferents fangs i dosis
comporta al final del periode d’incubacié una MO restant en les barreges de diferent
grau de maduresa i molt especialment amb diferent contingut en N aminoacidic i, en
conseqliéncia, també de GLC/Naa 0 sigui de la preséncia de proteina enzimaticament
activa (pel que fa a la hidrolisi de carbohidrats) en la MO que resta als 267 dies.

b. Efecte fang i canvis dels parametres amb el temps d’incubacié

Els resultats de la separacio de mitjanes d’acord a ANOVA 1A es presenten en les
Taules 4.14, 4.15, 4.16 i 4.17 on incloem els valors de les mitjanes dels diferents
parametres per a les barreges sol-fang per a cada temps indicant les diferéncies
significatives degudes a al fang i a la dosi. Analogament presentem en les Taules 4.18
i 4.19 els resultats de la caracteritzacid complementaria de les barreges i del sols
controls als 267 dies (amb l'activitat B-galactosidasa (GAL) i el contingut en N
aminoacidic (Naa) i els quocients entre les activitats i el N aminoacidic) d’acord a la
ANOVA 1B.
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Taula 4.14. Resultats del contingut en carboni organic (g 100 g!), carbohidrats totals i
extractables (mg glucosa g!) i de les relacions CHE/CHT (g 100 g!), CHE/C i CHT/C
(g C-glucosa 100 g'IC) en les barreges de I'experiéncia en lisimetres corresponents al sol argilos
pels 7, 67 i 267 dies de mostreig.

Carboni organic

Carbohidrats extractables

Carbohidrats totals

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 2,364CV 4,449Aa 0,215Ab 0,498Aa 3,109Ab 5,340A
Barreja A-D 2,452Ab 3,831Ba 0,115Aa 0,204Ba 2,141Bb 3,812B
Barreja A-C 2,397Bb 3,451Ca 0,126ABa 0,226Ba 2,300Ba 2,699C

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 6,9Aa 9,3Aa 0,36Aa 0,45Aa 5,26Aa 4,80Aa
Barreja A-D 5,4Aa 5,4Ba 0,19Ba 0,21Ba 3,49Ba 3,98Ba
Barreja A-C 5,5Aa 8,5ABa 0,21ABa 0,26Ba 3,84Ba 3,13Ca

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 2,723Ab 3,798Aa 0,385Ab 0,664Aa 3,436Ab 5,218A
Barreja A-D 1,958Bb 3,355Ba 0,319Ab 0,539ABa 2,527Bb 3,889B
Barreja A-C 2,157Bb 2,948Ba 0,215Bb 0,363Ba 1,866CV 2,605C

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 11,2 Aa 12,7Aa 0,57ABa 0,70Aa 5,06Aa 5,50Aa
Barreja A-D 12,6 Aa 13,9 Aa 0,65Aa 0,64ABa 5,17Aa 4,64AB
Barreja A-C 11,6 Aa 13,9 Aa 0,40Ba 0,49Ba 3,51Ba 3,54Ba

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 2,836Ab 3,682Aa 0,229Ab 0,403Aa 3,623Ab 6,583A
Barreja A-D 1,854Bb 3,037Ba 0,299Aa 0,392ABa 2,315Bb 5,2988
Barreja A-C 2,103Bb 2,764Ba 0,132Bb 0,251Ba 3,233Ab 4,467B

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 6,13Ba 6,1ABa 0,32Ba 0,44ABa 5,12Ab 7,21Aa
Barreja A-D 12,9Aa 7,4Ab 0,64Aa 0,52Ab 4,99Ab 6,99Aa
Barreja A-C 4,1Ca 5,6Ba 0,25Ba 0,36Ba 6,16Aa 6,47Aa

Per cada parametre i data, valors dins d’'una mateixa columna seguits de la mateixa lletra majuscula indica
que no hi ha diferéncia significativa entre fangs a una mateixa dosi. Per cada parametre i data, valors dins
d’una mateixa fila seguits de la mateixa lletra minuUscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre
dosi per un mateix fang.
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Taula 4.15. Resultats del contingut en carboni organic (g 100 g!), carbohidrats totals i
extractables (mg glucosa g!) i de les relacions CHE/CHT (g 100 g!), CHE/C i CHT/C
(g C-glucosa 100 g-!C) en les barreges de I'experiéncia en lisimetres corresponents al sol sauld

pels 7, 67 i 267 dies de mostreig.

Dosi L H L H L H
Barreja S-T 1,882Bb 3,680Aa 0,278Ab 0,470Aa 1,684Ab 3,611Aa
Barreja S-D 1,432CV 2,682Ca 0,122Bb 0,232Ba 1,558Ab 3,022ABa
Barreja S-C 2,067Ab 3,657Ba 0,140Bb 0,287Ba 1,124Ab 2,387Ba

Dosi L H L H L H
Barreja S-T 16,8Aa 13,07Aa 0,611Aa 0,511Aa 3,696Aa 3,925Aa
Barreja S-D 8,3Ba 7,7Ba 0,341Ba 0,347Ba 4,353Aa 4,507Aa
Barreja S-C 12,3ABa 12,2Aa 0,270Ba 0,314Ba 2,175Ba 2,611Ba

Dosi L H L H L H
Barreja S-T 1,574Ab 3,105Aa 0,212Bb 0,275Ba 2,038Ab 3,569Aa
Barreja S-D 1,264Ab 2,590ABa 0,288Ab 0,426Aa 1,665Ab 3,478Aa
Barreja S-C 1,092Ab 2,319Ba 0,114CV 0,206Ba 1,015Bb 1,683Ba

Dosi L H L H L H
Barreja S-T 10,5Ba 7,7Bb 0,54Ba 0,35Ba 5,17Aa 4,60ABa
Barreja S-D 17,3Aa 12,3Ab 0,92Aa 0,66Aa 5,34Aa 5,40Aa
Barreja S-C 11,3Ba 12,2Aa 0,42Ba 0,37Ba 3,72Aa 3,03Ba

Dosi L H L H L H
Barreja S-T 1,402Ab 2,449Aa 0,161Ab 0,376Aa 1,930Ab 2,838Aa
Barreja S-D 1,187ABb 2,342Aa 0,186Ab 0,299Ba 2,017Ab 2,742Aa
Barreja S-C 0,886Bb 1,565Ba 0,086Ba 0,077Ca 0,983Bb 2,259Ba

W‘ CHE/CHT HE/C CHT/

Dosi L H L H L H
Barreja S-T 8,4Ab 13,3Aa 0,46Ba 0,62Aa 5,51ABa 4,64Aa
Barreja S-D 9,2Aa 10,9Aa 0,64Aa 0,51Aa 6,85Aa 4,70Ab
Barreja S-C 8,8Aa 3,4Bb 0,40Ba 0,19Ba 4,54Ba 5,80Aa

Per cada parametre i data, valors dins d’'una mateixa columna seguits de la mateixa lletra majuscula indica
que no hi ha diferéncia significativa entre fangs a una mateixa dosi. Per cada parametre i data, valors dins
d’'una mateixa fila seguits de la mateixa lletra minudscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre
dosi per un mateix fang.
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Taula 4.16. Resultats de les activitats B-glucosidasa (umol pNFg™ h'), ureasica i proteolitica
de BAA (umol N g h'!) i de les activitats especifiques GLC/C (umol pNF g* C h'1), UR/C i BAA/C
(umol N gt C h'!) en les barreges de I'experiéncia en lisimetres corresponents al sol argilds pels
dies 7, 67 i 267 de mostreig.

die 3-@ JH L ed - Protec a BAA

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 0,602Aa 0,812Aa 1,450Aa 2,000Aa 3,618Aa 4,276Aa
Barreja A-D 0,306ABa 0,459Ba 0,646Aa 0,885Aa 0,842Bb 2,561Ba
Barreja A-C 0,204Ba 0,292Ba 0,659Aa 1,541Aa 1,661Bb 3,882ABa

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 25,48Aa 18,26Aa 61,3Aa 44,9 Aa 153,0Aa 96,1Ab
Barreja A-D 12,49ABa 11,97Aa 26,4 Aa 23,1 Aa 34,3Ba 66,9Aa
Barreja A-C 8,53Ba 8,46Aa 27,5 Aa 44,6 Aa 69,3Ba 112,5Ab

b ale 3-@ 0 adasa ed - Proteo a BAA

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 0,310Aa 0,325ABa 1,460Ba 2,355Ca 0,201Ab 3,333Aa
Barreja A-D 0,254Ab 0,328Aa 3,480Ab 7,068Aa 1,036Aa 2,038Aa
Barreja A-C 0,177Ba 0,250Ba 1,313Bb 3,500Ba 0,144Aa 0,320Ba

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 11,42ABa 8,56Aa 53,7Ba 62,1Ca 7,2Bb 87,5Aa
Barreja A-D 13,00Aa 9,82Aa 178,1Aa 210,5Aa 53,1Aa 61,1Aa
Barreja A-C 8,30Ba 8,54Aa 61,3Bb 118,7Ba 6,6Ba 10,8Ba

b gdie 3-@ 0 dasa ed - Proteo a BAA

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 0,20Aa 0,23Aa 4,6Aa 3,9Ba 0,7Aa 0,6Aa
Barreja A-D 0,17Aa 0,20ABa 1,5Bb 6,90Aa 1,0Aa 0,3Ab
Barreja A-C 0,15Aa 0,16Ba 1,4Ba 2,7Ba 0,5Aa 0,3Aa

W\ ~ BAA/C

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 6,89Ba 6,17Aa 162,9Aa 106,5Ba 25,4Ba 17,2Aa
Barreja A-D 9,39Aa 6,48Ab 77,9Bb 225,6Aa 52,3Aa 10,0Ab
Barreja A-C 7,00Ba 5,84Ab 63,9Ba 96,1Ba 25,5Ba 10,5Aa

Per cada parametre i data, valors dins d’'una mateixa columna seguits de la mateixa lletra majulscula indica
que no hi ha diferéncia significativa entre fangs a una mateixa dosi. Per cada parametre i data, valors dins
d’'una mateixa fila seguits de la mateixa lletra minudscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre
dosi per un mateix fang.
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Taula 4.17. Resultats de les activitats B-glucosidasa (umol pNFg™ h'), ureasica i proteolitica
de BAA (umol N g h'!) i de les activitats especifiques GLC/C (umol pNF g* C h'!), UR/C i BAA/C
(umol N gt C h!) en les barreges de I'experiéncia en lisimetres corresponents al sol sauld pels
7, 67 i 267 dies de mostreig.

die 3-@ JH L ea - Proteo a BAA

Dosi L H L H L H
Barreja S-T 0,342Aa 0,346Aa 0,631Aa 0,601Aa 0,264Aa 0,867Aa
Barreja S-D 0,162Bb 0,289Aa 0,523Aa 0,733Aa 0,386Aa 0,612Aa
Barreja S-C 0,117Bb 0,252Aa 0,544Aa 0,872Aa 0,115Aa 0,544Aa

Dosi L H L H L H
Barreja S-T 18,191 Aa 9,402Ab 34,656Aa 16,334Aa 14,491Aa 23,664Aa
Barreja S-D 11,328Ba 10,759Aa 36,519Aa 27,345Aa 26,964Aa 22,813Aa
Barreja S-C 5,669Ca 6,889Aa 26,330Aa 23,841Aa 5,548Aa 14,873Aa
b o= 3-@ 0 adasa ea < Proteo a BAA

Dosi L H L H L H
Barreja S-T 0,211Ab 0,307Aa 1,579Ba 2,031ABa 0,385A |  ------
Barreja S-D 0,139ABa 0,211Ba 4,364Aa 2,963Aa 0,273Aa 0,745Aa
Barreja S-C 0,120Bb 0,203Ba 0,772Ba 0,786Ba 0,165Aa 0,539Aa

Dosi L H L H L H
Barreja S-T 13,39Aa 9,87Aa 100,2Ba 64,9ABa 24,354 |  ------
Barreja S-D 11,07Aa 8,17Aa 347,5Aa 116,6Ab 23,098 29,326
Barreja S-C 10,99Aa 9,32Aa 70,9Ba 34,3Ba 15,123 23,282

267 dies Proteolitica BAA

Dosi L H L H L H
Barreja S-T 0,136Aa 0,174Aa 1,498ABa 1,350Aa 0,209Aa 0,809Aa
Barreja S-D 0,066Ba 0,090Ba 1,760Aa 0,654Ab 0,060Aa 0,404Aa
Barreja S-C 0,094ABb 0,147Aa 0,781Ba 0,957Aa 0,105Aa 0,055Aa

267 dies ~ BAA/C

Dosi L H L H L H
Barreja S-T 9,73Aa 7,05ABa 107,3ABa 54,7Aa 14,9 33,1
Barreja S-D 5,73Ba 3,86Ba 150,2Aa 28,0Ab 5,6 17,3
Barreja S-C 10,92Aa 9,52Aa 88,1Ba 60,3Aa 12,3 3,4

Per cada parametre i data, valors dins d’'una mateixa columna seguits de la mateixa lletra majuscula indica
que no hi ha diferéncia significativa entre fangs a una mateixa dosi. Per cada parametre i data, valors dins
d’una mateixa fila seguits de la mateixa lletra mindscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre
dosi per un mateix fang.
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Taula 4.18. Resultats del contingut en nitrogen aminoacidic (Naa) i activitat B-galactosidasa
(GAL). Valors absoluts i relatius al carboni en les mostres finals (267 dies) de |'experiéncia en
lisimetres per sols controls (x+d.e) i barreges corresponents al sol argilds i sol sauld.

COA 0,093+0,009 < 0,02 -

Dosi L H L H L H
Barreja A-T 1,118Ab 1,654Aa < 0,02 0,030Aa - 0,815Aa
Barreja A-D 0,612Bb 1,512Ba < 0,02 0,028Aa - 0,921Aa
Barreja A-C 0,449CV 0,775Ca < 0,02 0,023Aa - 0,833Aa

B-galactosidasa

mg Naa gt pumol pNF g*h umol pNF g C h't
COS 0,022+0,017 < 0,02 nd
Dosi L H L H L H
Barreja S-T | 0,479Ab 0,976Aa < 0,02 < 0,02 - 0,490Ba
Barreja S-D | 0,404Bb 0,726Ba < 0,02 0,026Ba - 1,111Ba
Barreja S-C 0,173CV 0,334Ca < 0,02 0,037Aa - 2,424Aa

Per cada parametre, valors dins d’'una mateixa columna seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no
hi ha diferéencia significativa entre fangs a una mateixa dosi. Per cada parametre, valors dins d’'una mateixa
fila seguits de la mateixa lletra minuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre dosi per un
mateix fang.

Taula 4.19. Resultats dels quocients entre les activitats B-glucosidasa (GLC), B-galactosidasa
(GAL), proteolitica de BAA (BAA) i ureasica (UR) i el contingut en nitrogen aminoacidic (Naa) en
les mostres finals (267 dies) de |'experiéncia en lisimetres per sols controls (x+d.e) i barreges
corresponents al sol argilds i sol sauld.

Sol A
pmol pNF mg™ Naa ht umol N mg™ Naa ht
COA 1,187%0,100 - 4,207%1,110 1,948+0,684
Dosi L H L H L H L H
A-T | 0,174Ca | 0,138Bb - 0,018Aa | 0,642Ca | 0,385Aa | 4,140Aa | 2,369CV
A-D | 0,284Ba | 0,130Bb - 0,019Aa | 1,596Aa | 0,200Aa | 2,371Bb | 4,550Aa
A-C | 0,327Aa | 0,208Ab - 0,030Aa | 1,198Ba | 0,370Ab | 3,002Ba | 3,413Ba
Sol S
pmol pNF mg™ Naa ht umol N mg™ Naa h?
cos - - - -
Dosi L H L H L H L H
S-T | 0,284Ba | 0,178Bb nd nd 0,436ABb | 0,829Aa | 3,127Ba | 1,383Bb
S-D | 0,163Ca | 0,124CV nd 0,036Ba | 0,149Bb | 0,556Aa | 4,356Aa | 0,901Bb
S-C 0,543Aa 0,440Ab nd 0,114Aa 0,607Aa 0,165Bb 4,514Aa | 2,865Ab

nd no detectable

Per cada parametre, valors dins d’'una mateixa columna seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no
hi ha diferencia significativa entre fangs a una mateixa dosi. Per cada parametre, valors dins d’'una mateixa
fila seguits de la mateixa lletra mindscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre dosi per un
mateix fang.
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Com a efecte global de I'addicié dels fangs als sols controls es pot observar que com a
conseqliencia de l'afegit de qualsevol tipus de fang i als dos tipus de sols hi ha un
increment de tots els parametres estudiats. Per tal d’avaluar aquest increment,
definim l'efecte intensificador dels fangs com el valor del quocient que resulta de
dividir el valor de les variables en les barreges per la corresponent variable en el sol
control (Taula 4.20).

Taula 4.20. Rang de valors de I'efecte intensificador” per a les diferents variables a I'inici i al
final de I’'experiéncia en lisimetres.

7 dies | 267 dies | 7 dies | 267 dies | 7 dies | 267 dies 267 dies
Barreges sol A 2-4 2-4 3-7 2-5 3-12 2-4 7-15
Barreges sol S 10-20 6-17 - - - - 12-33

267 dies 267 dies 267 dies 267 dies
Barreges sol A 2-9 1-2 1-4 7-38 2-12 0,7-3 -
Barreges sol S - - - - - - -

(*) valor minim i maxim del quocient que resulta de dividir el valor de les variables en les
barreges entre el corresponent valor en el sol control.

L'efecte intensificador del fang sobre els parametres bioquimics només I'hem pogut
calcular sobre el sol control A ja que no disposem de dades del sol control S. L'efecte
intensificador sobre el sol S ha de ser superior al calculat per el sol A donat que, tal
com hem vist, els valors del control sén inferiors.

La variable més incrementada per I'afegit del fang inicialment és el contingut en CHE.
Al final de la incubacio I'efecte intensificador encara que ha disminuit, segueix existint
(només per BAA el valor minim és <1). Al final el grau d'intensificacié dels fangs és
més semblant per totes les variables a excepcié del contingut en N aminoacidic i
|'activitat UR que és la variable més augmentada als 267 dies.

L'efecte intensificador detectat per totes les variables esta d'acord amb els resultats
de multiples experiéncies in vitro de barreges sol-residu organic i és paral-lel al descrit
a Tarraséon (2004) i Jiménez et al. (2007) per les propietats bioldgiques biomassa
microbiana i respiracié de la mateixa experiéncia. Diverses experiéncies descrites a la
bibliografia consideren que aquest increment es justifica atenent a l'activitat biologica
del propi material afegit i a I'estimulacié de la biomassa del sol per la matéria organica
aportada (Eivazi i Zacaria, 1993; Roldan et al., 1994; Serra-Wittling et al., 1995;
Moreno et al., 1999; Madejoén et al., 2001b; Debosz et al., 2002; Kizilkaya et al.,
2005; Saviozzi et al., 2002; Pascual et al., 2002; Pascual et al., 2007).

L'efecte activador de la MO afegida sobre la biomassa del sol esta d’acord amb qué la
intensitat dels increments ve influenciada pel tipus de sol, i és més gran en el sol més
pobre en MO. L'efecte estimulador es manifesta clarament en les barreges amb sol
argilés ja que totes les variables (excepte la UR) es veuen inicialment incrementades
per sobre de l'augment del contingut en carboni organic; en el cas de les barreges
amb soOl arends aix0 només succeeix pel valor de CHE. La variable que trobem
inicialment més incrementada (CHE) respon a |'aport de MO labil per part d'aquest
tipus de residus organics (Jeuch et al., 2000; Singh i Agrawal, 2008; Soliva, 2008) i
I'increment similar de C, CHT i GLC obeeix al lligam d’aquesta activitat enzimatica amb
el contingut de MO (Eivazi i Tabatabai, 1988; Turner, 2002; Knight i Dick, 2004).
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A partir dels valors de les Taules 4.14 a 4.17 pels 7, 67 i 267 dies podem avaluar
I'efecte temps global o tendéncia general dels parametres amb el temps d‘incubacio
encara que la significacié estadistica del factor temps es detalla en les figures dels
apartats seglients on es discuteixen els resultats per cada grup de variables. El
comportament es pot resumir en els tres punts segients:

i. Els valors de C i de l'activitat GLC finals son per totes les barreges
significativament inferiors als valors inicials.
ii.  Els valors de l'activitat proteolitica BAA finals s6n menors o iguals als inicials i
els de l'activitat UR significativament superiors a les inicials.
iii. L'evolucioé dels carbohidrats de les barreges amb el temps d’incubacié no es pot
generalitzar ja que la dels CHT depeén del tipus de sol i la dels CHE depén del
tipus de fang afegit.

L'evolucio de les activitats enzimatiques amb el temps d‘incubacid, segueix la pauta
general descrita d’'un rapid i significatiu increment amb I’addicié del residu organic i
posterior descens progressiu (Moreno et al., 1999; Madejoén et al., 2001b). Madejon et
al. (2001b) apunten que una possible causa de la davallada d’activitats pot ser la
manca de vegetacié i d'‘altres autors atribueixen la davallada de les activitats
hidrolitiques a la manca de compostos facilment degradables o bé a la preséncia de
metalls assimilables (Kizilkaya et al., 2005; Bastida et al., 2012). Pel que fa als canvis
en el contingut en carbohidrats no hem trobat cap pauta general a la bibliografia; es
descriuen fluctuacions d‘aquest valor al llarg del temps d’incubacié on sembla tenir un
paper destacat la dinamica de successié de la flora microbiana d’acord a Kinsbursky et
al. (1989) i Roldan, et al. (1994) i I'equilibri mineralitzaci6-humificacié d’acord a
Pascual et al. (1999).

Al final de l'experiéncia, les barreges tenen uns valors de carbohidrats i activitats
enzimatiques incrementats, respecte del control, de forma similar a l'increment final
en MO. Aquest procés d’homogeneitzacié dels increments entre les variables amb el
temps es pot relacionar amb la tendéencia del sol esmenat a assolir un nou estat
d’equilibri (Senesi, 1989). Serra-Wittling et al. (1995) també constaten que amb el
temps els diferents tractaments s’igualen i ho atribueixen a qué s’esgota la MO
disponible i el sol tendeix, per mecanisme homeostatic, a un estat estable.

El contingut en N aminoacidic en les mostres finals és la variable que resta més
incrementada per l'addicido de fangs respecte del sol control al cap dels 267 dies.
Aquest resultat és explicable si tenim en compte que el component proteic dels fangs
és el majoritari respecte de la MO i del N organic (Hattori i Mukai, 1986; Pascual et al.,
1999; Jeuch et al., 2000; Singh i Agrawal, 2008). A més a més, les variables Np, i
GLC/Naa en les mostres finals, que soéon les Uniques que mostren diferencies
significatives entre totes les barreges per a un mateix sol, apunten caracteristiques
diferencials de la fraccidé proteica entre les barreges.
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4.4.1.2 Efectes en els continguts de Carboni organic, N aminoacidic,
Carbohidrats totals i extractables

El comportament del contingut en carboni organic de les barreges es pot deduir a
partir de les Taules 4.14 i 4.15 i la Figura 4.3.
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Figura 4.3 Valors de carboni organic en les barreges sol-fang als 7, 67 i 267 dies: codi de les barreges
seguit de les diferéncies significatives. Per cada barreja, lletres diferents indiquen diferéncia significativa
entre els valors a diferents temps 7-67-267 dies.

Les barreges sol argilds-fang als 7 dies tenen un contingut de C de 3,9 % (H) i 2,4 %
(L) i les de sol saulé-fang de 3,3 % (H) i 1,8 % (L) com a mitjana. Aquests valors sén
proxims als fixats en el disseny experimental (3,5 % i 1,8 %) pel sol S i lleugerament
superiors per les barreges de sol A ja que aquest sol control té un contingut superior
en matéria organica.

Els resultats del contingut en carboni de cadascuna de les barreges trobats
experimentalment es corresponen amb els valors teorics esperats considerant
additivitat pels valors de carboni (fang+sol control) i la composicié de les barreges en
pes. Aixi, la relacié valor experimental de C de les barreges/valor teoric de C de les
barreges (sent el valor teodric el calculat) pren valors entre 0,9-1,1 per les barreges
amb sol A i entre 0,7-1,0 per les barreges sol S i els valors més diferents de 1 en
ambdds sols, sén per les que contenen fang deshidratat. Aquestes discrepancies son
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atribuibles a la heterogeneitat inicial de les barreges (especialment pel fang
deshidratat) i als problemes de mostreig inicials dels lisimetres.

L'afegit de fang augmenta el contingut en MO de forma que a linici l'efecte
intensificador varia entre 2-4 vegades el carboni del control A i entre 10-20 vegades el
carboni del control S. Als 267 dies en totes les barreges el contingut final de carboni
és significativament inferior a l'inicial i es manté el mateix efecte intensificador en el
sol A, pero a les barreges amb el sol S disminueix i presenten valors que ara oscil-len
entre 6-17, depenent del fang i la dosi.

L'efecte fang general en els dos sols i a diferents temps (excepte els valors inicials) és
pot expressar com T=D=C. En totes les barreges i en els diferents temps, el contingut
en carboni organic de la dosi alta és significativament superior al de la dosi baixa.

La disminuci6 de la MO global (mitjana dels tractaments) ha estat més alta en el sol S
(on ha disminuit un 34 %) que en el sol A (on el descens global ha estat del 16 %) i
s’ha vist molt afectada pel tipus de fang. Les barreges amb fang C han presentat una
davallada més alta que les de fang T, en els dos sols on s’han aplicat; el descens ha
estat (mitjana de dues dosis), respectivament per les barreges amb Ci T, de 16 % i
8% en el sol Ai 57 % i 30 % en el sol S. En el cas del fang D, el descens de MO ha
estat el més alt en el sol A (23 %) i el més baix per el sol S (15 %).

La disminucié dels valors de carboni es concentra en els primers 67 dies (Figura 4.3).
En aquest periode és on trobem més diferéncies en el comportament dels fangs i de
cadascun entre els dos sols. Al llarg del segon periode en general no hi ha diferéncies
en el sol Ai en canvi en el sol S la mineralitzacidé continua entre 67 i 267 dies.

El percentatge de pérdua de MO ha estat superior per a la dosi alta que la baixa,
excepte per les barreges A-D i S-D on per la dosi L és més alt que per la dosi H. El
ritme de mineralitzacié en les barreges S-D també ha estat diferent ja que SDH és
I'Gnica barreja on no hi ha davallada en els valors de carboni organic entre 7 i 67 dies i
SDL I'dnica on no hi ha diferéncia entre els valors entre 67 i 267 dies.

El procés de mineralitzaciéo de la MO ha estat intens en el primer periode de la
incubacio coincidint amb la maxima activitat de la biomassa (Tarrason, 2004). Aquest
procés, pero, ha estat diferent en els dos sols; ha estat més favorable en les barreges
de textura grossa del sol sauld i en canvi s’ha vist alentit o paralitzat en les barreges
de textura fina del sol argilés. Per una banda, aquest resultat és semblant al descrit
per diferents experiéncies on s’assaja la influéncia del tipus de sol: la de Madejon et
al. (2001b) per barreges de compost amb temps d’incubacié de 280 dies, la de
Sciubba et al. (2013) per barreges de fang compostat durant 98 dies i la de Pedra et
al. (2007) que estudien el comportament de mostres incubades amb compost de RSU i
fang de digestid anaerdbica durant 28 dies. Per altra banda, esta d'acord amb el paper
de l'argila en la formacié de complexos organo-minerals resistents a la degradacio
microbiana i la major activitat de la biomassa en un sol arends (Franzluebbers et al.,
1996).

Els valors obtinguts son dificils de comparar amb la bibliografia ja que d’acord als
resultats d’altres experiéncies similars, el descens en carboni organic és molt variable.
Hattori i Mukai (1986) troben que el percentatge de mineralitzacié del C, oscil-la entre
20-44 % depenent del tipus de fang. Serra-Wittling et al. (1995) detecten,
independent de la maduresa dels dos materials (compost de RSU i vermicompost),
mineralitzacié del 20 % i per Bernal et al. (1998) en les barreges de residus que
contenen fang fresc del 60-70 % i barreges amb fang compostat del 10-40 %. Bastida
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et al. (2012), en incubacions a microescala amb dosi baixes, no troben diferéncies
entre la mineralitzacié (valors que oscil-len al voltant del 30 % als 365 dies) en el sol
control i en els diferents residus fangs i RSU ni en |'estat de maduresa. Finalment per
Moreno et al. (1999) no hi ha variacié en el contingut de carboni organic de les
barreges en 120 dies.

El descens del carboni per les barreges dels fangs T i C segueixen les pautes
esperables d’afectacio pel sol i la dosi (S>A i H>L) i es diferencien entre si només per
la intensitat d’aquest procés. La minva més gran i més continuada en el temps de la
MO en les barreges de fang C esta d’acord amb els valors de qCO, (indicador de la
fraccié metabodlicament activa dels microorganismes del sol) observats en les mateixes
barreges per Tarrasén (2004). Les barreges amb fang C, tot i no presentar els valors
més alts de gqCO,, si que son les que el mantenen més constant durant el temps
d'incubacié, mentre que minva en els altres casos. Val a dir que aquest autor
assenyala que les barreges dels tres tipus de fang presenten inhibicid de l|'activitat
microbiana, respecte del control, que afectaria al metabolisme heterotrofic i no a la
multiplicacio cel-lular i que a més s’agreuja amb el temps en el cas de Ti D.

Aguest contrast de comportaments del fang compostat i térmic era poc esperat i no
s’ajusta al d’altres experiéncies on la menor davallada en MO correspon al residu que
aporta MO més estabilitzada (Bernal et al., 1998; Pascual et al., 1998; Madején et al.,
2001a; Saviozzi et al., 2002; Sciubba et al., 2013). Fernandez et al. (2007a), amb un
disseny experimental similar al nostre, estudien el despreniment de CO, en
incubacions d’un fang compostat i d’'un fang assecat térmicament i detecten per
aquest Ultim uns valors clarament més elevats al cap de 60 dies.

A I'hora d’interpretar els resultats, perd, hem de recordar que el percentatge de
disminucié del carboni organic correspon a la variacid de carboni organic de les
barreges entre els 7 i 267 dies i no entre els dies 1 i 267. Si tenim en compte que el
periode de maxima activitat microbiana es déna habitualment els primers dies de la
incubacié (Fernandez et al., 2007a; Pedra et al., 2007) amb la variacié de carboni
organic des de l'inici de I’'experiéncia possiblement els resultats foren més coherents.

Com a possibles causes que justifiquin els comportament dels fangs T i C podem
considerar alternativament:

a. En les barreges del fang T i el sol A es podria haver donat com a conseqliéncia
d’'una intensa activitat microbiana inicial condicions de manca d’oxigen que
afectessin la continuitat del procés de mineralitzacié amb el temps (Lowe,
1978; Senesi, 1989; Fernandez et al., 2007a).

b. La important davallada del contingut en carboni organic de les barreges
incubades amb el fang C podria ser indicativa d’'un defectuds/insuficient procés
d’estabilitzacié del material a través del compostatge, procés en el qual es
redueix el contingut de la fracci6 de més alta degradabilitat. D'acord a Huerta
et al. (2010) el fang compostat emprat no aportaria MO prou estabilitzada
donat que el grau d’estabilitat és inferior al 50 %, parametre que ha
d’augmentat molt al final del periode de maduracié (entre els 4 i 6 mesos). En
aquest sentit és interessant l'estudi de Bernal et al. (1998) sobre la
mineralitzacié de la MO en barreges de diferents residus que corresponen a 4
fases del procés de compostatge (inicial, termofilica, inici de maduracié i final
de maduracid). D’acord als resultats, les barreges que contenen fang sén per
les que el percentatge de mineralitzaci6 queda més afectat pel procés de
maduracié del compostatge; concretament en la barreja que té una proporcio
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més alta de fang incubada a l'inici de la maduracié mineralitza el 40 % del
carboni i la incubada al final de la maduracié un 20 %.

El comportament de les barreges amb fang D és clarament diferent ja que segueix
pautes inverses als altres dos fangs: A>S i L>H. Aquestes diferéncies estan d’acord
amb els elevats valors de biomassa mantinguts durant més temps en les barreges A-D
i amb el rapid descens de respiracid en les barreges S-D detectades per Tarrasén
(2004). Aquest comportament podria ser atribuible a les propietats fisiques en aguest
tipus de barreges (i a les dificultats d’homogeneitzacié d’aquestes barreges) i posaria
de manifest una major dependéncia de la mineralitzacié de la MO de la biomassa
propia del sol on s’addicioni aquest fang.

El contingut en N aminoacidic resulta ser la variable final (junt amb l'activitat UR)
amb més efecte intensificador (Taula 4.20). L'afegit de fang ha incrementat al final de
la incubacid el contingut en N aminoacidic entre 7-15 vegades el del control en el cas
del sol A i entre 12-33 en el cas del sol S depenent del fang i la dosi. L'efecte fang
final general per a cada dosi i pels dos soOls és pot expressar d’aquesta forma T>D>C.
L'efecte dosi (H/L amb valors proxims a 2) és especialment important pels
tractaments ADH i ADL (Taules 4.18 i 4.19).

Aguests resultats de N aminoacidic en les barreges finals els podem relacionar amb el
continguts N aminoacidic inicial de les barreges calculats a partir del contingut de N
aminoacidic dels fangs i de la composici6 en pes de les barreges dels lisimetres
(apartat materials). En la figura 4.4 contrastem ambdds valors per a cada barreja on
hem calculat el contingut inicial despreciant I'aportat pel sol control.

Podem veure que si bé el contingut inicial i final de Nas en les barreges guarden la
mateixa gradacié que la dels fangs, els percentatges de Naa que resta encara als 267
dies respecte del Naa inicialment aportat pels fangs (0 dies) son superiors per les
barreges en el sol A i molt diferents segons els tractaments: 85 % (ATH i ATL), 65 %
(ACH i ACL), 50 % (STL, STH, SDL i SDH) i 30 % (SCL i SCH) i la dosi en el cas de
ADH (100 %) i ADL (60 %).

La disminucié del contingut en N aminoacidic, en les barreges amb fang T i C, en els
dos sols esta en consonancia amb el percentatge de mineralitzacié del carboni organic
per aquestes barreges, encara que soén lleugerament superiors donat que el N
aminoacidic és la fraccié labil del total del N organic aportat pels fangs (Lerch et al.,
1992). Analogament al que hem vist per la mineralitzacié del carboni organic
s’assoleixen els valors més alts (on el Naa disminueix un 70 %) en les barreges amb
fang S-C la qual cosa indica que han estat les barreges amb més transformaci6 de la
MO. Els valors similars per a les dosis baixa i alta de fang aplicat podrien indicar que a
I'augmentar la quantitat de fang, es frena la degradacié proteica i una part del N
proteic podria no seguir la via oxidativa de degradacio.
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Figura 4.4 Canvis en els valors de N-aminoacidic de les barreges de |'experiéncia en lisimetres. Valors
inicials (0 dies) calculats i valors finals (267 dies) experimentals. Valors seguits de la mateixa lletra
majuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre fangs a una mateixa dosi. Valors seguits de la
mateixa lletra minuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre dosi per un mateix fang.

En les barreges amb fang D, com per a la mineralitzacié del carboni, el comportament
del contingut en Naa és singular. Per una banda, la barreja ADH és |'lnica on es manté
el contingut en Naa al llarg dels 267 dies d’incubacié (descens de 0,75 %) amb una
mineralitzacié de carboni del 20 %. Per altra banda, les barreges SDH i SDL presenten
una alta disminucié del Naa (50 %) comparativament a una baixa mineralitzacio del
carboni organic (15-20 %). Agquestes anomalies semblen apuntar una dinamica de la
MO poc adequada en les barreges amb fang D que indicarien, en el sol A i dosi alta,
algun tipus d’inhibicido i que, en el sol S, aniria acompanyada per una important
transformacié de les proteines, en part anaerobica (Alexander, 1980). Possiblement
aquest fet podria tenir relaci6 amb algun tipus d’estrés microbia induit per a la
incorporacioé de contaminants dels fangs que s’apunta a Tarrason (2004) i que estaria
d’acord amb [l'analisi de contaminants (Mejia, 2005). La via anaerObica de
transformacié (putrefaccid) del N hauria provocat la preséncia de productes finals
(amoni, amines, acids organics, mercaptans i H,S) amb caracter reductor que
justificarien els valors anormalment alts de carboni oxidable respecte als valors de
carboni organic total en aquestes barreges S-D (veure apartat 5.5.1.3 del capitol 5).

160



4, Caracteritzacié Bioquimica de Mostres Sol-Fang: Resultats i Discussid, Experiéncia 1

Mostrem el comportament dels carbohidrats totals a les Taules 4.14 i 4.15 i la
Figura 4.5.

L'afegit del fang augmenta a l'inici entre 3-7 vegades el CHT del sol control A. L'efecte
intensificador és manté bastant constant amb el temps d’incubacid i els valors de CHT
en els barreges als 267 dies d‘incubacid son iguals o bé superiors que a l'inici.
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Figura 4.5 Valors de carbohidrats totals en les barreges sol-fang als 7, 67 i 267 dies: codi de les barreges
seguit de les diferéncies significatives. Per cada barreja, lletres diferents indiquen diferéncia significativa
entre els valors a diferents temps 7-67-267 dies.

L'efecte fang general en els dos sols i a diferents temps és pot expressar com T=D=C.
En totes les barreges i en els diferents temps, el contingut en CHT de la dosi alta és
significativament superior al de la dosi baixa.

La dinamica de les barreges amb el temps en el sol A és paral-lela al control, on hi ha
un increment en el contingut de CHT en el segon periode (més per H que per L i
especialment per les barreges A-C) i en el s0l S la tendéncia és a mantenir-se
constant.
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Atenent al contingut relatiu en CHT, les barreges amb fang C presenten una MO amb
menys proporciéo en CHT i el quocient CHT/C indica que la MO es va enriquint en CHT
en els dos sols (per 10 de les 12 mostres els valors finals de CHT/C soén
significativament superiors a les inicials, dades no exposades) i aquest comportament
€és més homogeni entre tractaments en el sol A que en el sol S.

El comportament dels carbohidrats extractables es pot observar a partir de les
Taules 4.14 i 4.15 i la Figura 4.6.

L'afegit de fang augmenta a l'inici entre 3-12 vegades el CHE del control A; l'efecte
intensificador, si bé es manté constant per les barreges D, baixa, aproximadament a la
meitat, per les barreges amb fang T i fang C.
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Figura 4.6 Valors de carbohidrats extractables en les barreges sol-fang als 7, 67 i 267 dies: codi de les
barreges seguit de les diferéncies significatives. Per cada barreja, lletres diferents indiquen diferéncia
significativa entre els valors a diferents temps 7-67-267 dies.
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L'efecte fang és en general T=D>C, encara que, en el sol sauld als 67 dies és D>T=C.
En totes les barreges i en els diferents temps, el contingut en CHE de la dosi alta és
significativament superior al de la dosi baixa, a excepcid de les barreges S-C als 267
dies (SCH=SCL).

Als 267 dies, els continguts en CHE de les barreges A-T, A-C, S-T i S-C so6n iguals o bé
inferiors als inicials i en canvi en les barreges A-D i S-D incrementa el contingut en
CHE al llarg del temps d‘incubacid i els valors finals son significativament més alts als
inicials. En el sol A, hi ha una dinamica molt paral-lela entre tractaments: tots
presenten un valor maxim als 67 dies i en el sol S només DH i DL presenten un maxim
als 67 dies.

A partir del valor del quocient CHE/C a l'inici podem deduir que la MO aportada amb
més contingut en CHE correspon al fang T i que als 67 dies s’assoleix una proporcié de
CHE maxima especialment per les barreges de fang D.

Pel que fa a la discussio dels resultats de carbohidrats totals i extractables, les
barreges amb el fang C sén les que presenten uns valors més baixos de carbohidrats i
per tant podem dir que és el fang que aporta una menor proporcié de MO labil.
Aguests resultats sén coherents amb els valors de carbohidrats en aquests fangs
(d'acord amb Ojeda et al., 2008, veure apartat de materials) i amb els valors més alts
del grau d’estabilitat del fang compostat i és conseqliéncia del compostatge (Senesi,
1989; Soliva, 2001).

A partir dels valors de CHT/C i CHE/C a l'inici en les barreges S-T i S-D (on hi ha
menys influencia de la composicié de la MO del sol control) podem deduir que la MO
del fang T és la més rica en CHE i la del fang D en CHT. Aquesta caracteristica esta
d’acord amb l'alta carrega microbiana present en fang D que disminueix molt en el
procés d’assecatge térmic i que provocaria en el fang T alta presencia de biomassa
microbiana morta i per tant de substrat disponible (IQS-CREAF-ESAB, 2002). Aquestes
caracteristiques dels fangs també estan d’acord amb el que sosté Tarrasén (2004):

i. Troba per lincrement causat pel fangs en la respiracid del sol la gradacio
T>D>C i ho relaciona amb |'aport de MO potencialment mineralitzable per part
dels diferents fangs

ii. Detecta una reduccié important de la biomassa microbiana en les barreges amb
fang C amb el temps i ho atribueix a la manca de compostos labils en aquestes
barreges

L'evolucié6 amb el temps dels valors dels carbohidrats CHT i CHE no respon,
especialment en el sol A, al que a priori caldria esperar, una davallada paral-lela al
procés de mineralitzacié d'acord amb la seva alta degradabilitat. Bastida et al. (2012)
detecten minva dels CH-solubles com a reflex dels canvis en la fracci6 més labil.
Pascual et al. (1999) atribueixen a I'origen microbia dels CH la seva dificil degradacio
per justificar la poca variacio del contingut amb el temps. Garcia-Orenes et al. (2005)
detecten un augment dels valors CHT i CHT/C en barreges sol-fang, perd en aquest
cas, semblaria estar condicionat per I'augment de MO conseqliéncia de les successives
addicions de fang. En estudis sobre el contingut en carbohidrats i la seva incidéncia
sobre agregats estables atribueixen les fluctuacions en el contingut de carbohidrats a
les modificacions de la carrega microbiana (Kinsbursky et al., 1989; Roldan, et al.,
1994; Debosz et al., 2002).
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Pel que fa als canvis en CHE durant la incubacid, es pot pensar en una dinamica
mineralitzacié-humificacié similar a la descrita per |'experiencia de Pascual et al.
(1999). En totes les barreges hi ha un primer procés de despolimeritzacio i hidrolisi de
carbohidrats i acumulacié dels carbohidrats extractables que coincideix amb el descens
dels alts valors inicials de biomassa microbiana i que es fa palés amb els valors
maxims entremigs dels 67 dies. Interpretem que en el cas de les barreges amb fang
D, en ambdds sols, aquest procés seria molt accentuat i comportaria un contingut en
CHE final superior a l'inicial; i que no s’observa , pero, en el cas de les barreges S-C i
S-T a causa del seu consum ja que la mineralitzacié ha estat especialment important.

Paral-lelament a la despolimeritzacié, podem suposar que també es déna en la MO de
les barreges un procés de sintesi microbiana i/o d’alliberacié del polisacarids, que
formen part d’altres biomolécules, que explicaria la seva acumulacié. Aquest procés
podria ser causat pel consum de CHE i per tant seria més intens en aquelles barreges
especialment per ACL i SCL ja que el contingut en CHE és menor. També el paper
protector de l'argila seria important en I'augment de CHT detectat en les barreges amb
soOl argilds. En aquest sentit Kinsbursky et al. (1989) consideren que una porcié dels
polisacarids queden protegits de la degradacidé microbiana en formar complexos amb
els cations metal-lics o per quedar ocluits en els microporus inaccessibles als
microorganismes.

Cal afegir aqui que, tot i que en la metodologia analitica de CHT s’inclou una hidrolisi
inicial que allibera els polisacarids adsorbits (Lax i Garcia-Orenes, 1993), podria
haver-se donat, amb el temps, una progressiva accessibilitat dels carbohidrats més
resistents i protegits per lignines, o potser lipopolisacarids de membrana externa dels
bacteris, que justificaria també el seu augment.

4.4.1.3 Efectes en les activitats enzimatiques pB-glucosidasa i B-
galactosidasa

a. Activitats enzimatiques B-glucosidasa i pB-galactosidasa en els fangs i
additivitat fang + sol per I'activitat B-glucosidasa

En la Taula 4.21 presentem els resultats per les activitats enzimatiques mesurades en
els fangs. A partir dels valors d’activitat enzimatica B-glucosidasa en els fangs i en els
soOls controls i de la composicido en pes de les barreges dels lisimetres podem fer un
calcul per estimar |I'additivitat de les activitats enzimatiques del fang i del sol a l'inici
de l'experiéncia. En la Figura 4.7 contrastem el valor teoric d’activitat GLC (que
I'anomenem activitat enzimatica B-glucosidasa prevista de la barreja a l'inici de la
incubacié) amb el valors d’activitat experimental mesurada en les barreges als 7 dies
(Taula 4.16 i 4.17).
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Taula 4.21. Resultats les activitats B-glucosidasa (GLC) i B-galactosidasa (GAL), absoluta i
especifica, en els tres fangs (D fang deshidratat, T fang deshidratat i assecat térmicament i C
fang deshidratat i compostat (mitjanaxd.e).

Unitats Fang T Fang D Fang C
GLC 0,13+0,02 3,53+0,15 5,00+0,12
pumol pNFg™ h
GAL <0,02 2,34+0,19 1,22+0,20
GLC/C 0,25+0,05 7,03+0,30 11,42+0,49
umol pNF gt Ch't
GAL/C - 4,66+0,38 2,79+0,45

Les dues activitats enzimatiques B-glucosidasa i B-galactosidasa en els fangs
segueixen la gradacio: per l'activitat B-glucosidasa (absoluta i especifica) C>D>>T i
per |'activitat B-galactosidasa (absoluta i especifica) D>C>>T.

Els valors de les activitats enzimatiques B-glucosidasa i B-galactosidasa en els fangs
compostat i deshidratat son superiors a les que assenyala la bibliografia per mostres
de fang (Martens et al., 1992; Moreno et al., 2007; Vargas-Garcia et al., 2010) i es
situen, respectivament, 1,3 i 2,3 vegades per sobre dels valors maxims descrits pels
nostres sols naturals (capitol 3). Analogament als resultats de Serra-Wittling et al.
(1995) i a Madején et al. (2001a), pero, les activitats en els residus referides al
contingut de carboni, resulten ser molt inferiors a les descrites per les mostres de sols.

L'activitat GLC, que és superior en el fang compostat respecte del fang deshidratat, no
s’adiu amb la pauta general per les activitats enzimatiques que sén, en general, més
altes en el residu menys madur (Serra-Wittling et al., 1995); tanmateix, hem de tenir
present que el fang emprat no havia completat el procés de maduracié tal com hem
apuntat anteriorment. Pensem també, que hem de tenir en compte la possible
contribucié de l'estella de pi afegida al fang com agent bulking a I’'hora de compostar-
lo. Vargas-Garcia et al. (2010) detecten en la fase de maduracié de compostatge de
fangs, un increment de l'activitat B-glucosidasa que atribueixen a la preséncia de
compostos de carboni derivats de les activitats cel-luldsica i hemicel-lulosica de la fase
termofilica. Per altra banda, Moreno et al. (2007) troben que l'efecte del compostatge
en fangs és molt positiu ja que augmenta la proporcié d’activitat B-glucosidasa
immobilitzada en el residu.

En el cas del fang térmic, els valors de l'activitat B-glucosidasa sén molt baixos i
estan per sota dels minims mesurats en el nostre estudi de sols naturals i no es
detecta activitat p-galactosidasa. Aquests resultats so6n coherents amb el
posttractaments d’assecatge térmic on és previsible la pérdua d’activitat enzimatica
del fang deshidratat ja que B-glucosidasa presenta una temperatura d’inactivacié de
700C (Eivazi i Tabatabai , 1988). Per altra banda, la més alta proporcid6 GAL/GLC del
fang deshidratat també es déna en l'estudi de Martens et al. (1992) respecte d'altres
residus i és coherent amb la més alta carrega microbiana present en el fang (Curci et
al., 1997; Martinez i Tabatabai, 1997); el fet de no detectar-se activitat GAL en el
fang termic podria ser indicador d‘inhibicié de I'activitat microbiana (Carbonell et al.,
2000; Martinez-Ifigo et al., 2009).
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Figura 4.7 Additivitat sol+fang per l'activitat B-glucosidasa : contrast entre el valor de l'activitat en les
barreges (real, 7 dies) i el valor calculat considerant I'additivitat entre les activitats del sol i del fang
(previsid).

D’acord a la Figura 4.7, podem veure que, en els dos sols, les barreges amb els fangs
D i C presenten valors d’activitat GLC de |'ordre als valors previstos d’acord al calcul
d’additivitat. En el cas del fang D els valors reals sén 1,3 vegades superiors els
calculats i molt semblants en els dos sols. L'activitat GLC en les barreges de fang C en
els dos sols son la meitat de valor previst d’acord al calcul d’additivitat. En contrast
amb aquests resultats, per les barreges amb el fang T la relacié GLC real/GLC prevista
és entre 7 i 15 vegades superior, respectivament pel sol A i S i igual per les dues
dosis.

Els valors especialment alts per les barreges amb el fang térmic serien en part més
conseqlieéncia de l'efecte activador, que la matéria organica del fang tindria sobre la
biomassa del sol, que no pas de |'aport de MO rica en aquesta activitat per part del
fang T. Pels resultats d’additivitat de les activitats del sol+fang veiem que si bé el fang
T presenta activitat GLC molt baixa, té un gran efecte estimulador de l'activitat de la
barreja fang-sol atribuible a I’ aport de substrats labils. Amb el temps I'efecte es perd,
pero no desapareix del tot ja que els valors d’activitat en les barreges amb fang T als
267 dies segueixen sent superiors als prevists inicialment per I'additivitat. Com que la
relacid real/esperada és independent de la dosi, la biomassa del sol és limitant de
I'’efecte activador. Saviozzi et al. (2002) descriuen un efecte semblant per l'activitat
casseinolitica en barreges sol-fems i ho justifiquen per I'important aport de substrats
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nitrogenats disponibles. L'efecte estimulant superior per les barreges amb saulé també
esta d'acord amb els resultats d’aquests autors que detecten valors superiors en les
mostres de residus (incubats amb sorra) que en les barreges residu-sol.

En el cas del fang D el residu aporta activitat GLC i en aquest cas, 'efecte estimulador
és molt petit de manera que es suma a la del sol i podem considerar que es compleix
|'additivitat. El fang C aporta molta activitat GLC, perd es perd quan es barreja amb el
sol. En aquest cas no hi ha sinergia entre la MO enzimaticament activa del fang i el
sol, i no hi ha efecte estimulant previsiblement per manca de substrat. Serra-Wittling
et al. (1995) justifiquen la manca d’additivitat i la pérdua d’activitat per l'activitat B-
glucosidasa tenint en compte I'existéncia d’enzims extracel-lulars. Consideren que els
enzims extracel-lulars del compost persisteixen a |'estar protegits, perd tenen menys
activitat i s’inactiven al ser afegits al sol. També ho atribueixen a qué la barreja
indueix canvis de pH, salinitat i d’altres parametres que afecten la microflora del
compost.

b. Canvis en les activitats enzimatiques B-glucosidasa i B-galactosidasa

Mostrem el comportament de l'activitat enzimatica B-glucosidasa a les Taules
4.16i4.17 i les Figures 4.8 i 4.9.

Activitat B-glucosidasa
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0,8 R
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3
= @= ADL (a-b-c)
01 ACL (a-b-c)
0,0
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dies
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0,9
0,8
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:: 0,6 == STH (a-b-c)
uc_n 05 ==@==SDH (a-b-c)
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g03 S = &= STL (a-b-c)
=02 =®= SDL (a-b-c)
01 7 TETssss=T=e SCL (a-a-b)
0,0
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dies

Figura 4.8 Valors de l'activitat B-glucosidasa en les barreges sol-fang als 7, 67 i 267 dies: codi de les
barreges seguit de les diferéncies significatives. Per cada barreja, lletres diferents indiquen diferéncia
significativa entre els valors a diferents temps 7-67-267 dies.
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L'afegit de fang incrementa l'activitat del sol entre 2-9 respecte del control A
depenent del fang i la dosi. Als 267 dies en totes les barreges l'activitat GLC és
significativament inferior a la inicial. Amb el temps en les barreges amb el sol A I’
efecte intensificador disminueix i les barreges passen a presentar valors que ara
oscil-len només entre 1,3-2,0 vegades el valor del control. L'efecte fang general és:
T=D=>C i I'efecte dosi H>L.

L'evolucié6 de l'activitat GLC indica una davallada acusada entre 7-67 dies, es
especialment important (entre 60-70 %) en les barreges amb ATH, ATL i ADH i les
barreges amb el fang C destaquen per tenir la menor pérdua d’activitat.
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< s - ®= ADL (a-a-b)
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0
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dies
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2 10 %..-----""~ ——oe=== ~ 4= STL (a-b-c)
2 V< === = @= SDL (a-a-b)
5
SCL (b-a-a)
0
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Figura 4.9 Valors de I'activitat B-glucosidasa especifica en les barreges sol-fang als 7,67 i 267 dies: codi de
les barreges seguit de les diferéncies significatives. Per cada barreja, lletres diferents indiquen diferéencia
significativa entre els valors a diferents temps 7-67-267 dies.

Els valors de Il'activitat B-glucosidasa especifica (GLC/C) de les barreges son
semblants als valors del sol control A i en general no hi ha efecte dosi. A I'igual que
per l'activitat GLC, I'efecte fang inicial per GLC/C també és T=D=C i els valors de les
mostres finals son significativament inferiors a les inicials excepte per les barreges S-C
que son significativament superiors; d’aquesta forma als 267 dies I'activitat especifica
GLC/C més alta es dona en les barreges S-C. Com a consequéncia, trobem que en les
barreges finals del sol saulé hi ha un clar efecte fang, i diferent a I'inicial, per I'activitat

168



4, Caracteritzacié Bioquimica de Mostres Sol-Fang: Resultats i Discussid, Experiéncia 1

GLC relativa al carboni organic i al N-aminoacidic: per GLC/C es pot expressar com
C=T=D i per GLC/Naa com C>T>D.

Com a discussio dels resultats de I'activitat B-glucosidasa podem dir que amb
Iincrement de MO aportada augmenta l'activitat GLC del sol control; tanmateix, les
diferéncies en els valors de l'activitat enzimatica GLC a l'inici en funcié del tipus de
fang (on T>D>C) sén un reflex de la labilitat de la MO aportada pels fangs, ja que es
manté la gradacié quan considerem l'activitat especifica GLC/C, i esta d'acord amb els
resultat de |I'assaig d’additivitat.

En el mateix sentit, les experiencies de Eivazi i Zacaria (1993), Madején et al.
(2001a), Debosz et al. (2002), Kizilkaya et al. (2005) i Sciubba et al. (2013)
s’atribueixen els valors més alts de I'activitat GLC a la inestabilitat de la MO del residu
i a l'augment de la dosi. A I'experiéncia de Serra-Wittling et al. (1995) es posa de
manifesta que |'afegit de compost madur no té efecte en els enzims relacionats amb el
cicle del carboni.

Amb el temps d’incubacid, el descens de I'activitat GLC és un reflex de la variacié en la
fraccié de carboni més biodegradable, es a dir de la pérdua de substrat que utilitzen
els microorganismes com a font d’energia i esta d’acord amb els resultats de Moreno
et al. (1999), Debosz et al. (2002) i Bastida et al. (2012). El resultat és coherent amb
gué la disminucié sigui menor en les barreges del sol A on el procés de mineralitzacio
presumiblement ha quedat estancat. La menor pérdua l'activitat GLC en les barreges
amb fang C (aixi, el tractament SCL -on no hi ha quasi efecte de la biomassa propia
del sol- manté un 80 % de l'activitat inicial) podria estar relacionada amb la major
persisténcia dels enzims immobilitzats.

Els valors finals de I'activitat B-glucosidasa en les barreges sén un reflex del diferent
grau de transformacio de la MO en els dos sols. Aixi, en el sol A, I'activitat GLC manté
la mateixa diferenciacio inicial entre fangs i, contrariament, les barreges amb el sol S
presenten un ranking diferent a l'inicial i els valors superiors sén per les barreges C i
T, barreges en les que podem esperar que al final la MO sigui més estable donat que
el percentatge de mineralitzacié ha estat més alt.

El fang compostat, tal com hem apuntat anteriorment, podria proporcionar al sol
activitat enzimatica més estabilitzada i per tant seria més persistent. Diferents autors
han deduit que I'enzim B-glucosidasa es pot trobar I'enzim associat a complexos E-
carbohidrat i E-humus (Miller i Dick, 1995; Busto et al., 1997; Busto i Pérez-Mateos,
2000; Knight i Dick, 2004). Pascual et al. (2002), per les activitats ureasica i
fosfatasica, també troben valors inferiors en les barreges del residu més madur junt
amb una major persisténcia amb el temps i els autors atribueixen la resisténcia a la
degradacio dels enzims en aquestes barreges al paper del complex humus-enzim.

El comportament del fang térmic podria explicar-se a partir de les consideracions de
Bastida et al. (2012) on destaquen, per l‘activitat B-glucosidasa, la capacitat dels
enzims sintetitzats de nou de quedar estabilitzats. Sostenen que la MO labil aportada
estimula sintesi d’enzims hidrolitics i el seu alliberament al sol i que després aquestes
proteines poden quedar atrapades en I'numus i donar lloc a valors més alts d’activitat
immobilitzada que en les mostres de compost amb menor MO labil.

El quocient de I'activitat GLC respecte del N aminoacidic (GLC/Nas) de les barreges als
267 dies, tot i ser inferior al valor del sol control A, indiquen que les barreges A-C i S-
C presenten valors significativament superiors a les dels fangs T i D. Sembla que
podem dir doncs, que la MO de les barreges on s'ha aplicar fang compostat conten
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una concentracié més alta de proteina enzimaticament activa pel que fa a I'activitat p-
glucosidasa.

Per I'activitat B-galactosidasa (Taula 4.18 i 4.19) no es pot avaluar l'efecte
intensificador donat els baixos valors en els sols control A i S i només s’ha pogut
determinar en barreges sol-fang i a dosi alta. En el cas de les barreges de sol A no es
detecten diferéncies entre fangs i en canvi en les barreges amb sol S destaca el fang
compostat (barreja SCH) amb un activitat GAL significativament superior a les altres
dues. Aquesta diferencia també es detecta per les relacions GAL/C i GAL/Naa .

c. Caracteritzacio de lI'activitat B-glucosidasa en les mostres finals:
termoestabilitat i valor de Ky

Atenent als objectius, en aquest apartat presentem els resultats de |'estudi de les
caracteristiques de l'activitat B-glucosidasa en les barreges sol-fang a través dels
valors de termoresisténcia i Ky per a les barreges finals.

Taula 4.22. Valors de termoestabilitat i de Ky de I'activitat B-glucosidasa en les mostres finals
de I'experiéncia en lisimetres.

Termoestabilitat

%(°) o | % mM

COA 95 1,9 COS - -

Dosi L H L H Dosi L H L H
Barreja A-T 99 93 13,0 | 2,4 | Barreja S-T 60* 81 11,6 | 7,2
Barreja A-D 71% 78* 2,8 | 4,0 | Barreja S-D 81 64* 8,7 | 16,0
Barreja A-C 76%* 76%* 3,5 | 3,2 | Barreja S-C 25% 84 58 | 1,6

(°)Percentatge d’activitat de la mostra escalfada respecte de la mostra no escalfada. Els valors
amb * indica que l'activitat de la mostra escalfada és significativament diferent de |'activitat en la
mostra no escalfada.

D’acord amb els resultats de l'assaig de termoestabilitat (Taula 4.22) valors de
termoestabiltat inferiors al 80 %, comporten diferéncies significatives entre I'activitat
de la mostra no escalfada i de la mostra sotmesa 2h a 85°C. Globalment, les barreges
de fang T amb sol A i el sol control COA es poden considerar les que presenten
I'activitat enzimatica més termoestable. En el cas de les barreges amb sol S les
barreges que presenten valors de termoestabilitat superiors al 80 % sén: STH, SDL i
SCH. Cal recordar aqui que els valors obtinguts per les barreges amb el sol sauld soén
poc fiables donat que les activitats son molt baixes i es situen al voltant del limit de
quantificacio de la técnica (veure Taula 4.11).

D’acord amb els resultats dels valors de Ky (Taula 4.22) podem dir que aquests son
globalment inferiors en les barreges de sol A respecte de les del sol S i ens indiquen
que l'afinitat de I'enzim pel substrat és més alta en les barreges del sol argilés que en
les del sol sauld. Destaca l'alt valor de kv de la barreja ATL, respecte de les altres
barreges amb sol argilds, i els valors més baixos de les barreges amb fang compostat
respecte de les altres barreges amb sol saulo.

170



4, Caracteritzacié Bioquimica de Mostres Sol-Fang: Resultats i Discussid, Experiéncia 1

Els valors de termoestabilitat de [Iactivitat B-glucosidasa apareixen basicament
condicionats pel paper de l'argila que és una de els components d’estabilitzacié dels
enzims extracel-lulars. (Busto i Pérez-Mateos, 2000; Turner et al., 2002). Els autors
Miller i Dick (1995) troben valors de termoresistéencia de l'activitat B-glucosidasa
similars (65-85 %) i també presenta més termoresisténcia el tractament que ha
presentat una activitat més alta durant tot el periode controlat. Per altra banda també
podem tenir en compte els resultats de Bastida et al. (2012) ja que aquests autors
troben que el component d’activitat B-glucosidasa dels enzims immobilitzats és
superior en les barreges que han rebut un residu amb més MO labil (fang fresc) i on
I'estimulacié de la sintesi d’enzims ha estat més alta que en el cas del residu més
madur (fang compostat).

Els valors de Ky per la B-glucosidasa en els sols controls i els més baixos trobats en
les barreges finals, sén similars a les descrites per Eivazi i Tabatabai (1988) on varien
entre 1,3 i 2,4 mM depenent del sol. A través dels resultats de Ky en el sol control
argilés i en les barreges sol argilés-fang, veiem que l'afegit de fang ha disminuit
I'afinitat de I’enzim pel substrat. Hojjati i Nourbakhsh (2007) troben resultats
semblants per l'activitat L-glutaminasa en I'aplicacié de fang i fems. Tanmateix veiem
gue l'afinitat de I'enzim pel substrat depén més del sol que del fang ja que és més alta
en les barreges de sol argilds que en les de sauld. Sembla que l'activitat B-glucosidasa
es veu afavorida per l'argila i els components de la MO més estable del fang
compostat o perque correspon a una activitat ja present en aquest fang. L'alt valor de
Ky per ATL, STL i SDH indica que en aquestes barreges l'enzim B-glucosidasa
presentaria un mecanisme d’estabilitzacié diferent de la resta.

4.4.1.4 Efectes en les activitats enzimatiques proteolitica de BAA i
ureasica

El comportament de les activitats enzimatiques proteolitica de BAA i ureasica el podem
deduir a partir de les Taules 4.16 i 4.17 i les Figures 4.10i 4.11.

L'afegit de fang incrementa l'activitat proteolitica de BAA del sol control A entre 2-
12 vegades depenent del fang i la dosi. Als 267 dies, |'activitat BAA s’iguala o bé és 2
vegades |'activitat del control A. Els efectes fang i dosi s6n aqui molt poc importants ja
que només es donen inicialment i en el sol A (on només per A-T i ACH a I’ inici sén
més altes).

Amb el temps d’incubacio, I'activitat BAA de les barreges minva o bé es manté. Per els
tractaments ADH i ACH acaba desapareixent I'efecte intensificador.

Pel que fa a l'activitat especifica BAA/C (amb valors semblant entre barreges i control
A) els efectes fang i dosi sén poc importants (especialment en el sol S) i amb el temps
els alts valors inicials de BBA/C disminueixen molt i els més baixos es mantenen.
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Figura 4.10 Valors de I'activitat proteolitica BAA en les barreges sol-fang als 7, 67 i 267 dies: codi de les
barreges seguit de les diferéncies significatives. Per cada barreja, lletres diferents indiquen diferéncia
significativa entre els valors a diferents temps 7-67-267 dies.

L'afegit de fang incrementa inicialment I'activitat ureasica del control només entre
1-4 vegades en A depenent del fang i la dosi, pero |'efecte intensificador passa a ser p
7-38 amb el temps d’incubacidé. A l'inici no hi ha efecte fang ni efecte dosi i amb el
temps destaquen les barreges amb fang D com a les d‘activitat més alta. L'efecte dosi
reflexa valors H=L.

Amb el temps d’incubacié l'activitat UR de les barreges augmenta (especialment en el
primer periode on per les barreges amb sol S s’arriba a un maxim als 67 dies) i
disminueix, pero al final, acaba sent sempre significativament superior a la inicial.

En aquest cas, les barreges tenen una activitat especifica UR/C inicialment semblant a
la del sol control A, pero al final, son superiors. A l'inici no hi ha efecte fang en les
activitats especifiques UR/C i amb el temps (especialment als 67 dies) destaquen les
barreges amb fang D amb la més alta.
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Figura 4.11 Valors de l'activitat ureasica en les barreges sol-fang als 7, 67 i 267 dies: codi de les barreges
seguit de les diferéncies significatives. Per cada barreja, lletres diferents indiquen diferéncia significativa
entre els valors a Diferents temps 7-67-267 dies.

Els quocients entre |'activitat BAA i el Naminoacidic (BAA/Nas) de les barreges sol A i
fang, respecte del sol control COA, resulten ser entre 3-12 vegades inferiors. Les
barreges amb el fang C son les que més s’aproximen als valors del corresponent sol
control. Contrariament, per al quocient UR/Naa existeix efecte intensificador ja que
barreges presenten valors superiors al control, encara que és poc important.

Per la discussio dels resultats de les activitats enzimatiques proteolitica de
BAA i ureasica hem de tenir present que intervenen en els darrers estadis de
degradacio dels compostos nitrogenats i estan involucrades en la hidrolisi dels enllagos
amida C-N, de péptids en el cas del BAA i no peptidics en el cas de la urea (Serra-
Wittling et al., 1995; Garcia et al., 2000; Madejon et al., 2001a)

L'activitat proteolitica de BAA també queda augmentada a l'inici per I'aport de la MO
dels fangs, perd en aquest cas, és menys important |'efecte activador de la biomassa
del sol ja que els dos sols son incrementats en la mateixa magnitud. La resposta del
sol S (on l'activitat no es veu afectada pel tipus ni quantitat de fang afegit) estaria
d’acord amb el fet que és una activitat poc correlacionada amb el contingut de
carboni, com troba també Madejon et al. (2001a) i com hem vist anteriorment en el

173



4. Caracteritzacié Bioquimica de Mostres Sol-Fang: Resultats i Discussid, Experiéncia 1

capitol de sols naturals. Aquesta no dependéncia del contingut i tipus en MO es veu
també en que, al final, el rang de valors per tots el tractaments i amb els dos sols, és
molt estret.

Els valors més baixos de BAA en les barreges A-D a l'inici esta d’acord amb la diferent
fraccié nitrogenada dels fangs ja que el fang D és el que té menor proporciéo de
peptids/proteina (Mejia, 2005). Per altra banda, la important davallada de l'activitat
proteolitica BAA detectada en els tractaments ADH, ATH i ATL seria indicativa de
disminucié en la concentracié dels péptids, en aquestes barreges, capacos d’activar la
sintesi de I'enzim d’acord a Moreno et al. (1999).

La baixa resposta de l'activitat ureasica a l'addicié inicial de fang al sol pot ser
conseqliencia de tractar-se d’una activitat enzimatica inhibida inicialment per la
presencia d’algun compost present en els fangs que amb el temps es transformés o
guedés ocluit. Una possible accié inhibidora sobre |'activitat vindria donada per un
elevat contingut inicial d'amoni en les barreges com a conseqliéncia d’'un important
procés d’amonificacié als 7 dies d’incubacié (Mc Carty et al., 1992; Geisseler, et al.,
2010). En aquest sentit, Pascual et al. (2007), en l'estudi de barreges sol-fang en dos
regims d’humitat al llarg de 65 dies, addicionen els fangs un mes abans de I'estudi per
evitar efectes fitotoxics com |'excés d’amoni. Contrariament, pero, resultats de
diverses experiencies d’incubacio troben que els residus estimulen |'activitat ureasica
del sol des de l'inici (Bonmati et al., 1985; Madejon et al., 2001b; Pascual et al.,
2002).

Amb el temps, I'evolucié de l'activitat UR i de la activitat especifica UR/C també és
diferent de les altres activitats perque tendeix a créixer i separar-se de la del sol
control. Respecte al comportament d’aquesta activitat amb el temps en experiéncies
d'incubacié podem dir que és similar al observat per Serra-Wittling et al. (1995);
aquests autors relacionen el pic en ureasa amb la produccié d’enzims involucrats en el
cicle del N posterior al moment en qué la mort de biomassa hagués pogut incrementar
I'aport de proteina. El manteniment de l'activitat ureasica també pot ser deguda a la
existéncia d’una alta proporcié d’enzim extracel-lular protegit d’acord a Geisseler, et
al. (2010).

Els valors d'UR finals pel que fa als diferents fangs (on els valors més alts corresponen
al fang D i els més baixos al fang C) fa pensar que el fang D és el que presenta una
major proporcid inicial d'inhibicié o bé que és en aquestes barreges on es desenvolupa
aquesta activitat enzimatica com a consequéncia d'una demanda diferent de N.
L'augment més important de l'activitat ureasica es déna pels tractament ADH, ATH i
ATL i coincideix que sén els tres tractaments on hi ha una major davallada de
I'activitat proteolitica de BAA (entre 7 i 67 dies) i en els que el percentatge de
degradacio del N aminoacidic ha estat inferior (0-15 %). Aquests resultats posarien de
manifest que en aquestes barreges la mineralitzacié del N proteic s’ha vist dificultada,
possiblement s’ha seguit via anaerdbica amb productes finals de transformacio
diferents tal com hem apuntat anteriorment. En aquest sentit, d’acord amb Mc Carty
et al. (1992) la sintesi de la ureasa per part dels microorganismes esta controlada per
una regulacié global del N; i també podem apuntar que la sintesi de ureasa és
activada en preséncia d'urea i altres fonts de N aixi com en condicions de fam de
nitrogen d’acord amb Geisseler et al. (2010).
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4.4.1.5 Efectes dels posttractaments dels fangs sobre les
caracteristiques finals de les mostres

Per a descriure comparativament les caracteristiques bioquimiques de les sis barreges
finals per cada sol presentem els grafics radials (Hoffman et al., 2003; Miralles et
al., 2007). Les Figures 4.12 i 4.13 s’'han elaborat amb el conjunt de les variables
estandarditzades dels sis tipus de barreja, separadament per cada sol, i es presenten
agrupant les dues dosis per cada tipus de fang. A partir d’elles podem deduir que:

En el cas de les barreges amb sol argiléds,

> Les barreges A-T (dosi alta) son les més riques en carboni organic, CHT, CHE,
N aminoacidic i activitat GLC.

> Els diagrames de les barreges A-D posa de manifest que en el fang deshidratat
la dosi aplicada ha tingut un efecte molt important en les caracteristiques de
les mostres finals. Comparativament a la ADH, en les barreges ADL queda poca
MO, perd amb alta proporci6 CHE/CHT i especialment activa pel que fa a
|'activitat proteolitica de BAA, en contrast amb |’activitat UR.

> Les barreges A-C queden descrites pels valors minims de totes les variables i
més propers entre les dues dosis.

En el cas de les barreges amb sol saulo,

> Les barreges S-T, en la dosi alta, son les que presenten els valors més alts de
tots els parametres (carboni organic, CHT, CHE i N aminoacidic, GLC i BAA)
excepte per |'activitat UR.

> En les barreges S-D destaca el diferent predomini de les activitats BAA i UR
depenent de la dosi.

> Les barreges S-C queden descrites pels valors minims de totes les variables,
amb I'excepcid de |'activitat GLC, i més propers entre les dues dosis.

Atenent al conjunt de resultats exposats en els apartats anteriors, podem interpretar
les caracteristiques de les barreges al final de I'experiéncia; ho fem separadament pels
tres tipus de barreges donat que, com ja hem vist, el grau de transformacié dels fangs
s’ha vist molt condicionat pel tipus de sol.

La relacié de les variables per les barreges A-T fan pensar que aquestes barreges
contenen encara MO per transformar, rica en CHT i N-aminoacidic, perd6 amb
relativament baixa activitat enzimatica relacionada amb el cicle del N. Aquesta situacio
final és poc esperable donada la major labilitat inicial del material, perd podria
respondre als efectes indesitjables ocasionats per l'addicié de material que s’esta
descomposant molt bioldgicament actiu i que consumiria molt oxigen tal com hem
comentat anteriorment.

En el cas de les barreges A-D s’observa un important efecte dosi ja que sis de les
vuit variables representades presenten diferéncia significativa entre els valors de H i L.
Podem dir que si bé la progressio de la dosi baixa ha comportat al final una MO amb
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alta proporciéo CHE/CHT i possiblement péptids de baix pes molecular, doblar la dosi de
fang D ha impedit la seva transformacié. Aquesta caracteristica pot ser conseqiiéncia
de que s’hagi pogut donar condicions anaerobiques per manca de propietats fisiques
adequades, i/o inhibicié per un més alt contingut en contaminants del fang D tal com
hem apuntat anteriorment.

Per ultim podriem descriure les barreges A-C com les barreges on les dues dosis han
evolucionat de forma molt semblant cap a el menor contingut de MO i minims de CHE i
on el sOl es caracteritza per ser enzimaticament menys actiu, perd on la fraccio
proteica és la més enzimaticament activa.

La relaci6 de les variables en els tres tipus de barreja amb el sol S situen les
barreges S-T com les de més contingut de MO i alta activitat enzimatica on és
important el procés d’hidrolisi de péptids i per tant, potencialment transformable amb
el temps.

Contrariament semblaria que en les barreges S-C ha quedat menor contingut de MO i
la que queda és menys labil i rica en proteina enzimaticament activa.

La descripcio de les barreges S-D correspondria a una posicié intermedia a les dues
anteriors on destaca el nivell moderadament baix d’activitat enzimatica relacionada
amb el carboni (GLC) i I'alt nivell relacionada amb el N (BAA per la dosi alta i UR per la
dosi baixa); aquesta caracteristica pensem que podria estar relacionada amb un
procés d’hidrolisi de peptids i carbohidrats microbians que indicaria una dinamica de
transformacid en aquestes barreges també intermedia a les anteriors.

El conjunt de resultat discutits en els apartats anteriors i les caracteristiques de les
mostres finals semblen indicar que i) I'assecatge térmic accelera el primer procés de
descomposicié de la MO que té lloc al sol ja que proporciona més MO labil; ii) el procés
de compostatge proporciona una MO no tan labil, pero amb més activitat enzimatica la
gual cosa es tradueix en una major mineralitzacié i que per tant amb el temps la MO
restant sigui més estable, i iii) quan els fangs s’apliquen en un sol argilds, es detecta
un fre en l'evolucid esperada de la MO; aquest és menys acusat en el cas del fang
compostat (el qual presenta un comportament més reproduible, més independent del
so0l) que en el fang assecat térmicament, on es sembla que es poden donar condicions
de manca d'oxigen. De les consideracions anteriors podem dir que |'aport de fang
sotmeés a posttractament sempre és més adequat que la de fang deshidratat.
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Figura 4.12 Representacions radials del conjunt de parametres bioquimics estandarditzats considerant totes

les mostres finals (267 dies) corresponents a les barreges amb el sol A de I'experiéncia en lisimetres.
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Figura 4.13 Representacions radials del conjunt de parametres bioquimics estandarditzats considerant totes
de les mostres finals (267 dies) corresponents a les barreges amb el sol S de I'experiéncia en lisimetres.
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4.4.2 Experiéncia 2: experiéncia en parcel-les

4.4.2.1 Efectes globals
a. Valors i comportament de les variables

Presentem en aquest apartat els resultats de la estadistica descriptiva i de ’ANOVA 2A
i ANOVA 2B. El resum de l'estadistica descriptiva del conjunt de valors (2 sols, 3 fangs
i 2 sols control i 2 temps) obtinguts dels diferents parametres bioquimics controlats en
I’'experiéncia en parcel-les es presenta en la Taula 4.23 i els resultats de I'ANOVA 2A i
ANOVA 2B (valors de F) en les Taules 4.24 i 4.25.

La dispersié global de valors deguda al sols, fangs i temps es desigual atenent al
parametre considerat; es més alta per les activitats enzimatiques (especialment en
per l'activitat BAA) i inferior per carboni, carbohidrats totals i carbohidrtas
extractables. En general, la dispersié disminueix quan considerem els parametres
relatius al carboni (especialment per CHT/C), perd augmenta en el cas de l'activitat
especifica BAA/C.

Aquests resultats de diferent dispersié és coherent amb el que descriu la bibliografia,
una major variabilitat de les activitats enzimatiques respecte de les propietats més
constitutives de la MO, com son els carbohidrats. Per altra banda, el comportament de
|'activitat BAA posa de manifest la seva major dependéncia del tipus de fang -ja que el
posttractament condiciona el diferent grau d’hidrolisi de les proteines (Mejia, 2005)-
que no del contingut total de MO. Marando (2013) en una experiéncia similar
d’aplicacio de fangs (assecats termicament i compostats) presenta un rang de valors i
una variabilitat semblants per les activitats enzimatiques GLC i GAL i també es manté
el valor de CV en considerar la variabilitat de les activitats especifiques. Els valors dels
parametres C, CHT i CHE per aquesta experiéncia son, pero, inferiors i també ho és la
variabilitat del contingut en carbohidrats; aquests resultat és explicable atenent a que
els sols controls sén sols residuals de pedreres amb un contingut en MO molt baix,
inferior a 1 %.

A |’ inici, totes les variables absolutes presenten efecte fang en ambdds sols i la
capacitat diferenciadora és semblant entre variables i entre sols. Amb el temps, en el
sol franc es manté o creix la capacitat diferenciadora i en canvi en el sol franc-arends
es perd. Al final, totes les variables absolutes (a excepciéo de CHE i de |'activitat UR en
el sol franc-arends) segueixen presentant efecte fang i destaca l'alta capacitat
diferenciadora de les variables GLC i GLC/C entre les mostres finals de sol franc.

L'evolucio de la capacitat diferenciadora de les variables amb el temps indica que en
les mostres de sol franc-arends ha estat més alt el grau de transformacio, en el
periode controlat. L'alta capacitat diferenciadora de |'activitat GLC esta d‘acord amb
altres experiéncies on també destaca la sensibilitat d’aquesta activitat enzimatica en la
diferenciacio entre tractaments (Miller i Dick, 1995; Bandick i Dick, 1999; Monreal i
Bergstrom, 2000; Badiane et al., 2001; Knight i Dick, 2004).
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Taula 4.23. Mitjana, rang i dispersid pels parametres pel conjunt de mostres (sols control i de
sol-fang) de I'experiéncia en parcel-les.

Unitats Mitjana + d.e Minim Maxim | Max/Min CV (%)

C g 100 g* 2,14+0,49 1,47 3,33 2,3 23

CHE 0,13+0,05 0,07 0,23 3,3 34
mg glucosa g*

CHT 2,56 £0,75 1,11 3,93 3,5 29

CHE/CHT g 100 gt 55+1,7 1,9 8,5 4,5 30

GLC 0,96+0,40 0,42 1,84 4,4 42
umol pNF g* ht

GAL(*) 0,08+0,02 0,03 0,10 3,3 29

UR 1,39+0,62 0,62 2,98 4,8 45
pumol N gt ht

BAA 3,30%1,45 1,16 6,29 5,4 a4

CHE/C g C-glucosa 100 g* C 0,25%0,06 0,11 0,38 3,5 24

CHT/C 4,75+0,76 3,03 6,00 2,0 16

GLC/C 46,4+19,8 23,4 78,8 3,4 43

pumol pNF g* C h™*

GAL/C(*) 4,04+1,4 1,78 6,49 3,6 36

UR/C 63,8+19,4 34,3 108,2 3,2 30
pumol N g?*Ch?

BAA/C 162,9+76,2 43,0 271,2 6,3 47

(*)només mostres finals

Taula 4.24. Resultats de I'ANOVA 2A per a l'experiéncia en parcel-les: valors de F i
significativitat del factor fang per cada temps.

Variable | 4 dies | 395 dies Sol Variable 4 dies 395 dies

C 20,3 C 2,9°
CHE 17,57 9,6 CHE 10,97 ns
CHT 4,4" 38,3 CHT 29,2 14,57
GLC 28,3 503,5"" GLC 24,9 6,4
BAA 31,8 8,3™ BAA 8,0 5,6

UR 3,8 17,8 UR 48,8 ns
Franc Franc-arends
CHE/CHT | 13,6™ 4,8 CHE/CHT | 15,4™ ns
CHE/C 19,8 6,2"" CHE/C ns ns
CHT/C ns 4,8 CHT/C 11,47 6,1
GLC/C ns 136,3" GLC/C 8,6™" 4,2"
BAA/C 18,8 10,77 BAA/C ns 8,7
UR/C ns 8,8™" UR/C 15,3™ 3,0

<0,05 "<0,01 "™<0,001; ns no significatiu
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Taula 4.25. Resultats de I'ANOVA 2B per a l'experiéncia en parcel-les: valors de F i
significativitat del factor fang (395 dies).

‘GAL GAL/C ’ Naa GLC/Nax GAL/Nan BAA/Naa ‘ UR/Naa
Sol franc 67,77 | 37,9 1514™ 78,8 4,8" 82,9 16,27
Sol franc-arends 4,2" 6,7" 154,5" 8,3™ 17,4™" 17,8 51"

*okk

<0,001 "<0,001 *<0,05

b. Efecte fang i canvis dels parametres amb el temps

En aquest apartat descrivim les caracteristiques dels sols controls i I’'efecte fang global
gue es pot extreure dels resultats de la separacié de mitjanes (ANOVA 2A i ANOVA 2B)
i gue desenvolupem més endavant, separadament per parametres.

Pel que fa als dos sols controls emprats en |'experiéncia, franc i franc arends, tot i
tenir un nivell de carboni organic semblant, presenten MO de -caracteristiques
bioguimiques diferents. El sol franc-arends tot i ser més pobre en CHT i CHE té valors
més alts de les activitats enzimatiques (especialment proteolitica de BAA i GAL) tant
absolutes com especifiques. Aquestes diferencies poden estar relacionades amb les
diferents caracteristiques dels dos terrenys i de la preparacié prévia a l'aplicacié dels
fangs i amb les propietats biologiques. Recordem que les parcel-les del sol franc-
arends sén de sol forestal i que les restes de vegetacié es van deixar en superficie i en
canvi les del sol franc sén de sol agricola on es van eliminar les restes vegetals i
llaurat.

Pel que fa a les caracteristiques bioldogiques sabem que la biomassa i la respiracio del
sol franc sén superiors a les del sol franc-arends i que tanmateix, els recomptes de
fongs i llevats en el sol franc-arends sén més elevats tant a l'inici com al llarg de
I'estudi (IQS-CREAF-ESAB, 2002; Tarrason et al., 2010). Podem pensar que
possiblement la comunitat microbiana desenvolupada sobre el sol franc-arends, per
actuar sobre les restes vegetals, pugui justificar I'activitat enzimatica detectada.

En cap dels dos sols controls es detecta valors finals de carboni organic diferents dels
inicials, perd0 si que es detecten variacions temporals en altres parametres,
especialment en el sol franc, que poden ser atribuibles lI'augment del grau de
recobriment vegetal en aquest cas (Tarrasén, 2004).

Analitzem l'efecte global de I'addicié dels fangs als sols controls a través del seu
efecte intensificador aixi com la tendéncia general dels parametres amb el temps.

L'efecte intensificador (Taula 4.26) és molt semblant entre sols, entre fangs i entre
parametres. Sobre el sol franc, |'efecte intensificador del fang inicialment és, pels
diferents parametres, igual que el de lI'increment en MO i en canvi sobre el sol franc-
arenos és superior al de MO excepte per |'activitat BAA que és inferior. Amb el temps
desapareix |'efecte intensificador per les activitats BAA (per als dos sols) i UR (només
sol franc-arends) i roman per la resta de casos i és superior al del carboni organic. El
contingut en N-aminoacidic en les mostres finals és la variable que resta més
incrementada per l'addicié de fangs respecte dels dos sols controls al cap dels 395
dies. L’activitat enzimatica més incrementada és l'activitat GAL encara que l'efecte
intensificador final només existeix sobre el sol franc.
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Pel que fa a I'efecte temps podem dir que per la majoria de parametres la variacio la
marca el tipus de sol ja que com a comportament general els valors augmenten amb
en el cas de les parcel-les de sol franc i disminueixen en el cas de les parcel-les de sol
franc-arends; destaquem, pero la variable CHE ja que en gairebé tots els casos les
parcel-les presenten al final un contingut significativament inferior a l'inicial.

Taula 4.26. Mitjana de l'efecte intensificador™ per a les diferents variables a l'inici i al final de
I’experiéncia en parcel-les.

{ C { CHT ' CHE { Naa

4 dies | 395 dies | 4 dies | 395 dies | 4 dies | 395 dies 395 dies

Barreges sol F 14 14 1,4 1,8 1,4 1,4 2,7
Barreges sol Fr 1,6 1,1 2,3 1,3 1,8 1,3 1,7

‘ LC ‘ R BAA ‘ GAL

4 dies | 395 dies | 4 dies | 395 dies | 4 dies | 395 dies 395 dies

Barreges sol F 1,4 19 1,4 1,7 1,4 1,0 2.8
Barreges sol Fr 2,0 1,2 1,9 0,7 1,4 0,9 0,8

(*) Valor del quocient que resulta de dividir el valor de les variables en les parcel-les amb

fang (mitjana dels tres fangs) entre el corresponent valor en el sol control. Els valors
subratllats corresponen als casos en els que el tractament control resulta ser significativament
diferent dels tres fangs.

L'efecte intensificador inicial detectat per totes les variables esta d‘acord amb els
resultats de multiples experiéncies de camp sobre |'aplicaci6 de residus organics
(Martens i Frankenberger, 1992; Pascual et al., 2000; Bonmati et al., 2000; Albiach et
al., 2001a, 2001b; Ros et al., 2003; Bastida et al., 2008b). Paral-lelament a
Iincrement de carboni organic les variables que trobem inicialment més
incrementades sén el contingut en CHT i |'activitat GLC la qual cosa obeeix a |'estret
lligam entre aquests parametres i el contingut de MO (Lowe, 1978; Eivazi i Tabatabai,
1988; Turner, 2002; Knight i Dick, 2004).

Els efectes de la MO afegida semblen ser més importants en el sol franc-arends, sol
control amb menys MO, on es veuen inicialment incrementades per sobre del
contingut en carboni organic i on es déna una dinamica més clara de davallada dels
parametres amb el temps. Tanmateix, pero, Tarrasén et al. (2010) assenyalen, per a
la mateixa experiéncia, que en aquest sol que les propietats microbiologiques sén
menys sensibles als canvis inicials com a resultat de l'aplicacié del fang que el sol
franc; els autors troben efecte intensificador per a la biomassa microbiana i respiracié
encara que en les parcel-les de sol franc-arends és més atenuat i no es detecta per a
la biomassa inicialment (mostreig 14 dies) degut a la manca de pluja.

L'alt efecte intensificador del N aminoacidic present en les mostres finals és un resultat
explicable si tenim en compte que el component proteic és el majoritari, respecte del
contingut en materia organica i N organic, dels fangs (Hattori i Mukai, 1986; Pascual
et al., 1999). Aixd podria explicar el també elevat efecte intensificador de I'activitat
GAL en les mostres finals si pensem en qué aquesta activitat enzimatica pot estar
involucrada en la descomposicid de polisacarids complexos tipus glicoproteines.
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4.4.2.2 Efectes en el contingut de: C organicc N aminoacidic,
Carbohidrats totals i extractables

A l'inici I'efecte intensificador sobre el Carboni organic varia entre 1,2-1,9 vegades
depenent del sol i del tipus de fang de forma que l'afegit de fang augmenta
significativament el contingut en MO respecte del control en tots els casos (Taula 4.26
i Figura 4.14). Les parcel-les amb fang inicialment presenten un contingut de carboni
organic mitja de 2,7 % Ci 2,4 % C respectivament pel sol franc i franc-arends, valors
gue son proxims als fixats en el disseny experimental.

Durant el temps controlat el contingut en MO disminueix en totes les parcel-les
(excepte en el control FrO), perd només les parcel-les F-C, Fr-C i Fr-T presenten un
contingut final de carboni organic significativament inferior a l'inicial. En conjunt, la
dinamica de disminuci6 de la MO en els diferents tractaments ha estat més
accentuada en el sol franc-arends que en el sol franc. En el primer cas, la minva de
carboni organic només s’ha donat en les parcel-les amb fang i ha estat del 42 %
(Fr-C), 31 % (Fr-T) i 12 % (Fr-D) de forma que només les parcel-les de fang D
presenten un valor de carboni significativament superior al control. En el segon cas, el
descens ha estat en mitjana del 9 %, més similar pels quatre tractaments i superior
per les parcel.les F-C.

Els resultats de carboni organic estan globalment d’acord amb els de Tarrasodn et al.
(2010) on els autors descriuen, per a la mateixa experiéncia, la dinamica de la MO
juntament amb els valors de les propietats microbiologiques als 14, 119 i 401 dies.
Les diferéncies detectades entre els dos sols, on la disminuci6 de MO ha estat més
acusada en les parcel-les amb fang de sol franc-arenos, que en les de sol franc, és un
resultat esperat d’acord amb la influéncia general de la textura del sol en aquest
procés i analeg al que hem assenyalat en |'experiéncia en lisimetres. Els valors
obtinguts sobre la variacions del contingut en carboni organic son dificils de comparar
amb la bibliografia (sén molt variables i dependents de les dosi de fang aplicades i del
temps controlat). En l'experiéncia de Marando (2013) els valors de mineralitzacié
oscil-len entre 0-50 % depenent del tipus de sol residual i fang.

Pel que fa a l'efecte fang, les diferéncies entre els comportaments dels fangs T i C era
poc esperada i no s’ajusta al d’altres experiéncies on la menor davallada en MO
correspon al residu que aporta MO més estabilitzada (Fernandez, et al., 2007b i 2009;
Franco-Otero et al., 2012; Marando, 2013). Tal com hem apuntat en I'experiéncia en
lisimetres, la davallada del contingut en carboni organic de les parcel-les el fang C
podria ser indicatiu d'un defectuds/insuficient procés d’estabilitzacio del material a
través del compostatge. Pel que fa al comportament del fang térmic, hem de tenir en
compte aqui, perd que Tarrason et al. (2010) sobre la mateixa experiéncia; els autors
detecten per a les parcel-les amb fang térmic, poca correspondéncia entre |'activitat
microbiana i la mineralitzacié la qual cosa és indicativa de baixa eficiencia en I'Us del
substrat i ho relacionen amb altres resultats sobre efectes toxics per aquest fang.
També hem de tenir present que d’acord amb Ojeda et al. (2003) les pérdues inicials
del fang aplicat a causa de l'erosié van ser més importants en les parcel-les F-T i F-C
respecte a les de F-D donat que el fang D tenia una estructura més compacta.
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Carboni organic (g 100 g)

BMFO WFT WFD mFC

2,94Aa

2,69ABa

263A3 3 52ha

4 dies 395 dies

Carboni organic (g 100 g1)

BFrO MFT MWFD mFrC

2,75Aa

2,36ABa
2,07Ba

4 dies 395 dies

Figura 4.14 Valors de carboni organic en les parcel-les amb fang i en els sol control a l'inici i al final de
I'experiéncia. Per un mateix temps, valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no hi ha
diferéncia significativa entre tractaments. Per un mateix tractament, valors seguits de la mateixa lletra
minuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre temps.

Com es pot veure en la Figura 4.15 i la Taula 4.26, el contingut en N aminoacidic als
395 dies resulta ser la variable final amb més efecte intensificador; aixi després de
395 dies, I'afegit de fang ha incrementat el N aminoacidic en promig 2,7 vegades el
contingut del sol control en el cas del sol franc, i 1,7 vegades en el cas del sol franc-
arenos. Els continguts de Nas de les parcel-les sén inferiors (entre 5-10 vegades) als
descrits per Marando (2013) de l'experiéncia de restauracié de sols amb fangs
compostats i assecats térmicament, corresponents a un temps similar, fet segurament
atribuible a qué les dosis de fangs que es van aplicar varen ser més altes (de 'ordre
de 10 vegades).

L'efecte fang final és molt acusat i en ambdds casos existeixen diferéncies
significatives entre els 4 tractaments. L'efecte fang és diferent pels dos sols i queda
expressat per T>D>C en el cas del sol franc i per D>C>T en el cas del sol franc-
arenos. Els valors finals del contingut en N aminoacidic en les diferents parcel-les
estan en consonancia amb el diferent percentatge de mineralitzacié del carboni pels
dos sols i indiquen que en les parcel-les de sol franc-arends on s’ha aplicat el fangs T i
C s’ha donat més transformacio6 de la MO.
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N aminoacidic (mg Np, g1)

0,622A
0,556B

0,389C

0,286A
0,195D 0,206C 0,228B

0,137D

FO FT FD FC FrO FrT FrD FrC
395 dies

Figura 4.15 Valors de N aminoacidic en les parcel-les amb fang i en els sol control al final de I'experiéncia.
Valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre tractaments.

Els resultats de Carbohidrats totals i Carbohidrats extractables exposats en les
Figures 4.16 i 4.17 es complementen amb els valors relatius al carboni organic de la

Figura 4.18.

Carbohidrats totals (mg glucosa g-1)

HMFO ®mFT WFD ®WFC
3,93Aa

3,46Aa

2,84Ab 2,89Ab
2,70ABa 2,63Ba

2,25Ba 2,27Ba

4 dies 395 dies

Carbohidrats totals (mg glucosa g1)

WFrO MWFT WMFD mFrC

3,07Aa 3,27Aa

2,86Aa

1,65Ba 1,65ABb

4 dies 395 dies

Figura 4.16 Valors de carbohidrats totals en les parcel-les amb fang i en els sols control a l'inici i al final de
I'experiéncia. Per un mateix temps,valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no hi ha
diferéncia significativa entre tractaments. Per un mateix tractament, valors seguits de la mateixa lletra
minuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre temps.
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Carbohidrats extractables (mg glucosa g-1)

BEFO ®WFT MFD ®mFC

0,23Aa

4 dies 395 dies

Carbohidrats extractables (mg glucosa g1)

WFrO WFT MWFD WFrC

0,17Aa 0,17Aa
0,16Aa

0,11Ab
0,09Ab

0,09Aa

4 dies 395 dies

Figura 4.17 Valors de carbohidrats extractables en les parcel-les amb fang i en els sols control a l'inici i al
final de I'experiéncia. Per un mateix temps, valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no hi ha
diferéncia significativa entre tractaments. Per un mateix tractament, valors seguits de la mateixa lletra
minuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre temps.

L'afegit del fang augmenta a l'inici entre 1,4 i 2,3 vegades el CHT dels sols controls
franc i franc-arends respectivament (Taula 4.26). Només en el cas del sol franc-arenos
I’efecte sobre el soOl és significatiu pels tres fangs i a l'inici, no hi diferéncies entre el
contingut en CHT de les parcel.les on s’han aplicat els tres fangs diferents.

La dinamica del contingut en CHT amb el temps de cadascun dels tractaments és
diferent en ambdoés sols. En el sol franc el contingut en CHT s’incrementa
significativament per FT i FD i en el sol franc-arends augmenta significativament pel
sol control FrO i disminueix significativament per FrT i FrC. Al final les parcel-les que
han rebut fang deshidratat (en ambdds sols) i les que han rebut fang térmic (només
per el sol franc) presenten contingut en CHT superior al sol control.

El comportament del contingut relatiu de CHT (CHT/C) permet posar de manifest que
i) només en el cas de les parcel-les FrC, la minva en el contingut absolut en CHT no es
tradueix en una reduccio del contingut relatiu de CHT/C, i ii) al final les parcel-les que
presenten la MO significativament més rica en CHT, respecte dels altres tractaments,
son les que han rebut fang D en el sol franc-arenos.
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CHT/C (g C-glucosa 100 gt C)

WFO WFT WMFD mFC

5,99Aa

5,48ABa

5,12ABa 4,39Ba

4,58Aa 4,29Ab 4,51Aa
3,87Ab

4 dies 395 dies

CHT/C (g C-glucosa 100 g-1C)

BFrO WFT MFrD mFrC

5,72Aa

5,20Aa 5,53Aa

4 dies 395 dies

CHE/C (g C-glucosa 100 gt C)

WFO WFT WMFD ®mFC

0,38Aa

0,29Ba

0,25Ba 0,25Ba

0,20ABb

0,18ABb

4 dies 395 dies

CHE/C (g C-glucosa 100 g1 C)

BFrO WMFrT WFD mFrC

0,29na 0:30Aa 0,28Aa 0,28Aa
0,242 (23p,

4 dies 395 dies

Figura 4.18 Valors de carbohidrats totals i carbohidrats extractables relatius al carboni en les parcel-les amb
fang i en els sol control a l'inici i al final de I'experiéncia. Per un mateix temps, valors seguits de la mateixa
lletra majuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre tractaments. Per un mateix tractament,
valors seguits de la mateixa lletra minuUscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre temps.
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L'afegit de fang augmenta a l'inici 1,4 vegades el CHE del sol control franc i 1,8
vegades el CHE del sol control franc-arends (Taula 4.26). En el cas del sol franc-
arenos l'augment és significatiu per cadascun dels tres fangs.

A l'inici només es posen de manifest diferéncies entre els fangs aplicats en el sol franc
on destaca el contingut en CHE de les parcel-les amb fang compostat. El contingut en
CHE amb el temps disminueix en tots els casos encara que per FT, FrD i el sol control
FrO els valors finals no sén significativament diferents dels valors inicials. Als 395 dies,
les parcel-les que han rebut fang igualen ara el contingut en CHE del respectiu sol
control, a excepcié de FT que segueix sent significativament més alt.

El comportament del contingut relatiu de CHE (CHE/C) permet posar de manifest que
i) inicialment només en el cas del fang compostat sobre sol franc hi ha un augment del
contingut relatiu de CHE de la MO; ii) en el sol franc la minva en CHE del sol també
representa una minva relativa dels CHE de la MO, excepte pel cas del fang T; iii) en el
sol franc-arends, en cap cas no hi ha minva relativa dels CHE de la MO i, iv) |'Unica
diferéncia significativa en el contingut relatiu de CHE de la MO final és FT>FD,
parcel.les del sol franc.

Com a interpretacio dels resultats de carbohidrats totals i extractables veiem
gue |'efecte fang es déna basicament en les mostres finals i per tant podem pensar
gue és consequéncia de la seva diferent evolucié. La dinamica dels carbohidrats totals
respon, especialment en el sol franc-arends, al que caldria esperar, una davallada
paral-lela al procés de mineralitzacié d’acord amb la seva alta degradabilitat. Aixi,
analogament al grau de mineralitzacié la major davallada es déna per a les parcel-les
FrT i FrC. Per altra banda, pero, I'augment detectat en el valor de CHT per a les
parcel-les de sol franc (que a més representa enriquiment en CHT de la MO final) es
pot relacionar amb i) un procés de sintesi microbiana i/o d’alliberacié del polisacarids,
gue formen part d'altres biomolécules, que explicaria la seva acumulacié analogament
al que hem assenyalat també pel sol tipus argilds en I'experiéncia en lisimetres, i ii) el
recobriment vegetal que va ser més important en el sol franc i per les parcel-les de
fang D i T (Tarrasén, 2004).

Val a dir que els resultats de continguts en carbohidrats totals de Ojeda et al. (2008)
sobre estabilitat dels agregats en les mateixes parcel-les de sol franc al cap de 2 anys
es mantenen les diferéncies entre fangs i amb el sol control.

Els resultats de carbohidrats extractables sén un reflex dels canvis en la fraccié més
labil de la MO. Aixi, es detecta la seva davallada que és més acusada en aquells
tractaments on la disminucié de carboni organic ha estat més important i a l'inrevés.
El comportament singular de les parcel-les FT en les mostres finals es pot relacionar
amb els problemes de toxicitat d’aquest fang apuntades anteriorment.

Franco-Otero et al. (2012) tampoc troben diferéncies en CH-solubles al cap d’un any
d’aplicacio de fangs a dosis semblants i Marando (2013) detecta, en barreges sol amb
fangs térmics i compostats, també davallada en el contingut de CHE i poca variacié en
el cas del contingut en CHT després de 13 mesos de I'aplicacid.
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4.4.2.3 Efectes en les activitats enzimatiques B-glucosidasa i B-
galactosidasa

a. Canvis en les activitats enzimatiques B-glucosidasa i B-galactosidasa

Els resultats d'activitats enzimatiques B-glucosidasa i B-galactosidasa es
complementen amb els valors relatius al carboni organic (Figures 4.19, 4.20 i 4.21) i
amb els valors del quocient amb el contingut de N aminoacidic (Taula 4.27).

L'afegit de fang incrementa l'activitat del control 1,4 vegades respecte del sol control
franc i 2,0 vegades respecte del sol control franc-arends. Com a conseqiéncia, I'afegit
de fang augmenta l'activitat GLC del control i en el cas del sol franc-arends ho fa
significativament pels tres fangs. A l'inici hi ha un important efecte fang que a més és
I'invers en els dos sols; aixi I'efecte fang és en el sol franc T>D=C i en franc-arends,
T<D<C. Amb el temps, la variacio de |'activitat GLC també és diferent en els dos sols:
en les parcel-les de sol franc podem dir que ha augmentat i en les de sol franc-arends
és més accentuada i ha disminuit. Als 395 dies, l'efecte fang general és T=D>C en
ambdds sols, i ara son les tres parcel-les de sol franc que han rebut fang les que
passen a presentar una activitat GLC significativament superior al control.

El comportament de l'activitat especifica GLC/C permet posar de manifest que i)
|’efecte fang inicial en el sol franc és atribuible al diferent contingut en MO i en el sol
franc-arends la MO de les parcel-les amb fang D és enzimaticament més activa que les
de fang T, i ii) I'efecte fang final T=D>C no és atribuible al diferent contingut en MO
de les parcel.les.

Activitat B-glucosidasa (umol pNF g1 h-1)

MFO WFT WFD FC

0,969Aa

0,841Ab 0,798Ba

0,710Bb

0,528¢a 0,621BCa 0,627Ca

0,416Db

4 dies 395 dies

Activitat p-glucosidasa (umol pNF gt h-1)
HFrO ®FT WFD FrC

1,844Aa
1,630ABa
1,416Ba

1,256Aa 1 190ABb

0,875BCa

0,796Ca 0,793Cb

4 dies 395 dies

Figura 4.19 Valors d'activitat B-glucosidasa en les parcel-les amb fang i en els sols control a l'inici i al final
de l'experiéncia. Per un mateix temps, valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no hi ha
diferéncia significativa entre tractaments. Per un mateix tractament, valors seguits de la mateixa lletra
minuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre temps.
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Activitat B-glucosidasa especifica
(umol pNF g1 C h-1)

BFO ®MFT WMFD mFC

36,88Aa

31,65Ba
26,93Aa 28,66Ab 26,34Ab 25,96Ab 23.41Db 29,20Ca

4 dies 395 dies

Activitat p-glucosidasa especifica
(umol pNF gt C h1)

BFrO MFT WFD FrC

78,82Aa 77,33Aa

54,23B359'91Bb

4 dies 395 dies

Figura 4.20 Valors d'activitat B-glucosidasa especifica en les parcel-les amb fang i en els sol control a I'inici i
al final de 'experiéncia. Per un mateix temps, valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no hi
ha diferéncia significativa entre tractaments. Per un mateix tractament, valors seguits de la mateixa lletra
minuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre temps.

Al final de l'experiéncia, per l'activitat GAL l'efecte intensificador només existeix
sobre el sol franc i resulta ser l'activitat enzimatica més incrementada, en promig 2,8
vegades superior al sol control. Les parcel-les de sol franc i fangs deshidratat i térmic
son les que presenten l'activitat GAL més elevada, perd aix0 és degut al major
contingut en MO ja que en calcular I'activitat especifica GAL/C s’anul:len les diferencies
entre fangs.

Les parcel-les de sol control franc-arends presenten valors maxims de |'activitat GAL i
les de fang térmic son les Uniques en les quals els valors de GAL i GAL/C no sobn
difererents a les del sol control FrO. La proporcié d’activitats GAL respecte de GLC és
superior (9-11 %) en les mostres de sol franc amb fang i en el sol control franc-arends
respecte de la resta de parcel-les (5-8 %).

Al final de I'experiéncia i en general, els quocients entre les activitats GLC i GAL i
el N aminoacidic (GLC/Naa, GAL/Na,) dels sols controls sén superiors als de les
barreges; destaquem, pero, que per les parcel-les el sol franc la relaci6 GAL/Naa NO
presenta diferéncies entre tractaments i les parcel-les FrT igualen GLC/Naa a les del
control. Les activitats B-glucosidasa i B-galactosidasa (valors absoluts, i relatius a
carboni organic i N-aminoacidic) son més altes en les mostres de sol franc-arends que
en les de sol franc.
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Activitat B-galactosidasa (umol pNF g1 h-1)

0,098A
0,091A 0,095A (0914

0,0738
0,067A 5 063A
0,032C I I
FC FrO FrT FrD

395 dies

FrC

Activitat p-galactosidasa especifica
(umol pNF gt C h1)

6,49A
5,63AB
3,9 3,968
3,47A 3,42A 3,66B
i I I I
FO FrO FrT FrD FrC
395 dies

Figura 4.21 Valors d'activitat B-galactosidasa absoluta i especifica en les parcel-les amb fang i en els sol
control al final de I'experiéncia. Per un mateix sol, valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que
no hi ha diferéncia significativa entre tractaments.

Taula 4.27. Valors del quocient entre les activitat B-glucosidasa i B-galactosidasa i el contingut
en N aminoacidic en les parcel-les amb fang i en els sol control al final de I’'experiéncia.

GAL/Naa

Tractament GLC/Naa GAL/Nan Tractament | GLC/Naa

pumol pNF mg™ Naa h™* pmol pNF mg™ Naa h
FO 2,132A 0,162AB FrO 6,375A 0,691A
FT 1,557BC 0,146B FrT 6,103A 0,444B
FD 1,436C 0,177AB FrD 4,157B 0,233B
FC 1,613B 0,189A FrC 3,483B 0,277B

Dins d’un mateixa columna valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no hi ha
diferencia significativa entre tractaments.
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La MO aportada augmenta l'activitat GLC dels sols control i les diferéncies en els
valors d’aquesta activitat a l'inici, en funcié del tipus de fang i en els dos sols, no sén
del tot atribuibles a la diferent labilitat de la MO aportada i al conseqlent efecte
activador de la biomassa. En el cas del sol franc (on T>D=C) els valors de |'activitat
GLC sén més reflex de la quantitat de la MO aportada pels fangs que de la seva
diferent labilitat ja que desapareix la gradacié quan considerem l|‘activitat especifica
GLC/C. En el cas del sol franc-arends (on T<D<C) creiem que les diferéncies son més
representatives de l'activitat GLC en els fangs purs ja que segueix la mateixa gradacio.
Suposem que |'aport de MO rica en aquesta activitat per part del fang a un sol
enzimaticament actiu, ha propiciat efecte suma de les activitats GLC sol+fang que
explicaria I'alt efecte intensificador inicial per sobre del detectat pel carboni organic.
Corroboren aquesta hipotesi que i) el tractament FrT, on el fang térmic quasi no
aporta activitat B-glucosidasa, i el control Fr presenten inicialment la mateixa activitat
especifica; ii) I'activitat GLC de les parcel-les FrD i FrC disminueixen molt amb el
temps, i iii) I'efecte estimulador dels fangs sobre les propietats microbiologiques del
sol franc-arendés no es detecta per la biomassa en el primer mostreig d’acord a
Tarrason et al. (2010).

En el sol franc els valors finals de |'activitat GLC especifica, significativament superiors
als inicials, es pot relacionar amb I'augment de cobertura vegetal amb el temps ja que
la vegetacid té una influéncia positiva sobre les activitats enzimatiques (Ros et al.,
2003; Marando, 2013). Al final les diferencies entre el sol control franc i les parcel-les
amb fang son encara un reflex de la diferent labilitat de la MO aportada inicial
(T>D=C) i de la baixa dinamica de transformacié de la MO en aquest sol. En el sol
franc-arends hem de pensar que els canvis de |'activitat GLC son conseqléncia de la
perdua d'additivitat comentada anteriorment pels fangs deshidratat i compostat o sigui
de la pérdua de materia organica enzimaticament activa aportada pel fang amb el
temps. Al final hi ha poques diferéncies en |'activitat de la matéria organca de les
diferents parcel-les i esta d’acord amb la major dinamica de transformacié en aquest
sol.

Les diferéncies en l'efecte intensificador final detectat sobre I’activitat GAL sembla
indicar que no és una activitat propia del sol franc, perd si del sol franc-arends i que
en aquest soOl és superior en les de fang térmic on pot haver estat més important
I'efecte activador de la biomassa. Creiem que aquest resultat junt amb la major
proporcio GAL/GLC en el sol franc-arends pot estar relacionat amb i) la diferent
microflora present en ambdds sols, especialment amb I'abundancia de fongs i llevats
en el sol franc-arends, i ii) el tipus de vegetacid ja que el sol franc-arends és la d’un
sol forestal.

b. Caracteritzacio de l'activitat B-glucosidasa en les mostres finals:
termoestabilitat i valor de Ky

D’acord als objectius, en aquest apartat presentem en els sols control i en les barreges
sol-fang corresponents als 395 dies, els valors de termoresisténcia i Ky de l'activitat B-
glucosidasa (Taula 4.28).

D’acord al test de t, valors de termoestabilitat superiors al 65 % no comporten
diferéncies entre les activitats GLC del sol i del sol sotmés a 85°C. Globalment, les
mostres amb sol franc es poden considerar més termoestables que les que tenen sol
franc-arends. Pel que fa als valors de Ky, son molt semblants en totes les mostres
finals.
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Taula 4.28. Valors de termoestabilitat i de Ky de I'activitat B-glucosidasa en les mostres finals
(395 dies) de I'experiéncia en parcel-les.

Termostabilitat | Ky Termostabilitat Ky

% (*) mM Tractament %
FO 79 3,5 FrO 65 2,4
FT 82 3,3 FrT 69 2,1
FD 76 2,3 FrD 71 2,0
FC 81 2,8 FrC 72 2,4

(*)Percentatge d’activitat de la mostra escalfada respecte de la mostra no escalfada.
En cap cas l'activitat de la mostra escalfada és significativament diferent de I'activitat
en la mostra no escalfada d‘acord al test de t.

Els valors de termoestabilitat per la B-glucosidasa sén similars als de la bibliografia
Miller i Dick (1995) i semblen afavorits per la preséncia d’argila. Els valors de Ky per la
B-glucosidasa son del I'ordre a les descrites per Eivazi i Tabatabai (1988) i indiquen
que l'afinitat de I’enzim pel substrat és semblant en tots els tractaments i s’ha vist poc
alterada per lI'addicié de fang. Els resultats de termoestabilitat i Ky no ens permeten
deduir diferéncies, pel que fa a la caracteritzacié de |'activitat GLC entre les mostres
finals de les diferents parcel-les. Aquest resultat indica que el grau d’estabilitzacié de
I’enzim en les mostres finals que han rebut fang és molt semblant a la que existeix en
el sols controls.

4.4.2.4 Efectes en les activitats enzimatiques proteolitica de BAA i
ureasica

Els resultats d'activitats enzimatiques proteolitica de BAA i ureasica de les Figures
4.22 i 4.24 es complementen amb els valors relatius al carboni organic (Figures 4.23 i
4.25) i amb els valors del quocient amb el contingut de N aminoacidic (Taula 4.29).

L'afegit de fang incrementa l'activitat proteolitica de BAA 1,4 vegades respecte
d’ambdods sols controls (Taula 4.26) i globalment podem dir que |'afegit de fang no hi
ha diferéncia significativa per |'activitat proteolitica de BAA entre sol control i sol amb
fang. A l'inici I'efecte fang en sol franc és T>D=C i en el franc-arends T=D<C.

Amb el temps I'evolucié de I'activitat BAA és diferent en els dos sols: en les parcel-les
de sol franc augmenta significativament en tots els casos i en les de sol franc-arends
disminueix significativament en les parcel-les amb fang. Als 395 dies es manté el
mateix efecte fang descrit inicialment i només en les parcel-les de sol franc que han
rebut fang termic, I'activitat és significativament superior al control.

El comportament de l'activitat especifica BAA/C permet posar de manifest que i)
|’efecte fang inicial en el sol franc no és atribuible al diferent aport en MO i en canvi en
el sol franc-arends si que ho és ja que no hi ha diferéncia entre les activitats
especifiques, i ii) al final, I'activitat enzimatica especifica de les parcel-les que han
rebut fang sén iguals entre si i inferiors a la dels controls, a excepcid de les parcel-les
de Fr-C que l'igualen.
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Activitat proteolitica de BAA (umol N g1 h-1)

EFO ®FT WFD ®FC

3,93Aa
3,21Ba 3,21Ba

4 dies 395 dies

Activitat proteolitica de BAA (umol N g-! h-1)

WFrO WFT MFD ®WFrC

6,29Aa

5,19ABa 5 04ABa

4,03Ab
3,63ABa

2,73Bb 2,598b

4 dies 395 dies

Figura 4.22 Valors d'activitat proteolitica BAA en les parcel-les amb fang i en els sols controls a I'inici i al
final de I'experiéncia.

Activitat proteolitica BAA especifica
(umol N g1C h)

BFO WFT WMFD ®mFC

181,02Aa
149,40Ba
127,11Ba 129,55Ba

59,87Bb 81,324
’ 42,98ch 2%598P

4 dies 395 dies

Activitat proteolitica BAA especifica
(umol N gt Cht)

BMFrO WFrT MFrD mFrC

271,20Aa

243,78Aa 248,15Aa 253,55Aa

228,45Aa

4 dies 395 dies

Figura 4.23 Valors d'activitat especifica proteolitica BAA en les parcel-les amb fang i en els sols controls a
I'inici i al final de I'experiéncia.

Per un mateix temps, valors seguits de la mateixa lletra majlscula indica que no hi ha diferencia
significativa entre tractaments. Per un mateix tractament, valors seguits de la mateixa lletra minuscula
indica que no hi ha diferéncia significativa entre temps.
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L'afegit de fang incrementa en promig inicialment I'activitat ureasica del control 1,4
vegades en les parcel-les de sol franc i 1,9 vegades en les de franc-arends (Taula
4.26). A l'inici I'efecte fang és més acusat en el sol franc-arends (on T<D<C) que per
el sol franc (on T=D=C). Amb el temps I’evolucié de |'activitat ureasica és diferent en
els dos sols: en les parcel-les de sol franc destaca I'augment per les parcel-les amb
fang térmic i en les de sol franc-arends disminueix significativament en totes les
parcel-les. Als 395 dies |'efecte fang desapareix i només resta diferéncia significativa
entre valors de les parcel-les de sol franc que han rebut fang térmic que son
significativament superiors al control.

El comportament de I'activitat especifica UR/C permet posar de manifest que i) |'efecte
fang inicial en el sol franc-arends no és atribuible al diferent aport en MO ja que es
mantenen les diferéncies entre les activitats especifiques i en canvi en el sol franc si
que soén degudes al contingut en MO; ii) al final, I'alta activitat enzimatica especifica
de les parcel-les FT no és atribuible al major contingut en MO i, iii) al final, la MO de
les parcel-les FrC és més rica en activitat UR i significativament diferent de FrD.

Activitat ureasica (umol N g-th-1)

HFO ®WFT mFD FC

2,34Aa

1,50ABb 1,53ABa 1,57Aa 1,48Ba
1,12Ba

4 dies 395 dies

Activitat ureasica (umol N g1 h-1)

WFrO WFT MWFD FrC

2,98Aa

1,90Ba

1,44Ca

1,13Ca 1,08Ab

0,74Ab 0 63ah 0,62Ab

4 dies 395 dies

Figura 4.24 Valors d'activitat ureasica en les parcel-les amb fang i en els sols controls a l'inici i al final de
I'experiéncia. Per un mateix temps, valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no hi ha
diferéncia significativa entre tractaments. Per un mateix tractament, valors seguits de la mateixa lletra
minuscula indica que no hi ha diferencia significativa entre temps.
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Figura 4.25 Valors d'activitat especifica ureasica en les parcel-les amb fang i en els sols controls a l'inici i al
final de I'experiéncia. Per un mateix temps, valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no hi ha
diferéncia significativa entre tractaments. Per un mateix tractament, valors seguits de la mateixa lletra

Activitat ureasica especifica
(umol N giC h1)

WFO WFT MFD ®mFC

89,09Aa

54,65Ba 58,79Ba 57,48Bb

4 dies 395 dies

Activitat ureasica especifica
(umol N g'I1C h)

HFrO MFrT MFrD mFrC

108,16Aa
91,68ABa

77,10BCa

61,13Ca 50,44ABb

4 dies 395 dies

68,19Ab

minuscula indica que no hi ha diferéncia significativa entre temps.

Als 395 dies, els quocients entre les activitats BAA i UR i el N aminoacidic
(BAA/Naa, UR/Naa) dels soOls controls son superiors als de les barreges, a excepcié
de UR/Naa On les parcel-les amb fang termic i compostat

control franc-arends.

Taula 4.29. Valors del quocient entre les activitat proteolitica de BAA i ureasica i el contingut en

igualen els valors del sol

N aminoacidic en les parcel-les amb fang i en els sol control al final de I’'experiéncia.

Tractament BAA/Naa UR/Naa Tractament BAA/Naa \ UR/Naa
pumol N mg™ Naa h? pmol N mg™ Naa h?
FO 16,49A 4,98A FrO 26,42A 5,37A
FT 6,31B 3,76B FrT 13,29BC 3,08AB
FD 5,778 2,67C FrD 9,05C 2,188
FC 7,16B 3,18BC FrC 17,71B 4,76A

Dins d’un mateixa columna valors seguits de la mateixa lletra majuscula indica que no hi ha
diferencia significativa entre tractaments.
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L'activitat enzimatica BAA queda augmentada a l'inici per 'aport de la MO dels
fangs, perd en aquest cas és menys important |'efecte intensificador (especialment
sobre el sol franc-arends ja que l'activitat del sol control és més alta) i desapareix amb
el temps. Aquest comportament s’ha de relacionar amb quée és una activitat poc
correlacionada amb el contingut de carboni organic, com hem vist anteriorment.

L'efecte fang inicial és coherent amb les caracteristiques dels posttractaments del fang
deshidratat ja que provoquen un augment de la proporcié de péptids/proteina en els
fangs téermic i compostat (Mejia, 2005). La davallada detectada en els tractaments
amb fang del sol franc-arends és coherent amb una disminucié en la concentracié de
peptids capac d’activar la sintesi de I'enzim, procés que s’ha donat paral-lelament al
de mineralitzacié de la MO observat en aquestes parcel-les. En el cas del sol franc, els
valors finals d’activitat proteolitica de BAA significativament superiors als inicials per
totes les parcel-les els podem relacionar amb qué la mineralitzacié ha estat menor i
també amb la major incidéncia de la cobertura vegetal. Al final, només el tractament
gue ha sofert més mineralitzacié de la matéria organica (FrC) i per tant el que
presumiblement conté la més estabilitzada, és el que anivella I'activitat especifica
BAA/C amb la del sol control.

L'activitat enzimatica UR també queda augmentada des de l'inici per I'aport de la
MO dels fangs indicant que en aquest cas no es déna inhibicié d’aquesta activitat.

L'efecte fang inicial esta poc relacionat amb la labilitat de la MO dels fangs i la
conseqlient activacié de la biomassa del sol, sind que fa pensar que sigui més
conseqliencia de l'aport de MO activa per part dels fangs, especialment del fang
compostat (Moreno et al., 2007). Els valors finals en el cas del sol franc-arends
indicarien que l'activitat minva amb el temps, perd que al final, I'activitat especifica
UR/C segueix sent més elevada on suposadament |‘aportacio de MO enzimaticament
activa ha estat més important. Contrariament, els valors finals en el cas del sol franc
indiquen que l'activitat UR s’ha desenvolupat amb el temps i especialment en el cas
del fang téermic. Aquest fet podria estar relacionat amb el menor grau de
transformacid del N aminoacidic en aquestes parcel-les que comportaria I'acumulacio
de formes de N capaces d’estimular la sintesi d’aquest enzim. Aquest resultat és
coincident amb els de Fernandez et al. (2007b i 2009) i amb els de Franco-Otero et al.
(2012).

Si comparem els nostres resultats de |'efecte final de l'aplicacié de fangs sobre les
activitats enzimatiques BAA i UR en experiéncies similars troben resultats coincidents
en el cas de Franco-Otero et al. (2012) i no coincidents en els cas de Ros et al. (2006)
i Bonmati et al. (2000). Aquestes discrepancies s’expliquen si tenim en compte factors
importants de |'assaig com és les successives aplicacions de fangs en el primer cas i la
seva durada en el segon.
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4.4.2.5 Efectes posttractaments fangs sobre les caracteristiques finals
de les mostres

Per a descriure comparativament les caracteristiques bioquimiques de les mostres
finals presentem els grafics radials amb el conjunt de variables estandarditzades
(Hoffman et al., 2003; Miralles et al., 2007). Les Figures 4.26 i 4.27 representen les
variables absolutes i relatives al carboni organic i al N aminoacidic pels quatre
tractaments i les variables relatives només per les parcel-les amb fang separadament
per cadascun del dos sols.

Parcel-les finals amb el sol franc:

En el diagrama radial el control i els tres tractaments descriuen linies bastant
concentriques amb la gradaci6 FT>FD>FC>FO, de forma que el tractament FT
presenta practicament maxims per totes les variables; les variables segueixen un
comportament general paral-lel al contingut en carboni organic, perd destaca
comparativament l'alta activitat enzimatica BAA del sol control i de les parcel-les pel
tractament fang deshidratat el valor baix de CHE i alt per I'activitat GAL. Si traiem la
influéncia del contingut en carboni organic i N-aminoacidic, i comparem les diferéncies
gualitatives de la materia organica dels sols veiem que les parcel-les del sol control es
diferencien de les que han rebut fang especialment per la superior activitat BAA i per
I’alta concentracio de les altres activitats en la fraccid proteica. Entre les parcel-les que
han rebut fangs destaca les del fang térmic respecte dels altres dos fangs, el
deshidratat i el compostat, que ara resulten més semblants. Les de fang termic
segueixen tenint major contingut relatiu de la majoria dels parametres (CHT i CHE i
activitats especifiques GLC, BAA i UR). Amb l'aplicacié del fang deshidratat trobem que
al final la matéria organica és la menys enzimaticament activa, excepte per |'activitat
GAL. Les parcel-les que han rebut el fang compostat presenten la fraccié proteica amb
valors superiors d’activitat enzimatica.

Parcel-les finals amb el sol franc-arenés:

Contrariament en aquest cas el diagrama radial del control i els tres tractaments no
descriuen linies concéntriques sind que cada tipus de mostra orienta els maxims cap a
unes variables determinades: el control FrO cap a les activitats BAA i GAL, les
parcel-les de fang compostat FrC cap a les activitats BAA i UR, les parcel-les amb fang
assecat térmicament FrT cap a les activitats GLC i GAL i les parcel-les amb fang
deshidratat cap a carboni organic, N aminoacidic i carbohidrats (CHT i CHE) . Les
diferéncies no es poden explicar pel diferent contingut en carboni organic i
N aminoacidic de les mostres ja que en el grafic de les variables relatives observem
que es mantenen, tot i que (a diferéncia dels tractaments amb el sol franc) es pot
detectar que, qualitativament, la MO del control és semblant a les de fangs. Es
confirma que les parcel-les que han rebut fang deshidratat tenen una mateéria organica
amb alt contingut en carbohidrats i amb baixa activitat enzimatica, les de fang termic
contenen matéria organica on predominen les activitats enzimatiques relacionades
amb el cicle del C (GLC i GAL) i en les de fang compostat, al revés amb les
relacionades amb el cicle del N (BAA i UR).
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e FO
e FC
——FD
—FT

GAL/Na

Figura 4.26 Representacions radials del conjunt de parametres bioquimics absoluts i relatius al carboni
organic i al N aminoacidic de les mostres finals (a diferent escala quan s’inclou en sol control) en les

parcel.les de sol franc.
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Figura 4.27 Representacions radials del conjunt de parametres bioquimics absoluts i relatius al carboni
organic i al N aminoacidic de les mostres finals (a diferent escala quan s’inclou en sol control) en les
parcel.les de sol franc-arends.
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Els diagrames radials permeten posar de manifest les diferéncies entre la MO dels dos
sOls controls apuntada anteriorment. El lligam entre les activitats enzimatiques GAL i
BAA en el sol franc-arends es pot associar amb la més alta proporcié de fongs i llevats
i/o amb la vegetacio caracteristica del sol forestal (Tarrason et al., 2010) com hem
detectat en |'estudi dels sols naturals (capitol 3).

La MO de les parcel-les de sol franc on s’ha aplicat fang presenten al final unes
caracteristiques bioquimiques atribuibles a una mateéria organica menys madura que la
fa diferent de la del sol control. Per una banda, presenten una menor activitat
enzimatica BAA que és caracteristica de sols amb MO estable (Bonmati, 1998). Per
altra banda, presenten proteina menys enzimaticament activa com a conseqgiéncia
dels continguts superiors de N-aminoacidic. Respecte de les diferéncies entre els fangs
aplicats trobem que comparativament i) la MO de les parcel-les on s’ha aplicat el fang
termic sembla ser més labil i més enzimaticament activa que la dels fangs deshidratat
i compostat, i ii) la MO de les parcel.les amb fang compostat presenta proteina amb
més activitat enzimatica (excepte activitat UR).

Contrariament, la MO de les parcel-les de sol franc-arenés on s’ha aplicat fang
presenten, al final, unes caracteristiques bioquimiques més semblants a les del sol
control. Aquest fet és coherent amb la major dinamica de transformacié detectada en
aquest cas. El compostatge del fang deshidratat presenta caracteristiques semblants a
la del control pel que fa a les activitat relacionades amb el cicle del N (BAA i UR), pero
inferiors pel que fa al cicle del C (GLC i GAL). L'assecatge térmic té un comportament
invers a l'anterior. Veiem doncs, que els dos posttractaments del fang deshidratat
comporten, al final, una matéria organica menys labil i més enzimaticament activa,
pero amb trets diferencials.

En ambdds casos constatem que els efectes sobre els parametres bioquimics al cap
del temps estudiat sén menys transitoris que els parametres microbioldgiques pels
guals Tarrason (2010), en l'estudi de la mateixa experiéncia, no troba diferéncies.

4.4.3 Comparacio entre els resultats de les experiéncies en lisimetres i en
parcel-les i amb els resultats dels sols naturals

Per comparar els resultats obtinguts a través de les dues experiéncies en lisimetre
i en parcel-les tenim present, en primer lloc, que forcosament han de venir
condicionats per les caracteristiques del propi disseny experimental. A més a més, en
el cas de l'experiéncia en lisimetres els resultats sén conseqiéncia de partir d'uns sols
controls de caracteristiques molt pobres i d'una alta dosi de fang aplicada;
contrariament, en el cas de I'experiéncia en parcel-les partim d’uns sols controls amb
més mateéria organica i la dosi de fang és de l'orde de 10 vegades inferior a |'anterior
ja que s’apliquen com a esmena organica.

Resumim a continuacio el contrast dels resultats en alld que es refereix al rang de
valors obtingut pels diferents parametres, aixi com, als canvis detectats amb el temps.
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Pel que fa als valors dels parametres controlats podem dir que:

v

L'efecte intensificador inicial i final és més alt i alhora també més desigual
entre parametres en l'experiéncia en lisimetres respecte de l’'experiéncia en
parcel-les.

El rang de valors per carboni organic, carbohidrats totals i extractables és
similar entre les mostres de les experiéncies en lisimetres i parcel-les tot i que
s’assoleixen valors extrems més alts en les mostres de lisimetres.

Les mitjanes i els rang de valors de les relacions CHE/CHT i CHE/C sén
superiors en les mostres en lisimetres respecte de |'experiéncia en parcel-les.

Els valors de [lactivitat enzimatica pB-glucosidasa, pB-galactosidasa i
especialment la proteolitica de BAA, total i especifica, son inferiors en les
mostres de lisimetres respecte de les mostres de les parcel-les.

Contrariament el rang de valors de |'activitat ureasica total i especifica per a les
mostres de lisimetres presenta un extrem superior més alt que les mostrs de
parcel-les.

El rang de valors per el contingut en N aminoacidic és superior en les mostres
en lisimetres respecte de I’'experiéncia en parcel-les.

Les caracteristiques cinéetiques de l'activitat B-glucosidasa en els sols controls
gqueden més alterades per l'aplicacié de fang en el cas de |'experiéncia en
lisimetres que en |'experiéncia en parcel-les.

Pel que fa als canvis en els valors dels parametres controlats podem dir que:
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El contingut en carboni organic disminueix amb el temps controlat en ambdues
experiéencies i el rang de valors del percentatge de mineralitzacié és similar a
excepcié del maxim detectat per les barreges S-C dels lisimetres.

La disminuci6 de la matéeria organica aportada pels fangs en les dues
experiéncies es veu afavorida per la textura més arenosa respecte de la més
argilosa.

El contingut en CHE disminueix amb el temps controlat només en I’'experiéncia
en parcel-les.

El contingut en CHT presenta tendéncia a augmentar en els casos d’aplicacié de
fang en el sol de textura argilosa per ambdues experiéncies.

Les activitats enzimatiques presenten una tendéncia general a disminuir amb
en temps, a excepcio de les mostres de parcel-les de sol franc i de I'activitat UR
en les mostres procedents de lisimetres on augmenten.

En ambdues experiéncies per l'activitat proteolitica de BAA es perd l'efecte
intensificador dels fang respecte del sol control amb el temps controlat.
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La dosi alta de fang aplicada en l'experiéncia en lisimetres condiciona els valors
superiors del rang de valors trobats pel que fa al carboni organic, al N aminoacidic i
als carbohidrats. Pel que fa als valors de les activitats enzimatiques és important el
tenir en compte l'activitat de partida dels sols controls que és molt baixa en la
experiencia en lisimetres. Respecte de les diferéncies entre els valors inicials i finals
podem dir que venen marcades per la preséncia de vegetacio en el cas de
I'experimentacido en parcel-les. A més a més, hem de tenir present que |'especial
dinamica de l'activitat ureasica en les mostres dels lisimetres, que semblaria ser una
activitat enzimatica desenvolupada durant la incubacié en algunes barreges, pot estar
relacionada amb els condicionants fisics de les barreges, com hem explicat
anteriorment. En ambdues experiéncies es posa de manifest la influéncia de I'argila en
la proteccié dels carbohidrats i en la minva del procés de mineralitzacio.

Pel que fa a la comparacié de les dues experiéncies d’aplicacié de fangs amb
I'estudi dels sols naturals presentem la Figura 4.28 que conté els rangs de valors
pels diferents parametres bioquimics estudiats, tant els directes com els relatius a
carboni.

La comparacio dels rangs de valors entre les parcel-les on s’han aplicat fangs després
de 395 dies i els sols naturals venen condicionats pel nivell de matéria organica, i aixi,
les parcel-les s’han de situar en el rang baix de contingut de carboni organic dels sols
naturals estudiats. Com a conseqiéncia, també es situen en el rang baix els valors de
CHE i CHT i de les activitats GLC, GAL i UR encara que, considerant els valors relatius
a carboni, els rangs s6n molt més semblants i per l'activitat GLC/C les parcel-les
superen |'extrem superior del rang de sols naturals.

Aquest comportament general no es compleix per l'activitat enzimatica proteolitica de
BAA on els valors per les parcel-les amb fang es situen a la part alta dels rang de
valors per sOls naturals i el superen en el cas de l'activitat especifica. Aquest
comportament creiem que és conseqiéncia de i) I'alta activitat proteolitica de BAA en
els sols controls de I'experiéncia en parcel-les, especialment del sol franc-arends, i ii)
aquests nivells alts d’activitat proteolitica de BAA en les mostres de les parcel.les es
detecten per un nivell de MO més baix si ho comparem amb el dels sols naturals.
Aquest resultat posa de manifest la manca de correlacié entre el nivell de MO i
aguesta activitat enzimatica, que ja hem descrit d’acord amb la bibliografia.

Pel que fa a la correspondéncia entre les parcel-les i els sols naturals cal tenir
en compte que partim de sols controls Fo i FrO que tenen caracteristiques similars als
descrits per VC i IG (capitol 3) (encara que el sol franc-arendés no seria tant
assimilable a aquests dos sols naturals donada la textura i I'abséncia de carbonats);
els dos controls presenten, perd, un nivell més baix de mateéria organica que els sols
naturals VC i IG i també de CHT, CHE, GLC GAL i UR. Contrariament, I'activitat BAA és
més alta, especialment pel sol control franc-arends (que s’‘assimilaria més al sol
natural LT). Considerant les activitats especifiques aquestes si que es corresponen
més amb les d'aquests dos sols VC i IG, perd sobresurten els valors de les activitats
GLC/C i BAA/C del sol control franc-arends.

Les parcel-les amb fang als 395 dies també presenten valors d’activitat BAA total i
especifica superiors als sols naturals comparats VC i IG. Les parcel.les amb fang
térmic son les que més incrementen els valors de totes les variables (sis per les de sol
F-fang i tres per a les de sol Fr-fang) de forma que arriben a ser més similars a
aquests dos sols naturals de referéncia VC i IG.
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SN
S par E: C i CHE/CHT (g 100 g*)
© Tis ‘ CHE i CHT (mg glucosa g)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 CHE/C i CHT/C (g C-glucosa 100 g™ C)

BAA
— o
&8

GLC i GAL (umol pNFg™ h'!)
0 1 2 3 4 5 6 7 s UR i BAA (umol N gt h™)

=
=

SN [ ]
par [ e

[ —] GLC/C i GAL/C (umol pNF g™* C h't)
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 UR/C i BAA/C (umol N g* C h)

BAA/C

Figura 4.28 Esquema comparatiu dels rangs de valors dels diferents parametres en els sols naturals (SN)
(excepte PN), les mostres sol-fang finals (267 dies) de I'experiéncia en lisimetres (lis) i les mostres finals
sol-fang (295 dies) de I'experiencia en parcel-les (par).
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4.5 CONCLUSIONS

A partir de I'’experiéncia en lisimetres:

L.

I1.

I1I.

V.

L'aport de fangs augmenta, al cap de 267 dies, el contingut en carboni organic
i N aminoacidic dels dos sols control i la materia organica és proporcionalment
més rica en carbohidrats totals.

L'afegit de fangs augmenta, al cap de 267 dies, les activitats enzimatiques B-
glucosidasa, B-galactosidasa, proteolitica de BAA i ureasica respecte als dos
sOls control. Podem afirmar, doncs, que l‘aport dels fangs augmenta la
potencialitat dels sols control d’obtenir formes assimilables de C i de N.

L'afegit de fangs augmenta, al cap de 267 dies, l'activitat ureasica de la
mateéria organica i de la fraccié proteica dels sols control. Podem afirmar doncs
gue l'aport dels fangs contribueix a la potencialitat de la matéeria organica
d’obtenir N assimilable a partir de compostos amida no proteics.

Al cap de 267 dies, els valors superiors dels parametres bioquimics estudiats
corresponen als sols amb fang assecat térmicament i els inferiors als sols amb
fang compostat.

Al cap de 267 dies, les caracteristiques bioquimiques dels sols amb fang
deshidratat sén el més dependents de la dosi de fang aplicada, especialment en
el cas d'aplicacio al sol argilds.

A partir de I'experiéncia en parcel-les:

L.

I1.

I11.

V.

VI,

Al cap de 395 dies, |'aplicacié dels fangs ha incrementat el contingut en carboni
organic i N aminoacidic del sol control franc.

Al cap de 395 dies, en el cas del sol franc-arends, l'aplicacié dels fangs ha
incrementat el contingut en N aminoacidic del sol control i només |'aplicacié del
fang deshidratat ha incrementat el contingut en carboni organic del sol control i
la mateéria organica s’ha enriquit en carbohidrats totals.

Al cap de 395 dies, l'aplicacié dels fangs ha augmentat les activitats
enzimatiques pB-glucosidasa, p-galactosidasa respecte al sol control franc i
també l'activitat p-glucosidasa, p-galactosidasa de la matéria organica. Podem
afirmar, doncs, que |'aport de fangs ha augmentat la capacitat de la matéria
organica del sol franc d’'hidrolitzar carbohidrats.

Al cap de 395 dies, l'aplicacid de fang assecat térmicament ha augmentat
|'activitat enzimatica ureasica respecte al sol control franc i també I'activitat
ureasica de la matéria organica. Podem afirmar doncs que l'‘aport de fang
assecat térmicament ha augmentat la potencialitat de la matéria organica del
sol franc d’obtenir N assimilable a partir de compostos amida no proteics.

Al cap de 395 dies, l'activitat proteolitica de BAA de la matéria organica de les
parcel-les amb fang d’ambdds sols és inferior a la dels sols controls a excepcio
del sol franc en les que s’ha aplicat fang compostat.

Les mostres finals de les parcel-les amb fangs presenten valors de carboni
organic, carbohidrats totals, carbohidrats extractables i de les activitats B-
glucosidasa, p-galactosidasa i ureasica que se situen a la banda baixa del rang
de valors de I'estudi dels sols naturals i valors de I'activitat enzimatica BAA que
les situa a la banda alta.
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A partir d’ambdues experiéncies:

L.

I1.

III.

Iv.

VI.
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El contingut en N aminoacidic en les mostres finals és I'unic parametre que
presenta capacitat per diferenciar significativament els diferents tractaments
assajtas per cadascun dels dos sols.

La disminucié de la matéria organica amb el temps és més acusada amb
I'aplicacié del fang compostat respecte dels fangs deshidratat i assecat
téermicament.

Quan els fangs s’apliquen en un sol tipus argilds es detecta un fre en I'evolucié
esperada de la matéria organica, que és menys acusat en el cas del fang
compostat que amb el fang assecat térmicament.

Els valors finals de N aminoacidic en els sols on s’ha aplicat fang posttractat
son significativament diferents al del fang deshidratat; en el cas del fang
assecat térmicament els valors sén significativament superiors als del fang
deshidratat i en el cas del fang compostat sén significativament inferiors.

El valor de la Ky de I’'enzim B-glucosidasa en les mostres finals és semblant i no
acusa l'aplicacié de fang.

L'aport de fang deshidratat sotmés a posttractament afecta a les
caracteristiques finals de les mostres de forma que i) l'assecatge térmic
proporciona un fang amb més materia organica labil que accelera el procés
inicial de descomposici6 de la matéria organica, i ii) el compostatge
proporciona un fang amb una materia organica no tan labil, perd amb més
activitat enzimatica, la qual cosa es tradueix amb el temps en qué la mateéria
organica restant sigui més estable.
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5 METODOLOGIA ANALITICA ASSOCIADA ALS
PARAMETRES ESTUDIATS

5.1 INTRODUCCIO

Com a introduccié d’aquest capitol presentem un repas bibliografic sobre els méetodes
analitics dels parametres en sols estudiats en la tesi: carboni organic, nitrogen
aminoacidic, carbohidrats totals i extractables i les activitats enzimatiques pB-
glucosidasa i B-galactosidasa.

5.1.1 Meétodes de determinacié de Carboni organic

En aquest apartat fem basicament referéncia a la metodologia analitica del carboni
organic en mostres de sols, perd incloem també al final aspectes sobre la determinacio
en mostres de residus organics.

Els metodes de quantificacié del contingut en carboni organic del sol han estat
ampliament estudiats i recentment han pres rellevancia amb els estudis sobre el paper
dels sols en el canvi climatic (Gehl i Rice, 2007). Alhora, pero, aquests estudis han
posat de manifest mancances metodologiques i també necessitats d’estandarditzacid
de molts aspectes analitics que dificulten I'obtencié de dades fiables sobre els valors
de carboni dels sols. Entre aquests aspectes trobem: les técniques d’analisi, el
mostreig, la quantificacié del carboni de la biomassa microbiana, els valors de densitat
aparent, l'escala de valors i la confeccié de bases de dades (Kimble et al., 2001;
Camps-Arbestain et al., 2004; Macias et al., 2004; Alcafiz et al., 2005).

Tal com hem avancat en la introduccié el carboni organic es pot estimar d'acord amb
els procediments de C-total o bé per oxidacido (C-oxidable). Els procediments de C-
total analitzen totes les formes presents de C i comporten la seva conversié a CO,
mitjancant la combusti6 humida o seca i la posterior quantificaci6 del CO,. La
determinacié de C organic per oxidacié (C-oxidable) es basa en la mesura de la
quantitat d’agent oxidant que ha reaccionat. Els procediments de C-total analitzen
totes les formes presents de C, per tant s’ha de tenir en compte el C inorganic, i les
d’oxidacio, recuperen una proporcié variable de C elemental i alguns procediments
quantitats variables del C organic contingut en I'humus, depenent de les condicions en
que es porti a terme la reaccié (Nelson i Sommers, 1982). En aquest apartat descrivim
les caracteristiques de les dues vies, C-total i C-oxidable. Hem de tenir en compte que
hi ha una important caracteristica de tipus operatiu que les diferencia de partida: per
I'analisi del C-total es necessita d’'un equipament instrumental i per tant té un cost
associat important i en canvi pel C-oxidable no i per tant és més rapid i simple i per
aix0 és el més tradicionalment utilitzat. Com a contrapartida, cal esmentar que
consumeix compostos de Cr (VI), reactiu nociu i contaminant. Al final d’aquest apartat
citem també les noves tecnologies associades a la mesura de les formes de C en sols.

5.1.1.1 Carboni total
Per a la determinacié del contingut en Carboni total en sols es poden seguir dues vies
gue son la via seca i la via humida.

> La via seca es basa en la combustio de la mostra en un forn a altes
temperatures que provoca l'oxidacio del carboni i la descomposicié termica
dels carbonats. Les condicions han d'assegurar la conversid quantitativa de
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totes les formes de C a CO,. Existeixen multiples metodologies atenent a:
tipus de forn emprat, temperatura, necessitat de catalitzadors,
automatisme dels aparells i sistema de quantificacié del CO,. La mostra de
sol s’escalfa en un forn per diferents sistemes i a una temperatura entre
1000°C-1500°C. Es habitual afegir catalitzadors (com CuO, Fe, Sn o V,0s)
per aconseguir la combustié completa de les formes de C, i també després
del forn, per assegurar la conversi6 completa del CO a CO,. Cal tenir
present que quan la T és baixa la combustid pot no ser del tot satisfactoria
per sOls amb carbonats alcalinoterris ja que aquests minerals desprenen
CO, de forma lenta (950°C); en canvi en els d’alta temperatura la conversio
dels carbonats és rapida i quantitativa. Les possibilitats de determinacié del
CO, alliberat soén: l'adsorcié i posterior mesura gravimeétrica o bé per
volumetria de neutralitzacié, la lectura manomeétrica i la quantificacio
instrumental conductimeétrica, per IR i per cromatografia de gasos (C.G). En
els aparells d‘analisi elemental es determina el C simultaniament al N i H.
Com a caracteristiques generals els procediments d‘analisi de Carboni-total
per via seca requereixen una trituracio molt fina de la mostra de sol (0,100-
0,150 mm) per obtenir resultat reproduibles, es treballa amb un pes de
mostra d’entre 0,5-1 g que es manipula acuradament amb pinces i sén
importants les condicions de neteja extrema del material i del laboratori.

> El procediment d’‘analisi del C-total per via humida es conegut com el
meétode de Allison i es fa amb un muntatge de laboratori que permet la
digestié de la mostra amb una barreja de reactius acids i oxidants (H,SO, i
HsPO, i K,Cr,O;) a la T de 210°C i la mesura del volum de CO, total
despres.

Si la mostra de sol no conté C inorganic (CI) el resultat de l'analisi de C-total
correspondra al contingut en C organic. Si les mostres tenen carbonats s’ha de fer,
amb una altra mostra, l'analisi de C inorganic i trobar el C organic per diferéncia;
aquest sistema té, perod, l'inconvenient dels errors inherents a la determinacio per
diferéncia. Alternativament també és pot fer Unicament la determinacié de C-total,
perd amb la mostra préviament pretractada amb acid (H,SO3 o bé amb HPO; primer a
T ambient i després escalfant) per eliminar els carbonats. En ambdds casos s’ha de
tenir present que en les mostres amb dolomita el tractament acid suposa una més
lenta i dificil transformacié completa de CI a CO,. Per Bisutti et al. (2004) la preséncia
del CI és un dels principals inconvenients de la determinacié del C organic per |'atac
poc quantitatiu dels carbonats que provoca gran variabilitat en els resultats, i per les
possibles péerdues de formes organiques solubles i/o volatils. Recentment han
aparegut estudis sobre una altra opcié per determinar les dues formes de carboni (C
organic i C inorganic) en sols simultaniament a través de la instrumentacié associada
a la técnica anomenada SRDTC (Single-Run Dual Temperature Combustion) que
permet el treball a dues temperatures (Bisutti et al., 2007).

A nivell de normatives, la determinacié de Carboni-total en mostres de sols segueix
la via seca i esta descrita a la norma UNE 77321:2003 (Norma espafiola de calidad de
suelo determinaciéon de carbono organico y carbono total mediante combustion seca
(analisis elemental) (que és equivalent a la 1ISO10694:1995 Soil Quality-Determination
of organic and total carbon after dry combustion (elementary analysis). D'acord amb
aquesta norma la combustié es fa a una T=900°C, en corrent de gas que contingui O,
i la quantificacid6 del CO, format queda subjecta al tipus d’instrumental. Contempla

210



5. Metodologia Analitica Associada als Parametres Estudiats: Introducio

dues variants per obtenir el valor de C organic: per diferéncia amb el valor de CI (UNE
77317:2001 Calidad de suelo. Determinacion del contenido en carbonato. Método
volumétrico, equivalent a la ISO 10693:1995) i per l'eliminacié del CI per
pretractament amb acid (concretament HCI 4 M durant 4 hores a temperatura ambient
i 16 hores a 60-70°C). També contempla |'opcid de determinacié per separat del C
organic i CI, a diferent temperatura, que permeten certs aparells. El pretractament de
mostres de soOl s’especifica a la norma UNE 77303:1997 (Calidad de suelo.
Pretratamiento de muestras para ['analisi fisico-quimico) equivalent a la ISO
11464:1994 (Soil quality. Pre-treatment of samples for physico-chemical analysis).
S’utilitza la fraccié de particules <2 mm de mostres assecades a l'aire i s’analitza una
submostra representativa que s’hagi triturat i tamisat fins a <0,250 mm. Es proposen
com a patrons per a la calibracid: acetanilida (CgHgNO, atropina C;7H»3NO5;, CaCOs,
grafit o hidrogen ftalat de potassi (CgHsKQ,). La repetibilitat és del 1-5 % per valors
alts de C organic i més alta per C-total que per C organic (arriba al 10 % per sols amb
baix contingut, valor C=0,25 %).

5.1.1.2 Carboni oxidable

La via de determinacié directa del carboni organic per oxidacié es basa en la reaccid
quimica quantitativa entre el reactiu oxidant Cr (VI) (generalment, dicromat de
potassi) i el carboni dels compostos organics, en medi acid, amb posterior
determinacié del reactiu dicromat sobrant per volumetria (de retrocés) o per
colorimetria. Pel procés quantitatiu es considera que el niumero d’oxidacié mitja del C
dels compostos organics del sol val zero (es considera que es comporta com un hidrat
de carboni O/H=2) i la reaccié d‘oxidacido-reduccié (forma idnica) corresponent al
tractament de la mostra és:

2 Cr;07% (aq) + 3 Corganic(s) + 16 H*(aq) 2 4 Cr’* (aq) + 3 CO; (aq) + 8 H20 ¢

Respecte del sistema de quantificacié, la determinacié volumétrica es basa en la
segilent reaccié redox de I'excés de l'oxidant amb sal de Fe?* (habitualment sal de
Mhor, Fe(NH4)2(SO4)26H20)

Cr207 2-(aq) + Fe2+(aq) + 14 H+(aq) 22 Cr3+ (aq) + 6 Fe3+ (aq) + 7 Hzo 0

Com a indicador primer es va proposar la difenilamina (E°=0,76 V) junt amb H3PO,,
NaF o HF per millorar el punt final. També s'utilitza la o-fenantrolina (E°=1,06 V) amb
o sense Hs3;PO, pel valor més alt i més adequat de potencial i N-fenil antranilic
(E°=1,08 V). El métode de quantificacié colorimétrica, si bé requereix una filtracié o
centrifugacié prévia, es pot portar a terme amb un autoanalitzador. Es basa en la
mesura de I’Absorbancia a 600 nm del color verd degut a la concentracié de I'id
Cr’*aq) present i la calibracié es fa amb patrons de glucosa.

L'aspecte més controvertit i més estudiat d’aquest metode és el procés oxidatiu de la
MO en el tractament de la mostra, donada la variabilitat de factors experimentals que
condicionen el grau d’oxidacié del carboni organic del sol i les possibles interferéncies
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de compostos amb caracter oxidant o reductor que poden estar presents en les
mostres de sol. Cal també tenir en compte els problemes derivats de I'assumpcié d’un
grau d’oxidacié en mitjana del C en la MO (Nelson i Sommers, 1982, Jackson, 1982;
Safia, 1985). Com a solucié oxidant s’utilitza I'anomenada barreja sulfocromica de
dicromat potassic i acid sulfuric (les concentracions més habituals sén 0,16-0,35 N en
K>Cr,O7 i 15-25 N en H,S0,4) i també pot ser d’acid cromic. El métode original de
Schollenberger del 1927 ha derivat en multiples variants posteriors, especialment en
les condicions de la digestié com resumeix la Taula 5.1.

Taula 5.1. Principals caracteristiques de les diferents métodes d’analisi del carboni oxidable en
sols (elaboraci6 propia a partir de Nelson i Sommers, 1982).

Concentracié (N) dels Condicions experimentals
. \ reactius en la digestio del tractament de mostra
Referencia del metode
chr207 H2S04 H3PO4
Schollenberger (1927) 0.350 36.0 1750°C (pOC temps)
Tyurin (1931) 0.400 18.0 155-170°C
Walkley-Black (1934) 30 min sense escalfar (T del
0,330 25,0 calor diluci6=120°C)
Anne (1945) 0.160 220 T d’ebullicié (depén de la
concentracio de I'acid) i temps
Tinsley (1950) 0,400 15.0 9,0 entre 20 min-2 hores
Kalembasa-Jenkinson (1973) 0,200 18.0 50
Nelson-Sommers (1975) 0.400 216 30 min a 150°C amb reflux
Mebius modificat (1975) 0.200 216 30 min a 150°C amb reflux
’ !
Yeomans (1988) 30 min a 150°C en tubs
0,200 21,6 Kieldhal
Mebius modificat jeldha

Aguestes variants metodologiques, posteriors al metode original, demostraren la
importancia del temps i temperatura, a la que es manté en contacte el sol i la barreja
sulfocromica, en l'extensié de |‘oxidacid i per tant en el resultat i es va posar de
manifest la necessitat d’estandarditzar aquestes condicions. Walkley i Black (1934)
recomanaren no fer aportacido de calor externa, considerant que la temperatura a la
gue s'arriba pel propi escalfament de la mostra, degut a la calor de dilucié de |'acid
sulfuric, podria ser suficient per oxidar el C organic. Posteriors treballs demostraren
que es necessita aplicar un cert temps i temperatura d’escalfament per aconseguir
I'oxidacié complerta (tenint com a limitacié que el dicromat es descomposa per sobre
1500C). Actualment es considera que existeixen dues variants metodologiques
importants: la que realitza la reaccié redox sense aportacié de calor i per tant no
assegura que tot el C organic present en el sol sigui oxidat, i la que aplica condicions
més drastiques amb calor externa i on totes les formes de C organic son oxidades. En
la primera de les opcions (coneguda com a Walkley-Black) es necessita d’'un factor de
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correccio anomenat factor de recuperacié que converteix el valor experimental de C
oxidable en C organic; en la segona no necessitem aplicar cap factor de recuperacio ja
gue existeix correspondéncia entre el C-oxidable i els valors de C-total per via seca o
bé humida (Nelson i Sommers, 1982).

El valor del factor de recuperacié derivat de l'aplicacié6 del métode Walkley-Black ha
estat també objecte de molts estudis. En els primers treballs experimentals del
metode (Walkley i Black, 1934; Walkley, 1935) es va trobar com a mitjana, per un
grup de 20 sols, una recuperacié del 76 %-77 % i aquests autors van proposar com a
valor de factor de recuperacié el de 1,32-1,30. Estudis posteriors aportaren resultats
molt variables pel grau d’‘oxidacié del carboni en aquestes condicions. D’acord als
resultats de diferents treballs (Taula 5.2) per un sol individual el factor de recuperacio
pot oscil-lar entre 1,09-2,27 i en mitjana, per un grup de sols, entre 1,19-1,33.

Taula 5.2. Valors pel factor de recuperacié del C organic seguint metode de Walkley-Black
(Nelson i Sommers, 1982).

Referéncia del métode Numero Recuperacid Factor de
de sols de C organic (%) recuperacio
estudiats interval mitjana

Allison (1960) 63-86 1,16-1,59
Bremner-Jenkinson (1960) 15 57-92 84 1,19
Richter (1973) 12 79-87 83 1,20
Nelson-Sommers (1975) 10 44-88 79 1,27
Kalembasa-Jenkinson (1973) 22 46-80 77 1,30
Orphanos (1973) 12 69-79 75 1,33

Actualment en els métodes que apliquen condicions minimes d’escalfament, que tenen
I'avantatge de ser un métode rapid i simple, s’assumeix que comporten una oxidacid
variable i que el factor de correccié mija, encara que no sigui molt fiable per un sol
individual, és valid per un conjunt de sols ja que es correspon amb els valors obtinguts
per altres vies (C-total per via seca o via humida). Nelson i Sommers (1982)
consideren que el factor de recuperacio s’ha de buscar per a cada grup de sols, pero
quan no es coneix, s’utilitza el valor de 1,30 (f=1,298 que significa un 77 % de
recuperacio). Rosell et al. (2001) consideren que el factor més usual és el de 1,33
(creiem que hauria de ser 1,32) ja que aproximadament es recupera (sense
escalfament) el 76 % del C organic total. També s’ha de tenir present que no es
considera correcta la quantificacié del C organic d’un sol per via oxidacio directa si és
important la proporcié de material molt carbonitzat. La recuperacié del C elemental és
baixa (del 2-11 % del C°) si no s’escalfa la dissolucid i els resultats, si es perllonga
I’escalfament, sén variables. En aquest sentit, la diferéncia entre el C-total i el C-
oxidable es considerada, en el treball de Macias et al. (2004) sobre el contingut en
carboni en sols de Galicia, com “black carbon” més la fraccié de C organic recalcitrant.

En la reaccié d’oxidacié del carboni s’ha de considerar la possible interferéncia dels
reductors Cl", Fe** (i també Fe®), Mn?* i S* i dels dxids de manganés (IV) oxidants
presents en les mostres de sol (Nelson i Sommers, 1982; Jackson, 1982 ; Safia, 1985,
Porta et al., 1986; Rosell et al., 2001; Macias et al., 2004). En el primer cas, les
interferéncies comportaran un error positiu (reaccions 1 i 2) i per tant valors elevats
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de C-oxidable; és en aquest sentit que, Macias et al. (2004) tenen en compte que el
valor del factor de conversid de C-oxidable a C-total, a part de la variabilitat ja
esmentada, també pot ser inferior a 1 ja que en realitat el que es determinen sén les
substancies reductores del sol.

La preséncia de clorurs s’evita si es renta el sol o bé si precipita com a AgCl, afegint
Ag,SO0ys en el reactiu de digestio. La concentracidé de Fe?* en el sol és molt baixa en
un sol ben airejat i disminueix quan s’asseca el sol i passa a Fe3*. En el cas dels dxids
de manganés es poden donar errors negatius ja que poden competir amb el dicromat
(reaccio 3).

Reaccid 1: Cr2072' (ag) T 6 CI (ag) T 14 H* (aq) 22 Cr3+ (ag) T 3 Cl, (aq) T 7 H20(|)
Reaccid 2: Cr2072- (aq) + 6 Fe2+ (aq) + 14 H* (aq) 22 Cr3+ (aq) + 6 Fe3+(aq) + 7 H20(|)

Reacci6 3: 2 MnO, (aq) + C organic (s) + 8 H+(aq) 2 CO, (9) + Mn 2+(aq) + 4 H20(|)

Altres dos punts a considerar en la metodologia son: el consum de més del 75 % del
dicromat, que baixa el potencial d'oxidacié de la barreja i pot no donar-se |‘oxidacié
completa i la grandaria de la particula de la mostra, ja que quan més fina més alt és el
resultat (Safia, 1985).

Finalment resumim en forma de Taula 5.3 comparativa les caracteristiques dels tres
protocols més utilitzats per a la determinacié del C oxidable en sols d’acord amb el
procediment de Walkley-Black.

Taula 5.3. Comparativa de les condicions experimentals de determinaciéo de C-oxidable d’acord
al métode de Walkley-Black descrits en tres referéncies bibliografiques: Espafia, 1993, Porta et
al., 1986 i Nelson i Sommers, 1982.

Espafia, 1993 Porta et al., 1986 Nelson i Sommers, 1982
Especificacions de la 0,5-2 g de sol 0,5-1 g de sol Pes equivalent a 10-25 mg C
mostra terra fina triturada pulveritzat fins<0,2 mm grandaria <0,5 mm

10 mL K2Cr207 1N

Reactius oxidacio 20 mL H,S04 96%

Condicions oxidacio sense escalfar i temps de contacte de 30 minuts
Condicions valoracié 200 mL aigua 100 mL aigua 200 mL aigua
10 mL H3PO4 conc. 10 mL H3PO4 conc. 10 mL H3PO4 conc. i filtrar
Sal de Mhor 0,25 N Sal de Mhor 0,25 N FeSO4 0,25 N
Reactius valoracio Difenilamina Ortofenantrolina Ortofenantrolina
Fer blanc Fer blanc Fer blanc
CI" : HSO4amb A92$O4 ClI" : H,SO4 amb Ag;SO4 NO
. 25 g/L 2%
Int?:(::ce):SCIes 6 % per Mn 0,1 % per Cl"al 1 %
6 % per Mn?*
Fe2+
Factor de recuperacio NO 77 %=1,29 1,30

La normativa que estableix la determinacié del C-oxidable és la 1S014235:1998 (Soil
qguality. Determination of organic carbon by sulfochromic oxidation) (Jensen et al.,
2003). Es segueix el mateix pretractament de la mostra, |'oxidacié es fa amb dicromat
i sulfaric a 135°C durant 30 minuts i la quantificacid és colorimétrica (A=585nm).
Assenyalen les possibles interferéncies del Fe?* i del CI” (recomanen que la mostra no
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contingui més de 0,7 mg de CI" per cada 2 mg de C). Pel que fa al factor de
recuperacio, per estimar el carboni organic total, s’especifica que cal multiplicar el
resultat per un factor que depén del sol i que aquest factor pot oscil-lar entre 1,7 i 2,5
per a sols agricoles. També especifica, perd, que d’acord als estudis de comparacid
entre el C-oxidable i els valors de C-total (obtinguts amb la ISO010694:1995) el 95 %
del carboni organic és oxidat (Jensen et al., 2003).

Per ultim, i tenint en compte que els métodes convencionals de laboratori presenten
una seérie de limitacions i requereixen una inversido en temps i treball i a més a més,
problemes lligats a la presa de mostra i a variabilitat espacial i temporal, volem fer
esment de les noves técniques per carboni en sols de mesura in situ. Aquestes
tecniques representen avantatges respecte de les analitiques: més rapides i menys
costoses i redueixen error de presa de mostra i de laboratori i permeten determinar
arees més grans, i de forma més repetitiva i seqliencial. En primer lloc cal dir que a
través de Near-Infrared Spectroscopy (NIRS) s’han obtingut bones prediccions que
permeten treballar en un futur en la mesura directa al camp amb un sensor portatil.
Per altra banda, so6n importants els avencos en Laser Induced Breakdown
Spectroscopy (LIBS) i en Inelastic Neutron Scattering (INS). La primera técnica que
s’esta aplicant per determinar metalls, N i C-total en sols es basa en espectroscopia
atomica d’emissié ja que es sotmet la mostra a un laser intens que emet llum
caracteristica dels elements que composen la mostra. Per la segona técnica s’obté en
I'espectre de raigs gamma de la mostra de sol un pic caracteristic de I'atom de C amb
intensitat relacionada amb la concentracié (Gehl i Rice, 2007).

En mostres de residus organics la determinacié de C organic contempla també la
doble via esmentada per mostres de sols ja que historicament la metodologia analitica
es va desenvolupar posteriorment. Tanmateix, d’acord amb Safia (1985), (autor d'un
dels primers treballs sobre la metodologia analitica associada a la caracteritzacié de la
fraccié organica de fangs de depuradora) |'extrapolacié dels métodes d’analisi de MO
en sols als residus organics ha de tenir en compte una série de limitacions. Pel que fa
a la determinacio de C per via seca destaca com a inconvenient el baix pes de mostra
que pugui representar un material tan heterogeni i una incompleta descomposicio dels
carbonats protegits per la MO. Pel que fa als principals factors que afecten 'oxidacio
humida del C en sodls i en fangs en comparacié amb la via seca detalla tres factors:

a. L'oxidacio incomplerta del C deguda al grau d’aromatitzacié dels compostos
que formen la MO (relaci6 C/H) que dependra de l'origen i del seu estat
d’evolucio; aixi un alt contingut de N organic, especialment en fangs de
digestié aerobica, comporta gran resisténcia a |'oxidacié complerta.

b. La preséncia de compostos (o ions reductors) de manganeés, ferro o sofre. En
fangs el Mn es troba en poca quantitat i el Fe es presenta en forma de Fe3*. En
fangs de digesti®é anaerdbica el nivell de S total (S?-, SO, o bé formes
reduides com S°, S,05% S,06% (que passen facilment a sulfat en |'estabilitzacié
aerobica o en l'assecat en eres) és del 1,51 % en mitjana i la fraccié que pot
interferir (S%) és poc important.

c. Grau d’oxidacié inicial (relacié6 O/H o C/0). Si el compost oxidat es pobre en
oxigen els errors son per excés ja que igual quantitat de dicromat oxida menys
C i si és ric en oxigen els errors son per defecte. El métode de calcul establert
pot ser valid per substancies naturals complexes on aquests errors es
compensen, pero no per substancies o grups definits de substancies.
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A causa d'aquestes limitacions i com a alternativa, és freqient determinar el contingut
de MO en residus organics per gravimetria indirecta (mesura de la perdua de pes de la
mostra calcinada a una temperatura d’entre 470-560°C) i fer la conversié a C organic
a través d'un factor. De la mateixa manera que en mostres de sols, existeix
bibliografia sobre la variabilitat dels factors que correlacionen els valors de C-total
amb C-oxidable i de MO amb C-organic per grups de mostres que s’utilitzen com a
adobs organics (Navarro et al., 1991 i 1993; Huerta et al., 2010).

La determinacié normalitzada de carboni organic total en mostres de residus organics
es descriu a la norma és UNE-EN13137:2002 (Caracterizacion de residuos.
Determinacion de carbono organico total (TOC) en residuos, lodos y sedimentds). Es
determina el contingut de C-total per combustié a una temperatura que pot oscil-lar
entre 900°C-1500°C i on poden utilitzar-se catalitzadors i/o modificadors per
assegurar la combustid completa. Per obtenir el valor de C organic proposen dos
procediments: I'anomenat A indirecte (per diferencia entre CT i CI) i el B directe (amb
pretractament amb acid inorganic no oxidant) i deixa obert el sistema instrumental de
quantificacio: IR, gravimetria, culombimetria, conductimetria, i deteccié per
conductivitat térmica o ionitzacié de flama després de la reduccié del CO, a CHy. El
procediment B pot donar resultats erronis si en l|‘acidificaci6 es donen reaccions
laterals o desprenen substancies volatils. Per altra banda, per obtenir resultats
reproduibles es requereix de molta experiéncia en el pretractament.

Finalment hem de fer referéncia als resultats dels diferents grups d’estudi que, a nivell
europeu, varen treballar sobre la normalitzacié de métodes d’analisi de sols i residus
organics englobats com a Projecte Horizontal. Respecte de la determinacié de Carboni
organic es va treballar amb I'objectiu d’ampliacié de la norma UNE-EN13137:2002 en
una sola normativa aplicable tant a mostres de residus com de sols (Jensen et al.,
2003). D’acord a l'informe final del projecte, les variacions introduides a la norma
EN13137:2002 son poques, pero cal destacar que els obtinguts pel procediment B
(métode directe) no es poden considerar fiables excepte pels laboratoris que tinguin
molta experiéncia i pels que recomana disposar d’'un procediment automatitzat de
pretractament de mostra (Horizontal, 2007).

5.1.2 Meétodes d’analisi de Nitrogen aminoacidic

En I’'analisi d’aminoacids (AA) en el sol s’ha de diferenciar els continguts de AA-lliures i
dels AA-totals; aixi es contemplen dos tipus de tractament de mostra, una extraccid
pels AA-lliures i una hidrolisi pels AA-totals i un procés analeg de quantificacié per a
les dues fraccions. Els AA lliures s’analitzen després d'un procés d’extraccié amb una
sal de Ba®* o de NH," gue interaccionen amb l’associacio AA-argila. Per a analitzar el N
proteic, les condicions de la hidrolisi no han estat estandarditzades i les variables son:
tipus i concentracié de l'acid, temps i temperatura, relacié volum acid/pes de sol i
pretractament. Les condicions generals sén: HClI 6 M a 110 °C, durant 6-24 hores i es
pot realitzar amb diversos sistemes (reflux, tubs tancats i microones). Cal tenir en
compte que aquest procés afecta a alguns AA; aixi GIn i Asn es recuperen com a Glu i
Asp, el Trp es destrueixen, la Met pot oxidar-se i Tyr, Ser i Thr presenten
recuperacions baixes (Stevenson, 1982; Kégel-Knabner, 2006).

Respecte dels sistemes de quantificacid, els métodes classics es basen en la reaccié
colorimetrica de la ninhidrina (i el resultat és el N aminoacidic) i els que permeten una
separacio i identificacié dels diferents AA (cromatografia en capa fina, ionica i HPLC i
cromatografia de gasos) (Stevenson, 1982). EI métode més usual d’analisi
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cromatografica d’AA és HPLC amb derivatitzacié (habitualment precolumna) ja que
només els AA aromatics tenen absorcié a I'UV. A través de la reaccid de derivatitzacio
es sintetitzen els derivats apolars que es poden separar en columnes de fase reversa
amb eluents d’apolaritat creixent. Les principals reaccions de derivatitzacié son cinc:
amb el clorur de 1-dimetilaminonaftale-5-sulfonil (clorur de dansil), amb o-ftaldehid
(OPA) i 2-mercaptoetanol, amb fenilisotiocianat (P.I.T.C , reactiu de Edman), amb 9-
fluorenilmetilcloroformiat (F.M.O0.C.) i amb 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil
carbamat (AQC) i les caracteristiques dels respectius métodes cromatografics
associats es resumeixen en la Taula 5.4 (LLiberia, 1996).

Taula 5.4. Resum de les caracteristiques dels principals métodes d’analisi d’aminoacids en sols

per HPLC (LLiberia, 1996).

Métode 1 2 3 4 5
Reactiu derivatitzant DANS/DABS OPA PITC FMOC AQC
pH Tampo bicarbonat Tampd borat Tampo borat | Tampd borat
o) reaccio 8-10 9,5 8-8,5 8,8
8
xS Temps | 35-60 min 35-50 min Llarg i 1 minut 1 minut
o reaccio laborids
Columna | C8 C18 C8 C18 C8 C18 C8 C18 C18
UV 254 nm Fluorescencia | UV 254 UV 254 nm UV 248 nm
nm
VIS 425 nm rex = 340 Fluorescencia | Fluorescéncia
nmiiem =
Fluorescéncia 455 nm rex = 265 rex = 250
&= Deteccid nmiiem = nmiiem =
© Aex =250 nm i EESE s?nyal 310 nm 395 nm
81 de I'excés de
© Lem = 470 nm reactiu Senyal de I’ | Hidrolisi de
g excés de I'excés de
5 Quimioluminiscéncia reactiu reactiu
. Sensibles llum/més Poc estables Estables Molt estables | Estables una
Derivats
estables setmana
Temps Alt/més baix i millor | 35-50 min Curt 12
separacio | resolucio min
Sensibilitat Sensibilitat AA Sensibilitat Sensibilitat
alta/baixa alta Unics , primaris i alta alta
Altres perd només secundaris
Pot formar-se més AA primaris AA primaris i | AA primaris i
d’un derivat secundaris secundaris

DANS/DABS, clorur de 1-dimetilaminonaftale-5-sulfonil; OPA, o-ftaldehid ; PITC fenilisotiocianat (reactiu de
Edman); FMOC, 9-fluorenilmetilcloroformiat; AQC, 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamat.

5.1.3 Métodes de determinacié6 de Carbohidrats totals i Carbohidrats
extractables
L'analisi dels carbohidrats totals del sO0l comporta una hidrolisi drastica dels

polisacarids i d‘altres polimers per alliberar les unitats components i posterior
quantificaci6 amb o sense separacié dels monomers. El contingut en carbohidrats
extractables determina només una fraccidé del contingut total, les formes solubles i
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suposa el tractament de la mostra de sol amb un extractant suau. La quantificacio del
contingut en monosacarids de I'hidrolitzat o de I’'extracte proporciona el contingut en
carbohidrats i amb la separacié, que requereix d’una metodologia instrumental
cromatografica, s'obté a més el perfil de la composicié en monosacarids.

Pel que fa a la determinacié dels carbohidrats totals, per la hidrolisi el reactiu acid
més ampliament utilitzat és el H,S0,. Les condicions experimentals de concentracié de
I'acid, temps i temperatura i sistema de realitzacié sén importants de cara a controlar
el grau hidrolisi desitjat i per aquest motiu s’han de seleccionar amb cura. El criteri de
maxima efectivitat s’ha de fer compatible amb el de minima degradaci6 ja que a I’'hora
de realitzar el tractament acid i en calent durant un temps prolongat s’ha de tenir
present que l'estabilitat dels monosacarids és: hexoses > desoxihexoses> pentoses>
acids uronics (Cheshire, 1979). Per a la hidrolisi dels components cel-lulosics es
requereix una concentracié més elevada d’acid i unes condicions més drastiques que
per a la descomposicié de les hemicel-luloses; aixi si es sotmet la mostra a unes
condicions d’hidrolisi més suaus amb acid diluit es pot tenir una estimacié dels
carbohidrats no cel-luldsics, que correspon a polisacarids vegetals no estructurals i a
microbians extracel-lulars.

La hidrolisi més efectiva per sucres neutres és la proposada per Oades (1970) que
consta de tres etapes: la primera amb H,S0,4 2,5 M (20 minuts) que hidrolitza els més
facilment hidrolitzables, la segona amb H,SO, 12 M en fred i la tercera rebaixant la
concentracio a 0,5M i en calent. Per a les determinacions de rutina n’hi ha, pero prou
amb el procediment que inclou només les dos Ultimes etapes. Aixi el métode més
usual de referéncia és el métode proposat per Cheshire (Cheshire i Mundie, 1966;
Cheshire 1979) com a optim per maxima efectivitat i estabilitat (encara que subestima
pentoses i desoxihexoses); conté dues fases, una primera de predigestio o extraccio a
temperatura ambient amb H,SO4 12 M durant 16 hores i una segona fase d'hidrolisi a
reflux a 100°C amb H,S0O,4 0,5 M durant 5 hores.

Cal afegir aqui que del control de les condicions experimentals s’han establert
protocols d’hidrolisi parcial dels polisacarids; aixi, amb una gradacié de la forca dels
reactius hidrolitics es poden obtenir fraccions dels polisacarids presents al sol el
resultat de les quals s’ha relacionat amb els diferents tipus de polisacarids. En aquest
sentit es diferencien els carbohidrats no cel-lulosics (els que s’obtenen amb la hidrolisi
amb H,S0, 2,5 M dels cel-lulolitics (amb el doble tractament H,SO, 12 M +
H,S04 0,5 M) (Chantigny i Angers, 2008) o bé cristal-lins i no cristal-lins d’acord a
Kogel-Knabner (1995).

Com a modificacions posteriors al metode de referéncia trobem la de Piccolo et al.
(1996) que proposen eliminar la predigestié amb sulfuric concentrat, perquée causa
degradacié de monosacarids i faciliten la realitzacié substituint el reflux per |'agitacio, i
la més recent de Martens i Loeffelmann (2002). Aquests autors qlestionen el metode
de referéncia tenint en compte que les millores dels meétodes de quantificacié
instrumentals actuals, especialment de la cromatografia ionica, permeten avaluar el
grau d’efectivitat de la hidrolisi; proposen H,SO4 concentrat 18 M durant 15-30 min i
una segona fase d’hidrolisi en autoclau H,SO4 1-1,5 M i obtenen una recuperacié que
oscil-la entre el 82-97 % amb cel-lulosa pura i amb mostres de plantes i sol.

El tractament posterior de I'hidrolitzat comporta eliminacié de |'acid per precipitacio
com a BaS0O,4 (amb hidroxid o carbonat), la separacio del precipitat i la neutralitzacid
final. S'ha de rentar el precipitat amb aigua calenta o amb acid acetic diluit per
aconseguir millor recuperacioé de sucres coprecipitats. Els punts critics d’aquest pas és
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que el color dels extractes no és eliminat del tot i que alguns sucres és perden en el
precipitat. Alternativament s’ha proposat I'eliminacio de les interferéncies amb resines
de bescanvi on es poden eluir separadament sucres neutres d’acids uronics; si es fa a
través de C actiu a més |'extracte no surt colorejat (Cheshire, 1979; Stevenson, 1982)

L'acid trifluoroacétic (TFA) també va ser proposat com reactiu adient per als
polisacarids presents en el sol. El seu avantatge és el de ser més efectiu en la hidrolisi
de material no cel-lulolitic amb menys temps i concentracions més baixes que el
sulfuric mantenint condicions d’estabilitat pels monosacarids alliberats. En aquest cas
I’eliminacié és per evaporacié (Amelung et al., 1996; Rumpel i Dignac, 2006). L'acid
clorhidric també s’ha fet servir per a la hidrolisi, perd el rendiment i I'efectivitat son
inferiors als altres dos.

La determinacié de carbohidrats extractables s’'inclou en |'estudi de la fraccid més
labil dels carbohidrats i els reactius proposats com a extractants son aigua freda,
I'aigua calenta i acids o bases diluits (HClI 1 M, NaOH 0,5 M el H,S040,5 M) (Ball et al.,
1996; Puget et al., 1999; Chantigny i Angers, 2008). La determinacié de carbohidrats
solubles persegueix també la idea de substituir la determinacié de carboni de
biomassa microbiana per no fer servir fumigants i poder-ho fer a partir de mostra seca
(Sparling et al., 1998). El contingut en carbohidrats extractables en K,SO, 0,5 M
també persegueix la mateixa finalitat i és un indicador de C disponible en el sol
(DeLuca i Keeney, 1993). Aquesta determinacié deriva de la técnica d'analisi de la
biomassa per fumigacié-extraccidé ja que es pot complementar amb I‘analisi de la
composicié dels extractes de K,SO, 0,5 M en mostres fumigades i no fumigades.
Diversos autors entenen per substancies antrona-reactives (ARC) els compostos de
carboni (basicament carbohidrats) que reaccionen amb |’‘antrona un cop extrets amb
K,SO, 0,5 M; aixi el valor d'ARC en mostres fumigades menys no fumigades
representa les hexoses que s’alliberen de la lisis cel-lular (Badalucco et al., 1990 i
1992; DelLuca i Keeney, 1993; Joergensen et al., 1996).

Pel que fa a la quantificacio, els métodes colorimeétrics es basen en I'accié dels acids
concentrats sobre els sucres que donen lloc a la formacié de components heterociclics
com furfurals (a partir d'hexosa) i hidroximetilfurfurals (a partir de pentosa). Aquests
reaccionen amb diferents substancies aromatiques i donen productes colorejats. En
general tenen l|'avantatge de ser meétodes rapids i simples tot i que requereixen
condicions experimentals determinades i control temps de reaccié i de l'acid per
obtenir resultats reproduibles i el principal desavantatge és que sén poc especifics i
que la intensitat de color pot ser diferent entre els diferents compostos (Stevenson,
1982).

Existeixen diferents reaccions colorimétriques per a la determinacid de sucres totals o
bé de grups especifics com pentoses, hexoses, acids uronics o bé sucres reductors
(Cheshire, 1979). El més utilitzats en I'analisi de carbohidrats totals del sol sén el de
fenol (Dubois et al., 1956) i el de antrona (Brink et al., 1960). Amb el fenol i acid
sulfuric a altes temperatures reaccionen els monosacarids (hexoses, pentoses i metil
derivats i acids uronics), per donar compostos colorejats grocs que presenten maxim
d’Absorbancia a 480-490 nm. El reactiu és estable, el color permanent i requereix poc
control de les condicions experimentals (Dubois et al., 1956; Cheshire, 1979).

Amb el reactiu antrona o antracenona (9,10 dihidro-9-oxoantracé) i en medi sulfuric i
en calent reaccionen les metilpentoses, hexoses i 6-desoxihexoses per donar
complexos de color verd 620-630 nm. Les pentoses donen coloracions més febles
(absorbeixen sobre 590-626 nm), els acids urdnics donen coloracié vermella
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(absorbeixen sobre 540-550 nm) i no quantifica aminosucres (Brink et al., 1960;
Cheshire, 1979). Un dels problemes de |'antrona és la importancia de la temperatura i
temps de la reaccid per obtenir resultats reproduibles (Doutre et al., 1978).

Altres reaccions colorimétriques proposades per a la quantificaci6 de sucres sén:
orcinol (3,5-dihidroxitolué), acid cromotropic per avaluar hexoses, orcinol-FeCls i
anilina per pentoses, carbazol per acids uronics, acid disodic bicinclonininc (BCA)
especific pel Cu®* i ferricianur o el reactiu de Fehling per sucres reductors (Cheshire,
1979).

Es facil trobar treballs que comparen les caracteristiques de les diferents reaccions
colorimeétriques i que posen de manifest les seves deficiencies fent la comparacié amb
resultats obtinguts amb els primers meétodes instrumentals (Doutre et al., 1978;
Martens i Frankenberger, 1990; Deng i Tabatabai, 1994; Piccolo, 1996). En aquest
sentit i malgrat els estudis que alerten de les deficiencies de la reaccié colorimeétrica
de l'antrona (que pot arribar a comportar que el contingut en carbohidrats totals sigui
de l'ordre del 150 % dels resultats experimentals obtinguts amb aquest procediment)
cal esmentar que per diferents autors és un reactiu colorimeétric adequat; en aquest
sentit afirmen que aquest metode proporciona un bon index relatiu sobre el contingut
total de carbohidrats en diferents tipus de sols (Cheshire, 1979; Stevenson, 1982;
Grandy et al., 2000).

Per técniques cromatografiques es poden identificar i quantificar els monosacarids
que formen part dels polisacarids presents en el sol i a més es pot donar un resultat
més fiable de carbohidrats totals. Inicialment es va fer per cromatografia en paper,
pero actualment es pot fer per HPLC , ionica i per cromatografia de gasos. En aquest
cas es necessari primer realitzar la reaccié de derivatitzacié per fer-los volatils en
forma de metil, trimetilsilils o acetil esters (Oades et al., 1970; Stevenson, 1982;
Amelung i Cheshire, 1996; Rumpel i Dignac, 2006). A pesar de ser molt sensible i
especifica la determinacié per cromatografia de gasos és llarga i s’han desenvolupat
metodes més rapids per HPLC o cromatografia idnica (HPAEC) (Angers i Nadeau,
1988; Martens i Frankerberger, 1991; Chantigny i Angers, 2008).

5.1.4 Meétodes de determinacio de les activitats enzimatiques B-glucosidasa i
B-galactosidasa

Per a la determinacid de les activitats enzimatiques B-glucosidasa i B-galactosidasa en
soOls hi ha basicament dos gran vies: i) la determinacié colorimétrica del producte de la
hidrolisi de paranitrofenilglucosids o bé de hidroximetilfenilglucosids, i ii) la
determinacio fluorimeétrica del producte de la hidrolisi del 4-metillumbelliferilglucosid.

Els substrat orto- i para- nitrofenilglucosids (pNG) van ser un dels primers substrats
proposats i, tot i que inicialment els principals problemes metodologics es trobaven en
la extraccié adequada del para-nitrofenol format, és el substrat més ampliament
utilitzat en la actualitat i el que desenvolupem més en detall a continuacid.

Hayano (1973) proposa un métode acurat i simple de |I'assaig enzimatic a través de la
quantificacio del paranitrofenol (pNF). Les condicions d’aquest métode s6n: 0,5 g de
mostra humida, incubacié 1 hora a 30°C amb tolué a pH 4,8 (tampd fosfat-citric) i
extraccié del pNF amb etanol. Aquest autor comprova l'estabilitat del substrat en les
condicions proposades de pH 10 (tampo6 TRIS 2 M) durant 6 hores i que en canvi amb
NaOH es ddéna hidrolisi del substrat.
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Saratchandra i Perrott (1984) també estudien parametres d’ajust del métode amb el
mateix substrat juntament amb caracteristiques cinetiques. Proposen, pero, dietileter
com a extractant, utilitzen TCA per parar la reaccid i curiosament preparen els patrons
amb sol.

Partint de treballs anteriors sobre la mesura de l'activitat amb pNG, Eivazi i Tabatabai
(1988) proposen una metodologia més practica que millora i simplifica I'extraccié del
pNF. Estudien l'assaig de les 4 activitats amb els respectius substrats en les condicions
seglients: 1 g de sol, amb tolug, tampoé MUB de pH 6, incubacié d’una hora a 37°C,
extraccié amb tampd THAM de pH 12 i filtracidé previ afegit de CaCl, 0,5 M i lectura a
400 nm (fent si cal la diluci6 amb THAM 0,1 M pH 10). Per les condicions de la
calibracié remeten a les de l'activitat fosfatasica (Browman i Tabatabai, 1978) i
recomanen controls afegint el substrat just abans de filtrar. Conclouen que el metode
és adequat ja que en tots els casos es compleix la cinética de Michaelis-Menten, el
resultat és millor el p-nitrofenil-D-glucosid que el o-nitrofenil-D-glucosid i la precisid és
molt bona (CV varia entre 0,8-3 % depenent del sol).

Altres modificacions posteriors d’aquest metode per a la determinacio de l'activitat B-
glucosidasa deriven d’aspectes estudiants per l'activitat fosfatasica ja que utilitza
substrat similar. En primer lloc s’'ha d’esmentar la recomanacié de fer la recta de
calibracié amb sol d’acord amb els estudis de Vourinen (1993). En segon lloc, tenim
aquesta i d‘altres modificacions, introduides per Trasar-Cepeda et al. (1985 i 2000b)
fruit del seu extensiu treball sobre activitats enzimatiques en sols gallecs que resumim
a continuacié:

> Pes de la mostra de sol: descriuen |'assaig per 1,5 g de sol, perd de mostra
humida i sense utilitzar tolue.

> pH optim: descriuen |'assaig amb incubacions a pH 5, valor de pH optim (tot i
que l'activitat no es molt diferent de pH 6).

> Ajust de pH: proposen un assaig previ per veure si la mostra de sol manté o
desplaga el pH del tampd; si hi és, fan un ajust de pH a través de l'estudi de la
corba de neutralitzacié de la mostra de sol. Aquesta variant es fruit de
comprovar que en sols rics en MO amb fort poder amortidor, la dissolucid
tampd no aconsegueix portar la suspensié al pH de la reaccié enzimatica.

» Concentracié de CaCl,: descriuen |'assaig utilitzant el reactiu de concentracio
de 2 M i no 0,5 M. La funcié d’aquest reactiu és la de prevenir la dispersio de
las argiles i per a disminuir I'extracci6 de matéria organica del sol a |'afegir
solucié extractant de pH basic i comproven que aquesta concentracié és
insuficient per evitar la coloraci6 marré de l'extracte degut a la matéria
organica (Saa et al., 1993).

> Sistema de calibracié: treballen amb un rang de concentracions 0-200 ug de p-
nitrofenol i adverteixen de la necessitat d’elaborar una recta de calibracié per a
cada tipus de mostra de sol, la qual cosa suposa fer, paral-lelament a la
incubacié de les mostres i controls, la incubacié també de patrons amb sol.
Aguest és el procediment proposat por Vuorinen (1993) per a les activitats
fosfatasica, B-glucosidasa i arilsulfatasa (activitats que utilitzen un derivat del
p-nitrofenol com a substrat) donat que els sols tenen capacitat d’adsorbir
aquest reactiu. Aquest autor detecta gran diferéncia segons diferents tipus de
calibracié per l'activitat fosfatasica.
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Algunes d’aquestes modificacions sén les que estudiem en la tesi en l'apartat de
posada a punt del metode per els nostres sols (apartat 5.5.2.1 ) i apareixen publicats
a Jiménez i Bonmati (2003). Cal afegir que és poc freqlient trobar a la bibliografia la
incorporacié d’aquestes modificacions com a metodologia.

Com a altre procediment colorimetric, per la B-glucosidasa també s’ha proposat la
incubacié amb salicina (2-hidroximetil-fenil-p-D-glucopiranosido) (3h a 37°C a pH 6,2)
i quantificacié del saligenol (2-hidroxibenzilalcohol) format (Skujins, 1978); aquest
métode es coneix com a métode de Hoffmann i es descriu a Alef i Nannipieri (1995).

La segona via, alternativa als meétodes anteriorment descrits, es la del meétode
fluorimeétric o sistema Florimetric Microplat per determinar molts enzims a la vegada i
en moltes mostres de sol; els principis deriven de la mesura en sistemes aquatics i és
automatic. Marx et al. (2001) comparen la nova técnica amb les classiques que
alliberen pNF per 10 activitats. El substrat és un conjugat del compost altament
fluorescent 4-metillumbelliferona (MUB) i 7-amino-4-metilcoumarin (AMC) i té
I'avantatge que permet la determinacié directa, sense extraccié ni purificacié. El
treball de Vepsélainen et al. (2001) és un exemple d‘aplicaci6 d'aquest test
multienzimatic i Martinez-Ifligo et al. (2003) proposen aquesta técnica per a la
determinacié de la B-galactosidasa, perd amb el sistema classic d’incubacio.

Respecte de la incidéncia del pretractament de la mostra, es a dir fer |'assaig a partir
de mostra humida, assecada o rehidratada aixi com les condicions

d’'emmagatzematge, en remetem al recull bibliografic (Eivazi i Tabatabai, 1990;
Bandick i Dick, 1999; Hinojosa et al., 2004; Zornoza et al., 2006) inclos en el capitol
d’introduccio.

5.2 OBIJECTIUS
Els objectius especifics d’aquest de |’ objectiu general D (capitol 1) i son:

1r. Posar a punt el métode d’analisi de carboni organic per combustié en
mostres de sol-fang amb l'instrumental SHIMADZU TOC-V CSH/CSN amb el
modul de mostra solida SSM-5000A.

2n. Contrastar els resultats de carboni organic en les mostres de sol-fang de
les experiéncies de lisimetres i parcel-les obtinguts a través del métode de
combustié i els resultats que disposem obtinguts pel métode d’oxidacio.

3r. Estudiar el meétode de determinacié de les activitats enzimatiques B-
glucosidasa i B-galactosidasa descrit per Eivazi i Tabatabai (1988) per tal
d’elaborar un protocol detallat de I'assaig enzimatic atenent a la incidéncia de
les modificacions proposades per Vuorinen (1993) i Trasar-Cepeda et al. (1985
i 2000b) per les mostres de sols naturals i de sol-fang de les experiéncies de
lisimetres i parcel-les.

5.3 MATERIALS

Les mostres per les que es posen a punt i s‘apliquen els métodes descrits son les de
les experiéncies de sols naturals (capitol 3) i les de les dues experiéncies d’aplicacié de
fangs (capitol 4) en lisimetres (42 mostres) i en parcel-les (16 mostres).
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5.4 METODES: SELECCIO I CARACTERISTIQUES

5.4.1 Carboni organic

Tal com es despren dels objectius s’ha fet servir doble metodologia per Ia
determinacié del carboni organic en les mostres. Concretament, s'ha fet la
determinacié del carboni organic per combustido i la determinacid del C-oxidable
d’acord amb el metode Walkley-Black. En aquest apartat descrivim el criteri seguit per
a la tria de la metodologia emprada aixi com les seves principals caracteristiques; les
metodologies analitiques dels procediments es detallen en I'annex.

54.1.1 Carboni organic per combustio

La seleccid de la metodologia per a la determinacié del carboni organic per combustio
va venir condicionada per les caracteristiques de l'instrumental disponible a la Unitat
d’Analisi de I’'Escola Superior d’Agricultura de Barcelona.

Concretament varem disposar de l'‘aparell SHIMADZU TOC-V CSH/CSN amb el

modul de mostra solida SSM-5000A. Aquest modul per analisi de mostres solides,
permet la doble quantificacié del CT i el CI en forns independents per trobar
I'anomenat carboni organic total. Degut a qué no s’havia fet servir fins aleshores, es
va haver de fer la posada a punt de la metodologia analitica, estudi que forma part de
la tesi.

La seleccid de la metodologia la varem fer a través de la informacié del manual de
I'aparell, junt a publicacions técniques de la casa comercial i de les normatives oficials.

A partir d'aquesta informacio i dels resultats d’'unes primeres proves preliminars es
van fixar les segilents caracteristiques metodologiques:

» Condicions de la combustid:

Temperatura de 900°C i sense I'addicié de reactius; es va descartar treballar a
una temperatura més elevada per tal d’evitar el desgast de I'aparell i també es
va descartar el consum de reactius.

> Procediment:

Determinacié del C organic per diferéncia entre CT i CI; es va descartar la
metodologia de pretratament acid ja que va resultar més llarg i de dificil
reproductibilitat.

> Grandaria de particula:

Analisi a partir de mostra assecada a l|'aire, molturada i tamisada fins a
0,250 mm; es va descartar treballar amb una grandaria inferior per dificultats
practiques en aconseguir-la.

Respecte de la temperatura de combustié, el manual (SHIMATZU, 2001) considera
que la temperatura del forn de 900°C és suficient per a una combustiéo completa, tot i
que adverteix que per mostres amb carbonats de dificil (lenta o incompleta)
descomposicié pot caldre pujar-la fins a 980°C. Respecte de |'Us de reactius per
accelerar la combustio o la descomposicio térmica, recomanen |'addicié de WOs o V5,05,
Per altra banda, pero, d'acord amb els resultats de les publicacions técniques de la
casa comercial (SHIMADZU) el treball a 900°C amb i sense la utilitzacié d’additius

223



5. Metodologia Analitica Associada als Parametres Estudiats: Métodes

(WOs o V,05) compleix els requeriments de recuperacid i aproven el comportament de
I'instrumental respecte de la normativa EN-13137.

Respecte del procediment triat varem seguir les recomanacions de Horizontal (2007)
tenint en compte que la relacié CI/C organic en les mostres és inferior a 1/10, i per
tant la precisio i les recuperacions han de ser previsiblement bones.

Pel que fa a la grandaria de particula de les mostres, el manual recomana 0,075 mm i
la normativa oficial per sols (UNE 77321:2003) 0,250 mm.

Les caracteristiques de la metodologia emprada queden concretades en la descripcio
seguent:

Per I'analisi de CT i de CI es parteix de la fraccié de terra fina i molturada per morter
d’agata i tamisada pel sedas 0,250 mm. Ambdues determinacions es fan per duplicat
amb un pes entre 75-100 mg de mostra en una cubeta de porcellana i sense cap
additiu. Les determinacions de CT i de CI es fan a |I|aparell SHIMADZU

TOC-V CSH/CSN amb el modul de mostra solida SSM-5000A. En el cas del CT la
mostra es sotmet en un forn fins a T 900°C on arriba corrent de O, a 0,5 L/min. En el
tub de combustiéo amb la barreja catalitica de Pt i Cos04 queda garantida la conversio
completa del C a CO,. En el cas del CI s'addiciona 0,5 mL H3PO, diluit 1:2 quan la
cubeta ja esta en el port que la condueix al forn a T 200°C on els carbonats i
bicarbonats es transformen amb la corrent d’aire sintétic a 0,5 L/min. El CO, es
detecta per infraroig (NDIR, non-dispersive infrared detection). El C organic es troba
per diferéncia entre el carboni total i el carboni inorganic. La calibracié per CT es fa
amb patrons de glucosa i per CI amb patrons de Na,COs i el rang de treball es va fixar
fins a 10 mg de C. Pel calcul dels resultats el valor de C organic per cada réplica es
dedueix de la resta entre el resultat de C total i la mitjana dels resultats de les
repliques del C inorganic. La manipulaci6 de les mostres és manual i cada
determinacid requereix d'aproximadament 10 minuts.

5.4.1.2 Carboni organic a partir del C-oxidable

En el cas del C-oxidable varem triar el métode d’oxidaci6 Walkley-Black, que no
comporta escalfament de |la barreja oxidant, per ser el més usual en el nostre entorn i
alhora el més rapid i practic.

Per la determinacio de C oxidable es va seguir el métode descrit a Métodes Oficials
(Espafia, 1993). Es va partir de la fracci6 terra fina i molturada per morter d’agata. Es
pesen 500 mg de mostra i es sotmet a un procés d’oxidaci6 amb K,Cr,0; 1 N en excés
i medi acid de H,SO,4 durant un temps controlat (30 minuts). La reaccié s‘atura amb
I'addicié d’aigua destil-lada i a continuacié es quantifica el K,Cr,0, sobrant per
volumetria amb sal de Mohr 0,25 N com a reductor (fent servir difenilamina com a
indicador i H3PO,4 per adequar el punt final). El reactiu valorant es normalitza fent un
blanc. Per les interferéncies dels clorurs s’utilitza H,SO, amb Ag,S04. A I'hora dels
calculs es considera que el nimero d’oxidacié mitja del C dels compostos organics és
zero. Les determinacions es fan per triplicat. Per les mostres de sols naturals el factor
de recuperacié emprat és 1,29 d’acord amb la descripcié de Porta et al. (1986) i per
tant s'ha aplicat:

C-oxidable x 1,29 = C organic
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D’acord amb els objectius, en el cas les mostres sol-fang es va fer un estudi sobre el
comportament d’aquest factor considerant els resultats de C obtinguts per combustié i
per oxidacié (apartat 5.5.1.3).

5.4.2 Nitrogen aminoacidic

Les analisis del contingut en aminoacids totals de les mostres s’han realitzat
sotmetent-les a una hidrolisi acida i posterior quantificacié dels AA per HPLC. El procés
de quantificacié s’ha portat a terme a la Seccié de Cromatografia del Institut Quimic
de Sarria (IQS) de Barcelona. S’ha fet servir el métode de la derivatitzacid amb el
reactiu 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamat (AQC) ja que és el que s'empra
de forma habitual, en aquest centre per aquests tipus de mostres. La determinacié del
contingut en AA-lliures es va fer inicialment com a prova, perd es va desestimar la
seva realitzacidé ja que els resultats van ser molt baixos.

La técnica que hem fet servir es pot considerar fruit de diferents treballs sobre
metodologia analitica realitzats per I'equip de Cromatografia de I'IQS sobre la fraccio
nitrogenada en mostres de sols, fangs i barreges sol-fang (Borrds, 1993; Lliberia,
1996; Mejia, 2005).

La reaccié de derivatitzaci6 presenta importants millores davant altres reactius
emprats fins al moment avantatges de tipus practic i bona separacié cromatografica.
El desenvolupament del metode AQC es basa en els treballs de Cohen i Michaud
(1993) que varen sintetitzar aquest reactiu derivatitzant fluorescent i es comercialitzat
per la firma comercial Waters amb el nom de AccQ-Tag. L'equip de Cromatografia de
I'IQS en els seus treballs de posada a punt d’aquesta técnica per |'analisi d'aminoacids
en diverses matrius parteix del metode descrit per a la casa comercial Waters i estudia
algunes modificacions i millores com i) la substitucié del patré intern original (a-
aminobutiric) per Norleucina, i ii) la utilitzaci6 de columnes no convencionals que
escurcen el temps de separacié cromatografica a 11-15 minuts.

El reactiu AQC (6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamat) és un reactiu per a la
derivatitzacié precolumna dels aminoacids. El grup amino dels AA reacciona amb AQC
a pH 8,8 i forma un derivat que pot detectar-se per absorcié al UV (,=248nm) o per
fluorescéncia (A ex = 250nm i L em = 395nm).

0 o 0
0 AN NH O Vi AN NH /NH—CH—CZOH HO_ g
R—CH—C=OH || c” N | c | + N
l n e I — I &
NH, N /) N 0 /
0 o
AA AQC

NHS

Figura 5.1 Reaccidé de derivatitzacié d’aminoacids amb 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamat (AQC)
i formacié de NHS (N-hidroxisuccinimida)

Els principals avantatges d’aquesta derivatitzacio son tres:

a. Es tracta d'una reaccié molt rapida (aprox 1 minut) que es porta a terme en un
sol pas.

b. Es formen derivats estables durant una setmana.

c. No es necessari eliminar l'excés de reactiu. En aigua AQC s’hidrolitza
rapidament i dona com a productes de la reacci6 CO,, NHS (N-
hidroxisuccinimida) i AMQ (6-amino quinoleina) que no interfereixen en la
senyal de deteccio del AA.
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Figura 5.2 Reaccié d’hidrolisi de I'excés de 6-aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamat (AQC) i formacio
de AMQ (6-amino quinoleina), NHS (N-hidroxisuccinimida) i CO,

Per a l'analisi del contingut en N-aminoacidic total en mostres de barreges sol-fang
seguim el metode descrit a Mejia (2005) pel cas d'utilitzaci6 de columnes
convencionals. L'adaptacié a les mostres de sol només implica augmentar el pes de
mostra de partida de 0,5 g per fangs a 5 g. Pel que fa al procediment obviem el pas
d’escalfar el vial 10 min a 55°C per millorar la reaccié de derivatitzacié de la Lys per
considerar-ho innecessari. La Figura 5.3 mostra exemples dels cromatogrames
obtinguts i la descripcid detallada de la técnica aixi com els resultats de la composicio
en AA es presenta en |'annex.

Auto-Scaled Chromatogram

Fluomscenee
E)

Fro

=0y
MH3
] =
B

]
[ =il

Auto-Scaled Chromatogram

NH3

Auto-Scaled ChromatogrRm

=k

B
8 8 8
=
4
Fo figp
. Ser
';':'—Eall
e
St

Figura 5.3 Exemples de cromatogrames de separacié dels aminoacids en el patré i en dues mostres (ADH i
ATH) de barreges sol-fang de I'experiéncia en lisimetres.
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5.4.3 Carbohidrats totals i carbohidrats extractables

Per a la determinacid del contingut en carbohidrats totals de les mostres de sols es va
triar la doble hidrolisi amb acid sulfuric establerta per Cheshire (1979) per ser el
procediment més habitual per a estudiar la fraccié de carbohidrats totals present en el
sol, anomenats també cel-lulosics o strong-acid extractable carbohydrates (Chantigny i
Angers, 2008). Per a la determinacié de la fracciéo de carbohidrats extractables és va
optar per fer servir com a reactiu extractant el K,SO, 0,5 M seguint els estudis de
Badalucco et al. (1992) el significat dels sucres solubles lliures com a index d’activitat
microbiana. Per a la quantificacié vam fer servir el métode colorimétric de I'antrona
(Brink et al., 1960).
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0
Hydroxymethylfurfural
. HC—CH 0
Pentose le) ” “ + 3H,0 Green Colored
heat HC C-CHO . Complexes
NS
0 0
Furfural Anthrone

Figura 5.4 Reaccid colorimétrica de les hexoses i pentoses amb antrona en medi acid (Stevenson, 1982).

’

I HC————CH, C o GH,
: . O o)

- 0

Figura 5.5 Compostos proposats com a productes de la reaccié entre I'antrona i hexoses (A) o pentoses (B)
(Scherz i Bonn, 1998).

Aquest és un métode classic i, malgrat les seves mancances, hem constatat que és
ampliament utilitzat en treballs sobre carbohidrats en sols i diversos autors afirmen
que aquest metode proporciona un bon index relatiu sobre el contingut de
carbohidrats en diferents tipus de sols (Cheshire, 1979; Stevenson, 1982; Metzger et
al., 1987; Kinsbursky et al., 1989; Grandy et al., 2000; Garcia-Orenes, et al., 2005).
Per altra banda aquest métode és el que ddna lloc al que s’entén per substancies
antrona-reactives (ARC) o compostos de C (basicament carbohidrats) que reaccionen
amb l'antrona i que s’utilitza en I'analisi de la composicié dels extractes de K,S04 0,5
M en mostres fumigades i no fumigades en la técnica de determinacié de la biomassa
per fumigacio-extraccié (Badalucco et al., 1990, 1992).
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El protocol analitic que hem seguit esta descrit a I'annex i es fruit de la seva aplicacid
de diversos treballs experimentals sobre contingut en carbohidrats en sols realitzats a
I'Escola Superior d’Agricultura de Barcelona i parteix dels protocol detallat a
Kinsbursky et al. (1989). Resumim a continuacié aquest protocol:

Per a la determinaciéo de CHT en la hidrolisi es tracta la mostra de sol amb H,S0, 12 M
en fred (16 hores) i posteriorment es dilueix a 0,5 M i es manté a 100°C (5 hores).
L'hidrolitzat es filtra i es neutralitza. L'extracte dels CHE s’obté agitant la mostra amb
K,SO,4 0,5 M (relacié 1/5) (1 hora) i posterior filtracid. Per la reaccié colorimétrica els
monosacarids reaccionen amb antrona (9,10-dihidro-9-oxoantrace) al 0,1 % en calent
(amb un rigords control del temps i temperatura de reaccid) i el complex colorejat que
es forma es llegeix a A=625 nm; la calibracié es fa amb dissolucions patré de glucosa
de concentracié 0,02-0,12 mg/ml.

5.4.4 Activitats enzimatiques B-glucosidasa i B-galactosidasa

Per mesurar les activitats enzimatiques B-glucosidasa i p-galactosidasa varem triar el
metode més usual per treballs similars al nostre i és la determinacio colorimétrica del
producte de la hidrolisi de paranitrofenilglucosids. Com a protocol de referéncia vam
partir pel descrit per Tabatabai (1982) i Eivazi i Tabatabai (1988) i vam incorporant
les modificacions proposades por Trasar-Cepeda (1985, 2000b) fruit de la seva
experieéncia amb els assaigs de la p—glucosidasa i de fosfatasa en sols gallecs (veure
apartat 3.1.1.1). L'adaptacio d'aquestes modificacions a les nostres mostres és el que
estudiem en I'apartat de posada a punt del métode (apartat 5.5.2.1) per a les nostres
mostres i que apareix publicat a Jiménez i Bonmati (2003).

El métode descrit es basa en la determinacid colorimeétrica del p-nitrofenol obtingut
per l'accié de I'enzim B-glucosidasa (B—galactosidasa) després d’incubar el s6l amb el
substrat p-D-glucopiranosid (B-D-galactopiranosid). Les reaccions dels dos assaigs
enzimatics son:

OH OH
0 ot o,
(P O’<:>7“O£ | N\
— H
H
COH OH H ¥ HO@‘[‘JOZ
HO H - HO H _
H OH H OH

p-nitrofenil-F-D-glucopiranasid B-D-glucopiranosa p-nitrofenal

Figura 5.6 Reacci6 de I'assaig enzimatic de I'activitat B-glucosidasa (Alef i Nannipieri, 1995).

o
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H — HO O, OH
o] H H
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H H — —
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p-nitrofenil- -D-galactopirandsid [-D-galactopiranosa p-nitrofenal

Figura 5.7 Reaccid de 'assaig enzimatic de l'activitat B-galactosidasa.
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L'assaig enzimatic consta de la incubacié d’un pes de sol 1,5 g amb tamp6 MUB-HCI de
pH 6 i substrat 25 mM, que es manté durant 1 hora a 37°C. El p-nitrofenol obtingut
s’allibera del sol després de I'addicié de CaCl, i solucié tampd de pH 12, es separa per
filtracid i es quantifica per lectura colorimétrica a 400 nm.

Els punts d’especial interes on centrem l'estudi de la técnica i que desenvolupem en
|'apartat de resultats son:

a.

La necessitat de comprovar si el pH de la suspensié s’ajusta al pH desitjat per la
reaccié enzimatica: ajust del pH de la suspensié.

La descripcié detallada del procediment incorpora, com a punt previ, un assaig per
comprovar si la mostra de s6l manté o desplacga el pH del tampd. En aquest assaig
previ es fa una mesura del pH de la suspensido soOl-tampd-substrat per tal
d’esbrinar si es manté el pH 6 al que s’ha de fer la reaccid enzimatica. Si resulta
que la capacitat tamponant de les mostres de sol és superior a la del tampo afegit,
es a dir que no s’'ajusta al pH 6 en la suspensid, s’ha de deduir la quantitat d’acid a
partir d’'una corba de neutralitzacié que es descriu també com a un punt previ del
procediment. Aquest assaig previ i la corba de neutralitzacié (si cal) convé
realitzar-lo per cada conjunt de mostres d’una determinada experiéncia.

El tipus de calibracié necessaria: patrons amb sol.

Pel que fa a la calibracio, es modifica el metode de referéncia atenent als resultats
gue posen de manifest la capacitat dels sols d’adsorbir p-nitrofenol (Vuorinen,
1993). La quantitat del p-nitrofenol alliberada es determina a través d’una recta de
calibracié obtinguda amb patrons de p-nitrofenol en dissolucions que reprodueixen
les mateixes condicions que en la mesura de |'activitat incorporant també el sol.
Per aquest motiu la mesura de |'activitat enzimatica suposa fer paral-lelament a la
incubacié de les mostres (sol i substrat) i controls (sol sense substrat) la incubacio
també de patrons (soOls sense substrat, perd amb patrd).

5.5 RESULTATS I Discussio

5.5.1 Determinacié de carboni organic per combustio

5.5.1.1 Posada a punt del métode de determinacioé de C organic

Per a l'estudi de la posada a punt del métode i de l'instrumental es van considerar els
seglients parametres prefixats d’acord als criteris exposats a I'apartat 5.4.1.1 :

> Determinacié del contingut de CT de les mostres per combustio a la
temperatura de 900°C sense utilitzar additius.

> Determinacié del contingut de CI de les mostres per acidificaci6 amb H3PO,4
diluit (pH<2) i a la temperatura de 200°C.

> Deduccié del contingut de C organic per diferencia entre CT i CI.
> Analisi de la mostra molturada i tamisada pel sedas 0,250 mm.

» Patrons de glucosa per CT i de Na,COs; per CI.
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Els parametres estudiats en la posada a punt de la metodologia analitica per CT i CI
els presentem agrupats en tres apartats: els que deriven de l'estudi de la calibracio,
els que resulten de I'analisi d’'una mostra control de referéncia i els que deriven de
I'analisi de les mostres reals.

a. Calibracioé

Atenent al contingut esperat en carboni total del conjunt de mostres a analitzar, es va
fer un estudi de linealitat en el rang de calibracié d'interés. Es va estudiar el rang de
0-5 mg C que representa el rang més baix de treball ja que, d'acord a l'instrumental,
la resposta és lineal fins a 30 mg de C. En un primer assaig de calibracié es van
mesurar 7 patrons amb 3 repeticions i l'‘analisi de la recta de
regressiéo va permetre deduir el limit de deteccidé i de quantificacio (Miller i Miller
2000). Posteriorment es van establir, tant per C total com per C inorganic, els patrons
de calibracié adients per cadascun del conjunt de mostres. També es va controlar
|’estabilitat de la calibracié durant 7 hores de treball i la reproductibilitat de la recta de
calibracié al llarg dels mesos de treball.

b. Mostra control

A partir d'una mostra de sol de referéncia, material preparat per el control de qualitat
(MAT-SL-0205) i adquirit en el Laboratori de Preparacié de Materials pel Control de
Qualitat (Mat Control) de la Facultat de Quimica de la Universitat de Barcelona, es va
fer I'estudi de I’'exactitud del metode per a les determinacions de C total i C inorganic.
La mostra correspon a la fraccié de sol <0,090mm i la seva composicié elemental
s'indica a la Taula 5.5. D’acord a lI'informe del material la composicié en C, Hi S és el
resultat de I'analisi elemental i el C organic s’ha trobat prévia acidificacié de la mostra
amb HCI amb digestié a 80°C. El contingut en C inorganic és 0,55-0,73 % sms.

Per estudiar les caracteristiques d’exactitud i de precisi6 del métode varem fer
repliques de les analisi de C total i C inorganic d’aquesta mostra. Com a assaig previ
varem estudiar la influéncia del pes de mostra analitzant per quadruplicat pesos
d’aquest sol de: 30, 50, 75 i 100 mg.

Taula 5.5. Interval de concentracid per a la determinacié de C, Hi S en la mostra de sol control
(MAT-SL-0205). Els valors estan expressats en p/p i sms.

Parametre Valors ‘
Carboni total (%) 1,52-1,57
Carboni organic (%) 0,84-0,97
Hidrogen (%) 0,47-0,77
Sofre (%) 6,55-7,35

c. Mostres reals

Per tal d’esbrinar si els resultats obtinguts amb la mostra control de referéncia eren
extrapolables a les nostres mostres, amb algunes mostres, varem fer |'assaig de
precisié i d'influéncia del pes de mostra. També es varem estudiar la reproductibilitat
dels resultats de C-total amb I'analisi d’'una mateixa mostra en cinc dies diferents.

230



5. Metodologia Analitica Associada als Parametres Estudiats: Resultats i Discussio

5.5.1.2 Resultats i discussio de la posada a punt del metode

a. Calibracioé: linealitat i rangs
D’acord amb els continguts de Carboni total esperat en les mostres (entre 0-5 %) i
considerant com a el pes de mostra entre 50-100 mg, es va estudiar la calibracié en el
rang de 0-5 mg de C. Per a cobrir aquest rang, el pes de glucosa ha de ser inferior a
15 mg i per evitar I'error de pesada, cal fer una dissolucié de glucosa. Concretament
es va preparar una dissolucid de glucosa de 0,03 g/mL i els diferents punts de la
calibracié corresponen a addicionar a la cubeta els volums de: 0, 20,

50, 100, 200, 300 i 400 uL. A partir de I'equacié de regressid es van establir els limits
de deteccid i de quantificacié (considerant pes de mostra 70-100 mg). Els resultats de
I'estudi de linealitat amb aquest set punts i per triplicat es presenten a la Taula 5.6.

Pel que fa a la repetibilitat es va comprovar que la recta de calibracié presentava molt
poca variacid durant un temps de treball de set hores. La fluctuacié del valor del
pendent va ser de £ 0,107 i del terme independent de +4,578, valors inferiors a
I’error del pendent i del terme independent.

Taula 5.6. Resultats de I'estudi de linealitat per la determinacié de C-total.

Recta de regressio Limit de deteccio i

Limit de quantificacio

Limit de deteccidé (LD)
R?=0,9992 y=25mV ix=0,155mg C
Error tipic Sxy=5,703 LD= 0,15-0,20 % C
On:

y = area del pic (mV) entre 0-500 mV Limit de quantificacio (LQ)
x = pes de C (mg) entre 0-5 mg y=65 mV ix=0,517 mg C
LQ=0,50-0,70 % C

Per tal d'analitzar correctament el carboni total del diferents tipus de mostres varem
establir tres rangs de calibracié (Taula 5.7). Per a |'analisi de les mostres control del
soOl saulé (COS) és va calibrar amb el rang 1; per les mostres de barreges sol-fang del
soOl sauld (S) i del sol franc-arends (Fr) va calibrar amb el rang 2 i per les mostres de
sol argilés (A) i sol franc (F) es va fer servir el rang 3.

L'estudi de reproductibilitat del conjunt de les rectes de calibracié obtingudes va donar
els seglients valors com a mitjana dels pendents: 124,77, 107,62 i 103,67
respectivament pels rangs 1, 2 i 3 i com a valors de l'ordenada en l'origen 2,29, 13,94
i 20,47. Els valors extrems pel pendent van ser: 124,77 (obtingut en el rang 1) i
95,90 (obtingut en el rang 3); per I'ordenada en l'origen el valor maxim va ser de 32,0
(obtingut en el rang 3) i el minim de 2,3 (obtingut en el rang 1). El coeficient R? va
indicar linealitat molt bona i els valors extrems obtinguts van ser 0,9962-1,0000.

D’acord amb els continguts esperats de carboni inorganic en les mostres (entre 0,15-
6 %) es va estudiar la calibracié en el rang 0-8 mg de C. Es va cobrir aquest rang,
entre 0-1,7 mg de C, amb una dissolucié aquosa de Na,COs i entre 1,7-8mg C per
pesada de Na,COs. Per tal d’analitzar correctament el carboni inorganic del diferents
tipus de mostres varem establir tres rangs de calibracié (Taula 5.8). Cal destacar que
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el rang 1 inclou el limit de deteccid i el rang 2 inclou el de quantificacié de la técnica.
Per I'analisi de les mostres de sol sauld (S) i franc-arends (Fr) és va calibrar amb el
rang 1 i per les mostres de sol argilos (A) i el sol franc (F) es va fer servir el rang 3. El
rang 2 es va fer servir per I'analisi de la mostra control de referéncia.

En aquest cas, l'estudi de reproductibilitat del conjunt de les rectes de calibracio
obtingudes va donar com a valors promig dels pendents 132,40, 125,21 i 106,70 i
com a valors de l'ordenada en l'origen 1,50, 2,10 i 5,59 respectivament pels rangs 1,
2 i 3. El coeficient R? va indicar linealitat molt bona i els valors extrems obtinguts van
ser 0,9975i 0,9998.

Taula 5.7. Caracteristiques dels rangs de calibracié emprats per I'analisi de Carboni total en el
conjunt de mostres.

Rang mg/mL glucosa Patrons: volum (pL)
1 10 20-50-100-150 0,08-0,2-0,4-0,6
2 30 20-50-100-150-200-300-400 0,24-0,6-1,2-1,8-2,4-3,3-4,8
3 100 50-100-150-200 2,0-4,0-6,0-8,0

Taula 5.8. Caracteristiques dels rangs de calibracié emprats per I’analisi de Carboni inorganic en
el conjunt de mostres.

Rang ‘ Patrons: volum/pes mg C
1 Na>COs3 (ag) 20 mg/ml 20-50-100-150(pL) 0,05-0,11-0,23-0,34
2 Na>COs3 (aq) 60mg/mL 20-50-100-200(pL) 0,14-0,34-0,68-1,36
3 15-30-50-70 mg Na,COs(s) 1,70-3,40-5,67-7,93

b. Mostra control: influéncia del pes de mostra, exactitud i precisio

La Taula 5.9 resumeix els resultats de la determinacié per quadruplicat del C-total de
la mostra control a partir de diferents pesos. A partir d’aquests resultats es pot deduir
que el pes de 50-100 mg és adient per a realitzar I'analisi de C-total i de 75-100 mg
és adient per a realitzar I'analisi de C inorganic.

Taula 5.9. Resultats de l'assaig sobre la influéncia del pes de mostra en la determinacié de
C total (CT) i C inorganic (CI) de la mostra control (n=4). Resultats expressat sms.

Pes mostra (mg) ‘ CT (%) ‘ de ‘ CV (%) Pes mostra (mg) CI (%) de CV (%)
30 1,11 0,28 24,86 - - - -
50 1,55 0,03 1,91 - - - -
75 1,56 0,02 1,28 75 0,569 0,004 0,74
100 1,56 0,02 1,28 100 0,564 0,010 1,75

Els resultats de I'analisi de 10 répliques de la mostra control junt amb els parametres
de precisio i d’exactitud es presenten a la Taula 5.10. Per al calcul de l’'error hem
considerat com a valors reals de C de la mostra de referéncia per C-total 1,55 % i per
C organic: 0,91 % i com a C inorganic la diferéncia entre aquest dos valors 0,64 %.
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Taula 5.10. Assaig de precisid i exactitud: Resultats de I'analisi de C total i C inorganic en la
mostra control (n=10). Resultats expressat sms.

Mitjana | Maxim | Minim CcVv Error Error relatiu
(€)) absolut (%)
C total (%) 1,53 1,56 1,49 0,02 | 1,41 -0,02 -1,08
C inorganic (%) 0,57 0,58 0,55 0,01 1,36 -0,06 -9,39
C organic (%) 0,96 0,99 0,92 0,02 2,24 0,06 6,08

Pel que fa a l'exactitud els resultats sén correctes ja que les mitjanes de C total
(1,53+0,012) i C organic (0,96+0,012) estan d’acord amb l'interval on es troba el
valor real (1,52-1,57 % per C total i 0,84-0,97 % per C organic). S’observa, pero, que
el valor experimental de C-total es situa en el minim d’aquest interval i el de C organic
en el maxim. Veiem, doncs, que el valor de C organic queda sobrevalorat a causa de
que l'error per defecte en la determinacid del C inorganic és important.

Pel que fa als resultats del coeficient de variacid, la precisié dels metodes de CT i CI es
poden considerar bones (entren dins dels requisits de la normativa (UNE 77321:2003)
que tolera un maxim de 10 % com a valor de CV per I'assaig de repetibilitat). Hem de
tenir present, pero, que el valor de C organic té una menor precisié ja que es dedueix
per diferéncia.

c. Mostres: influéncia del pes de mostra i assaig de precisié

La Taula 5.11 resumeix els resultats de la determinacié per quadruplicat del C total
d’una mostra de sol (sol control argilés, COA) a partir de diferents pesos. A partir
d’aquest resultats es pot deduir que, igual que amb la mostra control, el pes de 50-
100 mg és adient per a realitzar I'analisi de C total.

Taula 5.11. Resultats de I'assaig de la influéncia del pes de mostra en la determinacié de C total
en la mostra COA (n=4). Resultats expressat sms.

Pes de mostra (mg) | C total (%) s CV (%)

30 6,16 0,012 0,19
60 6,24 0,059 0,95
90 6,23 0,036 0,58

Els resultats de I'analisi de 5 répliques de dues mostres reals amb els parametres de
precisié es presenten a la Taula 5.12. Els resultats de precisié son correctes i molt
semblants als obtinguts amb la mostra control de referéncia.
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Taula 5.12. Assaig de precisio: resultats de I'analisi de C total i C inorganic dues mostres reals
(n=5). Resultats expressat sms.

Mitjana Maxim | Minim de ‘CV(°/0)‘

1 C total (%) 7,58 7,71 7,53 | 0,08 1,00
C inorganic (%) 4,85 4,97 4,79 | 0,07 1,48
C organic (%) 2,73 2,86 2,68 | 0,08 2,79
2 C total (%) 6,24 6,33 6,22 0,05 0,71
C inorganic (%) 5,45 5,56 5,44 0,07 1,31
C organic (%) 0,79 0,88 0,75 0,05 5,66

En els resultats de l|'assaig de reproductibilitat per una de les mostres anteriors
(mostra 2 i n=5) comprovem que amb un valor mitja de C total de 6,24 % (sms) els
valors minim i maxim sén de 5,76 % i 6,47 % respectivament, |la desviacié estandard
és més alta (de=0,28) i el CV resulta ser de 4,49 %. Aquest resultat esta d’acord amb
els resultats d’altres assaigs de reproductibilitat (UNE 77321:2003).

5.5.1.3 Contrast dels resultats de C organic obtinguts per combustié
amb els valors de C-oxidable en les mostres de sol-fang

Presentem en aquest apartat els resultats de carboni organic de les barreges sol-fang
obtinguts a través dels dos metodes analitics, la combustio i I'oxidacié amb la barreja
sulfocromica. Per diferenciar els resultats dels dos metodes d’analisi del carboni,
anomenem Total Organic Carbon (TOC) el valor de carboni organic obtingut per
combustié (d’acord al metode que s’ha posat a punt) i de carboni organic (Corg)
I'obtingut mitjancant oxidacié. Hem de tenir present aquest valor de Corg correspon a
la determinacié del carboni oxidable (Cox) i Iaplicaci6 del factor 1,29
(Cox + 1,29 = Corg).

En les figures 5.8 i 5.9 presentem els valors de TOC i de Corg (mitjanes d'un mateix
tractament) per cadascuna de les mostres, en els diferents temps de mostreig, per les
dues experiéncies, en lisimetres i en parcel-les. La comparacié de les mitjanes s'ha fet
amb el test de t de Student considerant per cadascuna la seva propia variabilitat. La
diferéncies significatives d'acord a aquest test (P<0,05) s’indica amb un asterisc. Les
mostres control de sol saulé (COS) no s’han inclos en I'estudi ja que els valors de TOC
per aquestes mostres son inferiors al limit de deteccio de la técnica.

Pels casos en que es detecten diferéncies significatives entre els valors de les mitjanes
obtingudes a través de les dues metodologies analitiques calculem el valor de la
relaci6 TOC/Cox (quocient entre les mitjanes d’'un mateix tractament) (Taules 5.13 i
5.14). Aquest quocient ens indica la discrepancia del valor 1,29 assumit com a factor
de transformacié del C-oxidable al C organic del metode Walkley-Black i pot
representar un index d’oxidabilitat de la matéria organica de la mostra (Macias et al.,
2004).
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Figura 5.8 Resultats de carboni organic d'acord als meétodes analitics de combustido (TOC) i d’oxidacié
(Corg). Mostres de I'experiéncia en lisimetres. (*) indica diferéncia significativa d’acord a aquest test de t
(P<0,05).
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Figura 5.9 Resultats de carboni organic d’acord als metodes analitics de combustié (TOC) i d’oxidacio
(Corg). Mostres de I'experiéncia en parcel-les. (*) indica diferéncia significativa d’acord a aquest test de t
(P<0,05).

Taula 5.13. Valor del quocient entre el valor de C organic obtingut per combustid i el C-oxidable
(TOC/Cox) per les mostres de |'experiéncia en lisimetres.

‘ Sol argilés Sol saulé

Dies | COA | ATL | ATH | ADL | ADH | ACL | AcH | STL | sSTH [ spL [ spH |scL |scH
7 |253 1,77 1,97 1,18 0,47 | 0,65 | 2,12

67 1,14 0,50 | 0,62

267 | 1,81 | 2,30 | 2,50 1,80 [ 3,01 | 2,95 | 1,00 0,48 | 0,64

Les mostres sense valor del quocient no presenten diferéncies significatives entre els resultats
de TOC i Corg.

Taula 5.14. Valor del quocient entre el valor de C organic obtingut per combustio i el C-oxidable

(TOC/Cox) per les mostres de |'experiéncia en parcel-les.

Sol franc Sol franc-arenoés

Dies FO FT FD FC FrO FrT FrD FrC
4 1,73 1,76 1,10
395 2,25 1,57 1,49 0,93 0,88

Les mostres sense valor del quocient no presenten diferéncies significatives entre els resultats
de TOC i Corg.
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Per a la interpretacio de les diferéncies entre els dos resultats de carboni hem de
tenir present els seglients aspectes relacionats amb les mancances de les dues
tecniques analitiques ja tractats en apartats anteriors:

> Les discrepancies entre els valors de TOC i Corg s’expliquen a partir del principi
del metode d‘oxidacid6 que admet la necessitat d’‘aplicar un factor de
recuperacio que varia en funcio del sol.

> En general s'assumeix com a valor central de 1,29 considerant que en promig
es determina el 77 % del carboni organic (Nelson i Sommers, 1982; Jackson,
1982; Porta et al., 1986; Rosell et al., 2001; Macias et al., 2004). Aixi, valors
de TOC>Corg correspondrien a mostres on el procés d’oxidacié no ha arribat a
oxidar el 77 % del carboni organic i valors de TOC<Corg correspondrien a
mostres on l‘oxidacié quimica de les formes de carboni organic ha estat
superior al 77 % del total.

> D'acord a la bibliografia, els valors extrems d’aquest percentatge d’oxidacié del
carboni organic, en funcié del tipus de sol, sén d’'un 44 %, amb un valor del
factor de recuperacié de 2,27, i d'un 92 % amb valor pel factor de recuperacid
de 1,09 (Nelson i Sommers, 1982).

> Els valors de C organic obtinguts per oxidacié poden ser sobreestimats atenent
als errors metodologics associats a la determinacié de carboni organic com a
conseqliencia de la preséncia d'interferéncies (compostos amb caracter
reductor) i els derivats de la formula de calcul on s’ha d’assumir un valor mitja
pel grau d’oxidacio del C present a la MO; atenent a aquesta sobreestimacio, el
valor del factor de recuperacid pot ser inferior a 1 (Jackson, 1982; Nelson i
Sommers, 1982; Safia, 1985; Porta et al., 1986; Rosell et al., 2001; Macias et
al., 2004).

> Els valors de C organic per combusti6 poden ser sobreestimats en sols
carbonatats si la descomposicié termica dels carbonats no es completa ja que
el valor de TOC s’obté per diferéncia (Nelson i Sommers, 1982; Bisutti et al.,
2004); en aquest casos, el valor del factor de recuperacid seria falsament més
alt. En aquest sentit, en l'apartat de posada a punt hem vist que en la
determinacio de TOC I'error relatiu és del 6 %.

Com a tendéncia general s’‘observa que en les barreges de sol tipus arenos el valor
de Corg és més alt que el TOC i al revés el Corg és inferior al TOC en les barreges dels
sOls de textura més argilosa; cal destacar que aquestes diferéncies, entre els dos
valors de carboni organic, sbn més importants en les mostres de |'experiéncia en
lisimetres que en la de camp. D’acord amb els resultats podem dir que globalment per
la meitat dels casos (per 27 de les 55 mostres analitzades en total) les diferéncies
detectades entre els valors de TOC i Corg son significatives; aquestes diferéncies sén
en el sentit assenyalat com a general, excepte per dues mostres. La distribucio de les
mostres que han presentat diferéncies significatives és: 4 mostres del sol control
argilés, 11 barreges sol tipus argilds i 12 barreges de sol tipus sorrenc.

Aguests resultats posen de manifest la incidéncia del tipus de sol en el grau d’oxidacio
de les formes de carboni organic. Concretament en el sols tipus sorrenc semblaria que
la MO (del sol i del fang) és més accessible a I'oxidacié quimica i en canvi en el sol
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tipus argilds podriem dir que la MO menys accessible a la oxidacié quimica i es posa
de manifest que l'associacié de la MO amb l'argila (que queda adsorbida en la
superficie reactiva d’aquestes particules) propicia un tipus de proteccié que la fa
especialment resistent al procés d’oxidacid. Cal destacar aqui que, al ser els sols
argilosos rics en carbonats, l'error de sobreestimacié del valor de TOC se suma a
aquest efecte, en el mateix sentit. A més a més, el fet de comparar dos sols de classe
textural més diferenciada en I’'experiéncia en lisimetres que en l'experiéncia de camp
explicaria que les diferéncies entre els dos valors de carboni organic sén més
importants en les mostres de |I'experiéncia en lisimetres que en la de camp.

Globalment, el valor del quocient TOC/Cox, per les barreges sol-fang, posa de
manifest que en la meitat dels casos el factor de recuperacié pren valors per sota de
1,29 i sempre (excepte un cas) per les barreges amb sol tipus arends i per l'altra
meitat és superior a 1,29 i corresponen a barreges amb sol tipus argildés (excepte un
cas). La relacié6 TOC/Cox, per les 27 mostres on les diferéncies sén significatives,
oscil-la entre un valor minim de 0,47 i un valor maxim de 3,01. Per 14 mostres el
valor del factor quedaria dins el rang que admet la bibliografia (1,09-2,27) (Nelson i
Sommers, 1982) i 13 mostres presenten un valor fora d’aquest rang (5 per sobre i 8
per sota).

Les cinc mostres que presenten un grau d’oxidabilitat especialment baix sén mostres
de 'experiencia en lisimetres amb el sol argilds, concretament el sol control inicial i les
barreges sol-fang térmic i sol-fang compostat al final del periode controlat. Aquest fet
fa pensar que la MO d’aquestes barreges al final era especialment resistent i/o es
presentava molt associada a les argiles i que la de sol control va evolucionar en sentit
contrari.

De les vuit mostres que presenten un valor de TOC/Cox inferior a 1,09 destaquen
totes les 6 barreges del sol sauld-fang deshidratat de l'experiéncia en lisimetres.
Creiem que aquest valors han d’estar lligats a alguna singularitat del fang deshidratat.
Els valors de Corg en aquestes barreges son molt superiors respecte de TOC i les
diferéncies s’accentuen en la dosi alta.

Aquests resultats es poden explicar per la preséncia d’una interferéncia positiva en el
procés d’oxidacié del C organic amb la barreja sulfocromica. D’acord amb la
bibliografia podria interferir la preséncia de substancies reductores com Cl™, Fe®* (i
també Fe®), Mn?* i S* . Hem de tenir present, perd que, si existis alguna d’aquestes
substancies en el fang deshidratat, possiblement haurien de ser oxidades en els
processos de |'assecat i compostatge del fang ja que en les barreges amb fang Ti C no
es detecten. Per altra banda, perd, es mantindrien com a interferéncia durant tot el
periode d’incubacié controlat, i no és posarien de manifest en el cas de les incubacions
amb el sol argiléos ni en I'experiéncia de camp. Aix0 fa pensar que les condicions
d’aireacio serien diferents en les incubacions de les barreges S-D i A-D i/o en el paper
del efecte protector/retencio de les argiles amb aquest ions reductors o bé fixats com
a carbonats

Una possible justificacié dels valors anormalment alts de Corg respecte al valors de
TOC en aquestes barreges la trobem en l|'apartat 4.4.1.2 on hem assenyalat una
dinamica de la MO diferent en les barreges amb fang D en el sol S. Concretament hem
apuntat una possible via anaerobica de transformacié (putrefaccié) del N que hauria
provocat la presencia de productes finals (amoni, amines, acids organics, mercaptans i
H,S) amb caracter reductor.

238



5. Metodologia Analitica Associada als Parametres Estudiats: Resultats i Discussio

L'analisi global dels resultats ens porta a concloure que les diferéncies entre els
valors de carboni organic entre les dues metodologies depenen del tipus de sol
(textura i carbonats), del tipus de fang afegit i de la evolucié de la MO amb el temps.
D’acord als nostres resultats, globalment, els valors de C organic obtinguts pel
procediment de Walkley-Black poden representar un percentatge d’error respecte el
valor de TOC que oscil-la entre un +50 % i -50 % (i excepcionalment un +100 %) si
les mostres s’allunyen molt de l'‘oxidabilitat mitjana del 77 % i d’entre un +20% i
-40 % si s'assumeix la variabilitat que indica la bibliografia pel factor de recuperacio
de les mostres.

Si analitzem amb més detall la influéncia del tipus de fang aplicat tenim que d’un
total de 16 tipus de mostres analitzades per cada fang, han presentat diferéncies
significatives 11 barreges de fang D, 6 barreges de fang C i 6 barreges de fang T. Les
barreges amb D prenen majoritariament (7 de les 11) valors del factor de recuperacié
inferiors a 1,29 i les barreges amb el fang C presenten, excepte en un cas, valors
superiors al de 1,29. Les barreges amb fang T presenten 3 casos amb valors inferiors
a 1,29 i tres casos amb valors superiors a 1,29.

La incidéncia del tipus de fang en les diferéncies entre els valors de carboni trobats
per ambdues técniques es poden interpretar atenen al diferents tipus de MO aportada
i per tant pel diferents grau d’oxidabilitat (Safia, 1985); creiem, perd, que també cal
tenir en compte la preséncia de substancies reductores del material o generades en
les barreges (com pot ser I'amoni).

Les desviacions de les barreges amb fang C, que majoritariament sén superiors a
1,29, sén indicatives de qué aquest fang té una MO més resistent a |'oxidacié quimica
(que es fa especialment notori en els sols tipus argilds). Aquest estaria d’acord amb
I'estabilitzacié del fang pel postractament de compostatge (Senesi, 1989; Soliva,
2001). Les desviacions dels resultats de carboni entre els dos métodes en les barreges
amb fang T no sén tant clares ja que son les que mostres més dependéncia del tipus
de sol (per mostres de sol tipus sorrenc el factor d’oxidabilitat és inferior a 1,29 i en
canvi és superior a 1,29 en mostres de sol tipus argiléos especialment en el cas de
mostres de lisimetres). L'oxidabilitat de la MO aportada per aquest fang és en principi
alta, pero esta subjecta a l'accessibilitat o grau d’associacié amb el sol; veiem que
aquest fet fins i tot podria justificar que un mateix fang pugui comportar-se de
diferent manera en funcié de la textura del sol amb el que s’ha barrejat. El tipus de
fang que causa més desviacions entre els resultats de carboni entre els dos métodes
d’analisi és, com ja hem vist, el fang D i aquesta singularitat es posa de manifest
especialment a través dels resultats de barreges de sol saulé.

L'estudi sobre la incidéncia del factor metodologic sobre el resultat de carboni organic
ens aporta indirectament dades sobre l'evolucié de l'oxidabilitat de la mateéria
organica de les mostres i que estan d’acord amb el que ja hem discutit en els
apartats corresponents del capitol 4, 4.4.1.2 i 4.4.2.2 sobre les caracteristiques de la
MO en les barreges sol-fang de I'experiéncia en lisimetres i en parcel-les. Aixi tenim
que:

i. Inicialment, i també al final en el cas de I’'experiéncia en parcel-les, la matéria

organica del soOls controls tipus argilés és menys oxidable que la de les
barreges sol-fang.
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ii. Les barreges de sol i fang assecat térmicament son inicialment les que
presenten la matéria organica més oxidable; aquestes barreges presenten al
final una matéria organica menys oxidable que a linici en el cas que la
mineralitzacié hagi estat important (FrT) o bé pel procés d’estabilitzador de
I'argila (ATH i ATL).

iii. Les barreges de fang compostat i sol tipus argilés es fan més estables, menys
oxidables amb el temps; en canvi amb el sol tipus arends, on la mineralitzacié
és superior, la MO restant és més oxidable o sigui que pot haver sofert un
procés de simplificacié que creiem pot ser atribuible a la baixa proporcié de
formes labils de Carboni.

iv. Les barreges de sol i fang deshidratat, amb el temps, en general, augmenten el
grau d’oxidabilitat de la MO, fet atribuible a la necessitat d'un procés de
simplificacio d’un tipus de MO aportada poc transformada.

5.5.2 Determinaci6 de les activitats enzimatiques pB-glucosidasa i
p-galactosidasa

5.5.2.1 Posada a punt del métode

Per a l'estudi de la posada a punt del métode es van considerar com a parametres
prefixats les modificacions proposades por Trasar-Cepeda (1985, 2000) al protocol de
referéencia de Tabatabai (1982) i Eivazi i Tabatabai (1988) en els assaigs de la pB-
glucosidasa en sols gallecs (apartat 3.1.1.1) a excepcio del pH (vam mantenir el pH de
6 com a pH optim). Els parametres estudiats en la posada a punt de la metodologia
analitica els presentem agrupats en els tres apartats seglents:

a. Condicions de lectura del pNF

Com a punt de partida es van estudiar els espectres d’absorcié del patré para-nitro
fenol (pNF) i dels substrats de cadascuna de les activitats enzimatiques (p-nitrofenil p-
D-glucopiranosid i p-nitrofenil p-D-galactopiranosid). A partir de les seves
caracteristiques varem determinar quina és la composicié adient del blanc de reactius
per fer la lectura colorimétrica ja que no venia especificat en els protocols.

Donat que el pH de lectura té incidéncia en el valor d’Absorbancia del pNF, es va fixar
també la dilucié adient de I'extracte que s’ha d’aplicar a les mostres que presentin un
valor d’Absorbancia fora del rang de patrons ja que hi havia dues opcions segons els
protocols.

b. Sistema de calibracioé

Estudiem el sistema de calibracié recomanat per aquestes activitats que comporta
efectuar les rectes de calibracié amb la mostra de sol de la qual es mesura |'activitat
(Trasar-Cepeda, 1985; Vuorinen, 1993). Fem la comparacié de les rectes de
calibracid, recta sense sol i recta amb sol, per tal de posar de manifest la capacitat
d’adsorcié del p-nitrofenol i la seva incidéncia en el resultat.

c. Adaptacio de la metodologia a les mostres

Considerem també part de la posada a punt els resultats obtinguts pels parametres de
la técnica que depenen del tipus de mostra. Aixi estudiem l'ajust del pH de la
suspensid i les corbes de neutralitzacié derivades, aixi com les caracteristiques de les
rectes de calibracio pel conjunt de mostres analitzades en la tesi.
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5.5.2.2 Resultats i discussio de la posada a punt del métode
a. Condicions de lectura del pNF

Pel que fa les condicions de lectura del producte de la reaccié de |'assaig enzimatic ens
preguntem Quina és la composicid del blanc de reactius per fer la lectura
colorimétrica? i Com fer la dilucié quan la lectura queda fora de rang?

Per respondre aquestes preguntes estudiem els espectres d’absorcié del pNF i dels
substrats i els efectes de la dilucié de I'extracte.

L'assaig de la activitat enzimatica es basa en la mesura de I’Absorbancia (A= 400 nm)
del p-nitrofenol (pNF) alliberat de la reaccié; donat que el p-nitrofenol és el producte
de la reaccié i es mesura en preséncia de |I'excés de substrat, comprovem la interaccio
d’absorcid que pugui existir entre aquests dos compostos a la A de lectura. Amb
aquest objectiu estudiem separadament |'absorcié dels substrats (p-nitrofenil p-D-
glucopiranosid o bé p-nitrofenil B—D-galactopiranosid) I'absorcié del pNF i I'absorcio
conjunta del substrat + pNF.

En la Figura 5.10 es representa I'espectre d’absorcié de pNF (4 concentracions) i la
seva superposicié a la del substrat, p-nitrofenil p-D-glucopiranosid, de solucions que
reprodueixen les condicions de lectura de |'assaig enzimatic. S‘observa que el pNF té
un clar maxim d’absorcié a 400 nm, perdo que la lectura de I’Absorbancia a aquesta
longitud d’ona hi ha contribucié del substrat. Els espectres corresponents a |'absorcid
conjunta del pNF i el substrat p-nitrofenil p-D-glucopiranosid es representen a la
Figura 5.11 i aquests indiquen que la lectura a 400 nm no es correspon a un maxim
d'absorcié. El mateix resultat es va obtenir per a el substrat p-nitrofenil p-D-
galactopiranodsid. Aquests resultats experimentals, respecte de les condicions de
lectura del pNF en les condicions de |'assaig enzimatic, posen de manifest que la
preséncia de substrat afecta a la lectura del pNF, producte de la reaccié enzimatica.

Com a alternativa al procediment establert, i per millorar les condicions de lectura a
un maxim d‘absorcid, pensem en la possibilitat de compensar |'absorcié del substrat
en el moment de fer la lectura. Aixi estudiem la correccié de I'absorcid del substrat en
el moment de la lectura, a través de la seva compensacié amb un blanc de reactius
gue inclogui també el substrat, a la cubeta de referéncia. Aquesta opcié podra ser
especialment interessant quan |'objectiu sigui determinar les dues activitats alhora (i
simplificar el procediment compartint la mateixa recta de calibracié en I'assaig de les
activitats enzimatiques p-glucosidasa i la B—galactosidasa).

D’acord a l'espectre resultant és similar al del pNF (Figura 5.12) i les lectures a
400 nm es corresponen a un maxim d’absorcié. D'acord als resultats de la Taula 5.15
les linealitats sén bones i equivalents en tots els casos.
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Figura 5.10 Superposicié dels espectres d'absorcié del substrat p-nitrofenil g-D-gl
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Figura 5.11 Espectre de I'absorcié conjunta del substrat p-nitrofenil B-D-glucopiranosid i del pNF a diferents

concentracions.
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Figura 5.12 Espectres d’absorcié conjunta del substrat i el pNF, a diferents concentracions, davant la

preséncia de substrat a la cubeta de referéncia.

Taula 5.15. Influéncia de la compensacio de I'absorcié del substrat en la recta de calibracid (y,
Absorbancia a A= 400 nm i x, mg.L? pNF).

Absorcié de (pNF + sGLC)

Recta de regressio

y= (0,0095+0,0002)x+(0,0905+0,024)

R2

0,9985

Absorcié de (pNF + sGLC)

amb substrat compensat

y= (0,0094+0,0002)x+(0,0413+0,022)

0,9987

Absorcio de (pNF + sGAL)

amb substrat compensat

y = (0,0094+0,0002)x+(0,0427+0,022)

0,9987
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Aguests resultats indiquen que l'opcié estudiada és valida i per tant podem fixar com a
composicié alternativa de |'anomenat blanc de reactius (dissoluci6 amb la qual
s'omplira la cubeta de referéncia per a la mesura de I|’Absorbancia en |’assaig
enzimatic) com a:

Blanc de reactius =
4 mL tampd + 2 mL d'aigua + 1 mL substrat + 1 mL CaCl, + 4 mL extractant

En aquest cas, el blanc de reactius compensa en les lectures de les mostres i patrons
basicament I'absorcié del substrat i també la possible absorcié del pNF del substrat i
I'absorcié deguda a la hidrolisi quimica del substrat.

Aquesta opcid és la que incorporem al treball (annex de técniques) i té com a punt
positiu que fa les mesures en un maxim d’absorcié i que de cara a llegir les dues
activitats alhora facilita que la recta de calibracié valgui per les dues activitats perque
s’'anul-la I'efecte del substrat.

Com a segon aspecte estudiem com s’ha de fer la diluciéo de I'extracte quan la
lectura surt del rang de patrons. El metode de referéencia (Tabatabai, 1982) proposa
I’0s d’una solucié diluent, de pH 10 i nosaltres estudiem com alternativa |'efecte de la
diluci6 amb aigua seguint el protocol de Trasar-Cepeda (no publicat) i donada la
dependencia de la lectura d’Absorbancia amb el pH.

Primer mesurem el valor de pH al qual es fa la lectura del pNF en les condicions de
|'assaig enzimatic i és de 8,73. Comprovem que una dilucié 1/5 amb aigua destil-lada
no comporta variacié en el pH de lectura i en canvi la diluci6 amb diluent fa que el pH
de lectura s’‘incrementi fins a pH 10,01.

Posteriorment estudiem amb patrons l'efecte que la dilucid té en la mesura de
I’Absorbancia. Fem les lectures directes i lectures de les dilucions sempre davant de la
cubeta de referéncia també diluida. Comprovem que la dilucié 1/5 amb aigua redueix
4,9 vegades el valor d’Absorbancia respecte de la lectura directa. Les dilucions fetes
amb diluent comporten valors sempre més alts d’Absorbancia en 0,008 unitats (degut
a que el pH també és més alt) i per tant la relacié d’Absorbancia respecte de la lectura
directa s’allunya més de 5, passa a ser de 4,7.

Per ultim, confirmem els mateixos resultats anteriors mesurant |I’Absorbancia en
I'extracte d’'una mostra on s’ha fet |'assaig enzimatic. En aquest cas, les lectures dels
extractes diluits amb diluent sén encara superiors (0,016 unitats d’Absorbancia) a les
de dilucions amb aigua destil-lada.

Com a conclusio proposem que la dilucié dels extractes amb aigua destil-lada, i la seva
lectura davant de la cubeta de referéncia també diluida, és una bona opcié per
mesurar |I’Absorbancia en aquests casos on es superi els valors de lectura d’acord amb
el rang lineal de calibracié.
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b. Sistema de calibracié

Pel que fa al sistema de calibracié de I'activitat enzimatica ens preguntem, Com és i
gué mesura la recta de calibracio amb sol? Quina incidéncia té sobre el resultat de
lactivitat?

El sistema de calibraciéo s’ha assenyalat com un dels punts importants de la técnica
descrita i deriva de capacitat dels sols d’adsorbir el p-nitrofenol (Vourinen, 1993).
Aquest fet suposa que la lectura colorimetrica que es fa al final de I'assaig enzimatic
correspon no a la totalitat de pNF produit si no al total menys I'adsorbit; fet que tindra
implicacions en el sistema de calibracié a aplicar. S’ha d’obtenir doncs, una recta de
calibracié amb la mostra de sol. El fenomen d’adsorcido del pNF pels sols s’haura
d’investigar per a cada tipus de mostra ja que dependra de les seves

caracteristiques fisiques. L'abast d'aquest fenomen |’'estudiem comparant la rectes de
calibracié sense so0l i amb sol (per una mostra determinada).

Si tenim en compte, en la recta de calibracié amb sol, el fenomen d’adsorcié del pNF,
en la lectura d’Absorbancia, podem distingir dos components com a possibles
contribuents de la lectura total d’Absorbancia :

v" Component A= pNF lliure que correspon al produit per la reaccié enzimatica (o
bé afegit com a patrd) menys I'adsorbit pel sol.

v Component B = Absorci6 de les substancies colorejades (aromatics) propies del
sol.

En la Taula 5.16 esquematitzen aquestes dos components comparativament per
mostres (on té lloc la reaccié enzimatica durant la incubacio), controls (on no té lloc la
reaccid enzimatica ja que el substrat s’afegeix després de la incubacid) i patrons (que
sOn equivalents als controls, perdo amb addicions del patré pNF).

Taula 5.16. Component de l'absorci6 mesurada en |'assaig enzimatic per mostres, controls i
patrons (davant del blanc de reactius amb substrat com a referéncia).

Absorbancia existent Si Si Si
Mostra

Absorbancia llegida

Absorbancia existent No No Si
Controls

Absorbancia llegida No No

Absorbancia existent Si Si Si
Patrons

Absorbancia llegida

Per visualitzar les caracteristiques del component llegit en la recta amb sol (A + B)
davant l'existent en una recta sense sol convencional (només part de component A)
representem graficament les dues opcions en el cas de l'activitat B-glucosidasa d’una
mostra (Figura 5.13).

244




5. Metodologia Analitica Associada als Parametres Estudiats: Resultats i Discussio

Recta amb sol
y = 0,0064(0,0002)x + 0,3324(0,019)
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Figura 5.13 Activitat B-glucosidasa : representacio grafica de la recta de calibracié sense sol i d’'una recta
amb sol (MN, sols naturals).

Els resultats indiquen que en la recta amb sol el pendent és inferior i el terme
independent és superior a la recta de calibracié sense soOl. Aquests resultats sén
coherents amb el fenomen d’adsorcié del pNF. Pel que fa al valor de I'ordenada en
I'origen el valor és més alt donada el component d’absorcié d’aromatics del sol.

Hem de tenir present que un canvi en el pendent demostra que a més pNF, més
gueda adsorbit o sigui que el fenomen no es constant sind proporcional; en aquest cas
la disminucié d’Absorbancia de les lectures amb sol respecte a les que tindrien sense
sol, esta entre 20-30 % segons la concentracié. D’acord amb Vourinen (1993)
I'adsorcié de pNF pot variar entre el 4 i el 28 %, atenent al tipus de mostra i és més
acusada en les de més alt contingut en materia organica.

Si ens fixem en la repercussido que la calibracié pot tenir en el resultat d’activitat
enzimatica veiem que en aquest cas, on la diferéncia entre els pendents és molt
acusada, la diferéncia en el valor final de l'activitat entre calibrar amb una o altra
recta es del 47 % (és el percentatge que representa l'increment obtingut fent la
calibracié amb recta amb sol respecte al valor que s’obtindria si s’hagués fet calibracié
sense sol)

A partir del conjunt de valors de lectures de patrons, mostres i controls hi ha diferents
opcions de calcul de la recta de calibracié per deduir el valor de I'activitat neta (veure
annex). En qualsevol cas és important tenir present el que es pot deduir a partir de la
Taula 5.16:

v El que interessa quantificar és el component A, és el que ens informara
directament de |'activitat neta.

v" L'absorcié deguda al sol (component B) es coneix a partir de la lectura dels
controls.

v Per tant: A les lectures de mostres i patrons (components A+B) s’ha de restar
el component d’absorcié deguda al sol dels controls (component B).

245



5. Metodologia Analitica Associada als Parametres Estudiats: Resultats i Discussio

c. Adaptacié de la metodologia a les mostres reals

Pel que fa l'adaptacié de la metodologia a les mostres reals ens preguntem, La
suspensio mostra-tampé manté el pH de la solucié tampd? Com afecta el tipus de
mostra a les caracteristiques de la recta de calibracié? Quina és la variabilitat analitica
associada als valors de les activitats B-glucosidasa i B-galactosidasa?

L'objectiu de I'assaig previ és mesurar el pH de la suspensié sol-tampd per esbrinar
si per les mostres amb les que es treballara hi ha garanties que la reaccié enzimatica
es porti a terme a pH 6. La corba de neutralitzacié té per objectiu esbrinar com
s’ha de fer I'adequacié de pH per a aquelles mostres on la suspensié no mantingui el
pH adequat. L'assaig previ i la corba de neutralitzaci6 es van realitzar segons
s'especifica a |'apartat anterior i els resultats per les mostres de sols naturals es
mostren a la Figura 5.14 i per les mostres de sol amb aplicaciéo de fang a les Figura
5.15.

Els resultats I'assaig per les 10 mostres de sols naturals indiquen que els valors de pH
de la suspensidé sol-tampd es situen en un rang de valors entre 7,2 i 5,6. La majoria
de mostres (totes excepte les tres de pH més acid) varen donar valors de pH de la
suspensio superiors a 6 i se situen en un rang 6,4 i 7,2. La variacié dels resultats de
|'assaig previ segons |'any de mostreig indica que és petita i que arriba a ser de 0,2
unitats com a maxim. Els valors obtinguts per la corba de neutralitzacié de les 7
mostres indiquen que no es pot fixar un valor comd per totes les mostres de la
col-leccié (Taula 5.17).
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Figura 5.14 Valors de pH de la suspensié sol-tampd pH 6 per a les mostres de sols naturals dels diferents
anys de mostreig. Corba de neutralitzacié per a set de les mostres de sols naturals (mostreig 2004) per
assolir pH 6.
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L'assaig previ de pH per les mostres de les barreges sol-fang es va realitzar pel
mostreig inicial de les dues experiéncies en lisimetres i en parcel-les. En el cas dels
lisimetres, per les mostres de sol argilés podem veure que totes presenten un pH
superior al del tampd: el sol argilés modifica més el pH del tampd, per tant té més
capacitat tamponant. També podem afirmar que en les mostres control la capacitat
tamponant és superior a la de les barreges sol-fang. Amb la corba de neutralitzacié
varem fixar els volums HCl 0,5 N a afegir a la suspensiéo en cada grup de mostres
(Taula 5.17). En el cas de les mostres en parcel-les, d’acord als resultats de |'assaig
previ, la corba de neutralitzacié només va ser necessaria per les mostres de sol franc,
sol de pH superior al sol franc-arends.
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Figura 5.15 Valors de pH de la suspensid sol-tampd pH 6 per les barreges amb sol argilds i amb sol saulé de
I’'experiéncia en lisimetres. Corba de neutralitzacio per a les mostres de sol argilds i sauld dels lisimetres i de
sol franc en parcel-les.

Taula 5.17. Condicions experimentals per a l'ajust de pH en la determinacié de les activitats
enzimatiques B-glucosidasa pel conjunt de mostres de les tres experiéncies.

Experiéncia Mostres x mL HCI 0,5N (2-x) mL aigua
Sols naturals LT, CRi MN 0,0%* 2,0
OR, PN i BL 0,7 1,3
VC, IG, LG i SG 1,0 1,0
Lisimetres Barreges sol argilds (A) 0,8 1,2
Barreges sol saulo (S) 0,4 1,6
Parcel-les Barreges sol franc (F) 0,7 1,3
Barreges franc-arends (Fr) 0,0* 2,0

*no es requereix ajust del pH de la suspensié sol-tampd
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L'estudi de la regressio, fet sobre algunes de les rectes de calibracié amb sol (amb
patrons per duplicat), indica que d’interval de confianca del pendent i la coordenada
en l'origen no son superiors a la recta sense sol. Sén del mateix ordre, £0,0002 per a
la pendent i £0,02 per a l'ordenada en l'origen i fins i tot s’arriba a valors inferiors
guan el coeficient de correlacid és alt. La linealitat de les rectes de calibracié és bona
ja que el valor de R? resulta sempre superior al valor 0,9900.

La incidéncia del tipus de mostra en les caracteristiques de les rectes de calibracié en
la determinacié de les activitats enzimatiques es presenta en la Taula 5.18 a través
dels valors maxim i minim detectats per els valors del pendent i I'ordenada en |'origen.

Taula 5.18. Caracteristiques de les rectes de calibracid amb sol de la determinacié de les
activitats enzimatiques pB-glucosidasa i B-galactosidasa pel conjunt de mostres estudiades.

Experiéncia Mostres Pendent Ordenada en l'origen
Sols naturals sol 0,0057-0,0087 0,070-0,370
Lisimetres sol control 0,0091-0,0092 0,040-0,050
sol argilés barreges sol-fang 0,0068-0,0086 0,070-0,400
Lisimetres sol control 0,0091-0,0097 0,030-0,040
sol sauld barreges sol-fang 0,0078-0,0091 0,110-0,280
Parcel-les sol control 0,0085-0,0091 0,078-0,099
sol franc barreges sol-fang 0,0086-0,0091 0,096-0,208
Parcel-les sol control 0,0075-0,0086 0,176-0,311
sol franc-arends barreges sol-fang 0,0074-0,0087 0,156-0,369

Es pot observar que per a les mostres de sols naturals la variabilitat és molt alta, fet
justificable atenent a la diversitat de caracteristiques de la col-lecci6 de mostres. Pel
gue fa a les experiéncia 1 i 2 de barreges sol-fang els sols controls tenen un valor de
pendent més alt que les barreges i els valors de l'ordenada en l'origen és més baix
pels sols controls que per les barreges. Aquests resultats posen de manifest la
incidéncia que té el contingut de MO de la mostra (depenent del sol i la dosi de fang
afegida) en els parametres de pendent i ordenada en l'origen de la recta de calibracié
amb sol atenent a la capacitat de la mostra per adsorbir el pNF i a I'absorcio de les
substancies aromatiques respectivament.
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En aquest apartat estudiem la variabilitat analitica associada als valors de les
activitats B-glucosidasa i B-galactosidasa en les mostres a través de la resolucié de
les seglients qlestions:

i. Com es tradueix la imprecisié provinent de la calibracié en la concentracid i per
tant en el valor de l'activitat?

En el valor de concentracidé té una imprecisié de £5 ppm que representa un interval de
+0.025 umol pNF/g hora en el valor de I'activitat enzimatica. Si la recta de calibracid
té patrons per duplicat I’ interval es redueix a 4,5 ppm i l'activitat a £0,020 pmol
pNF/g hora

ii. Quina importancia relativa té aquesta imprecisio en el resultat de I'activitat
enzimatica?

L'error relatiu és important per lectures que es situin per sota del primer patré de 20
ppm. A partir d’aquest, I'error relatiu és situa entre el 25 % (per 20 ppm pNF i
activitat de 0,1 pumol pNF/g hora) i 2,5 % (per 200 ppm i 1 pmol pNF/g hora).

iii.  Quina és l'activitat enzimatica més petita que podem detectar?

Per a poder detectar l'activitat, la diferéncia minima entre la Absorbancia de la mostra
i del blanc ha de ser 0,050-0,030 (depenent de si la recta de calibracié té pendent alta
o baixa, respectivament). En aquest cas, la concentracié sera de 5 ppm i l'activitat de
0,025 ymol pNF/g hora.

iv.  Quina és l'activitat enzimatica més petita que podem quantificar?

Per a poder quantificar correctament ['activitat, la diferéncia minima entre la
Absorbancia de la mostra i del blanc ha de ser quatre vegades més alta, 0,200-0,120
(depenent de si la recta de calibracié té pendent alta o baixa, respectivament). En
aquest cas la concentracié sera de 20 ppm i l'activitat de 0,1 pmol pNF/g hora.

v.  Quina és la repetibilitat de I’'assaig enzimatic?

L'assaig de repetibilitat (10 repliques) per a dues mostres de sol argilés i sol sauld
(barreja sol-fang de l'experiéncia de lisimetres) va donar uns valors de d.e=0,023 i
d.e=0,015 pmol pNF/g h i un coeficient de variacié del 13 % i 11 % per uns valors
d’activitat enzimatica B-glucosidasa de 0,177 i 0,136 pymol pNF/g h respectivament.
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5.6 CONCLUSIONS

L.

I1.

I1I.

Iv.
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El métode de determinacié de carboni organic per combustié posat a punt ha
resultat ser un meéetode adequat per a la determinacié de carboni organic en
mostres de sol-fang.

El métode de determinacié de carboni organic per combustié presenta bons
valors de precisio i d’exactitud per les mostres sense carboni inorganic. Quan
carboni organic es troba per diferéncia entre carboni total i carboni inorganic el
resultat esta subjecte a un error del 6 % per excés.

La determinacié de carboni organic per oxidacio ha resultat ser inadequada per
mostres de sol-fang ja que ha resultat ser dependent de l'oxidabilitat de la
mateéria organica i de la presencia d’'interferéncies.

El métode de determinacié de [I'activitat enzimatica B-glucosidasa, i
B-galactosidasa, requereix I'adaptacié al tipus de mostra pel que fa a l'ajust de
pH de la suspensid sol-tampd i a la recta de calibracié amb sol.

L'error associat als valors d’activitat determinat amb una recta de calibracid
convencional és tan més important com més heterogeni sigui el grup de
mostres a analitzar i pot arribar a ser del 50 % per defecte.
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6 SINTESI: RESULTATS MES RELLEVANTS

Desenvolupem la sintesi del treball i les aportacions més rellevants dels diferents
capitols en el mateix ordre que els objectius generals exposats en el capitol 1.

En relacié a 'objectiu A creiem que la principal contribucié del nostre estudi sobre
caracteristiques bioquimiques en deu sols naturals representatius dels sols catalans,
és la de cobrir la mancanga sobre dades de parametres bioquimics en sols naturals de
Catalunya. Malgrat l'alta dispersid obtinguda, a causa de l'ampli rang de valors de
carboni organic dels sols, els rangs de valors trobats en els sols naturals estudiats ha
resultat estar d'acord amb els d‘altres zones de clima mediterrani (Garcia et., 1994;
Garcia et al., 1997a, 1997b; Garcia i Hernandez, 1997; Garcia et al., 2002; ; Bastida
et al., 2006; Miralles et al., 2007; Zornoza et al., 2007b; Bastida et al., 2008a;
Zornoza et al., 2008a,).

Els parametres bioquimics estudiats presenten correlacions altes i positives entre ells,
tret que posa de manifest les seves caracteristiques de sol climax, i alhora una gran
dependéncia del contingut en matéria organica del sol aixi com del contingut en
biomassa microbiana (Garcia et al., 1994; Garcia i Hernandez, 1997; Trasar-Cepeda
et al., 1998; Trasar-Cepeda et al., 2000b, Bastida et al., 2006; Miralles et al., 2007;
Zornoza et al., 2007b). El contingut en carbohidrats apareix més correlacionat amb els
continguts de carboni organic i de nitrogen organic que amb les activitats
enzimatiques mesurades. No totes les activitats enzimatiques estan igualment lligades
al contingut en matéria organica, si que ho estan, perd, en grau semblant, a la
biomassa microbiana. Les quatre activitats enzimatiques estan més lligades a la
fraccid labil de carbohidrats del sol mesurada com a carbohidrats extractables (CHE)
gue a la fraccié total (CHT), resultats que s6n semblants en d’altres treballs similars
(Garcia et al., 1997b; Trasar-Cepeda et al., 1998; Zornoza et al., 2007b). L'activitat
B-glucosidasa (GLC) és la més relacionada amb el contingut de carboni organic del sol
mentre que les tres activitats B-galactosidasa, ureasa i proteolitica de BAA (GAL, UR i
BAA) estan molt relacionades entre elles, fet que fa pensar que aquestes tres
activitats enzimatiques podrien actuar sinérgicament en certs ecosistemes on existis
una biomassa o una materia organica especifica.

Respecte de la capacitat diferenciadora dels parametres i traient la influéncia del
contingut en matéria organica, les variables amb més capacitat discriminant entre sols
s6n el contingut en carbohidrats extractables de la matéria organica (CHE/C) i
I'activitat B-glucosidasa especifica (GLC/C). La proporci6 CHE/C resulta ser més alta
com més baix és el contingut en matéria organica i aquest efecte de concentracid dels
carbohidrats extractables estaria relacionat amb la necessitat de supervivencia dels
microrganismes i d’'un minim d‘activitat microbiana en sols de baix contingut en
mateéria organica. De la mateixa forma, la matéria organica de sols amb baix nivell de
carboni organic presenten una matéria organica proporcionalment més rica en activitat
B-glucosidasa. Aix0 podria estar relacionat amb el fet que sols pobres en matéria
organica son capacos de mantenir el potencial de descomposicio de la mateéria
organica del sol, donat el paper clau que representa aquesta activitat en el
subministre de sucres i per tant en el manteniment de |'activitat de la biomassa
microbiana (Ceccanti i Pezzarossa, 1993; Masciandaro i Ceccanti, 1999; Trasar-
Cepeda et al., 2008b).
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Considerant el diferent nivell de matéria organica en els sols naturals estudiats i a
grans trets, un alt contingut en carboni organic es relaciona amb alt contingut en CHT
i CHE i alta activitat enzimatica i a l'inrevés. Tanmateix, I'estudi ha permés constatar
la influencia del tipus de sol, roca mare o vegetaci6 en certes caracteristiques
bioguimiques del grup de sols forestals. Aixi en dues de les mostres de sols forestals
(PN i MN) amb un alt contingut de carboni organic trobem valors significativament
superiors a la resta de sols de la relaci6 CHT/C, la qual cosa pot indicar que es tracta
de sols amb aportacions importants de material vegetal en condicions ambientals de
poca descomposicio. Per altra banda, en la mostra de sol forestal OR, desenvolupat
sobre roca calcaria descarbonatada i amb vegetacié rica en material més lignificat, la
manca de substrat degradable, justificaria els valors anormalment baixos de les
activitats enzimatiques (Folsom et al., 1974; Martens i Loeffelmann, 2002; Miralles et
al., 2007; Bastida et al., 2008a). I per ultim, els sols MN, CR i LT, que soén els sols
forestals desenvolupats en material no calcari, presenten una especificitat bioquimica
gue es caracteritza per una alta activitat especifiques GAL/C i BAA/C que podrien
estar involucrades en la degradaci6 de substrats complexos carbohidrat-proteina.

De l'estudi de l'efecte de |'assecat de les mostres sobre les activitats enzimatiques GLC
i GAL i considerant que les activitats mesurades a partir de mostra assecada es
corresponen a l|'activitat més estabilitzada -d’acord amb Dick (1994) i Bonmati et al.,
(2003)- podem deduir que, majoritariament, aquestes activitats enzimatiques en els
sOls naturals estudiats, corresponen a la dels enzims estabilitzats i que és poc
important el component associat a la biomassa. Els resultats també semblen indicar
gue l'activitat GAL presenta més dificultat per I'estabilitzacid, d’acord amb resultats de
Klose i Tabatabai (2002), ja que és major el nimero de mostres on es detecta pérdua
de l'activitat amb l'assecat. L'efecte del pretractament d’assecat globalment manté el
ranking entre les mostres de sol, per tant, la diferenciacié de sols naturals a través de
les activitats enzimatiques GLU i GAL es pot fer tant a partir de mostra humida com a
partir de mostra assecada; aquest resultat esta d’acord amb els resultats d‘altres
autors (Bandick i Dick, 1999; Zornoza et al., 2006).

D’acord als objectius B i C sobre els efectes de I'aplicacié al sol de fangs sotmesos a
diferents posttractaments destaquem com a aspecte rellevant el disseny experimental
de les dues experiéncies on els fangs compostat i assecat térmicament provenen d’un
mateix fang deshidratat, aspecte que hem trobat molt poc freqiient en la bibliografia.

La realitzaci6 de la primera experiéncia ha comportat el seguiment d’un estudi
preliminar d’incubacions in vitro; hem estudiem I'evolucié (7, 67 i 267 dies) de
barreges sol-fang amb dues dosis de cadascun dels tres fangs en lisimetres, en
condicions controlades de laboratori emprant dos sols de textures molt diferents. Els
soOls control son sols degradats provinents de pedreres amb contingut en materia
organica molt baix (1 % C pel sol argilés i 0,1 % C pel sol sauld); per aguest motiu no
s’ha fet el contrast estadistic de les barreges respecte del sol control i la discussio de
resultats s’ha centrat en la comparacio de les barreges entre si, per posar de manifest
les caracteristiques diferencials dels tres fangs.

Inicialment es detecta un efecte intensificador (increment del valor en la mostra sol-
fang respecte del valor en el sol control) per totes les variables bioquimiques (a
excepcié de l'activitat UR) que esta d’acord amb els resultats de multiples experiéncies
in vitro de barreges sol-residu organic i és paral-lel al descrit a Tarrasén (2004) i
Jiménez et al. (2007) per a les propietats biologiques, biomassa microbiana i
respiracié, de la mateixa experiéncia. Aquest increment es justifica atenent a |'activitat
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biologica del propi material afegit i a I’estimulacié de la biomassa del sol per la matéria
organica aportada (Eivazi i Zacaria, 1993; Serra-Wittling et al., 1995; Moreno et al.,
1999; Madejon et al., 2001b; Debosz et al., 2002; Kizilkaya et al., 2005; Saviozzi et
al., 2002; Pascual et al., 2002; Pascual et al., 2007). Les activitats enzimatiques, amb
el temps d’incubacié, segueixen la pauta general descrita d'un rapid i significatiu
increment amb |'addicié del residu organic i posterior descens progressiu (Moreno et
al., 1999; Madejon et al., 2001b). Al final de |'experiéncia les barreges tenen uns
valors de carbohidrats i activitats enzimatiques incrementats respecte del control de
forma similar a l'increment final en carboni organic i el contingut en N aminoacidic és
la variable que resta més incrementada per |I'addicié de fangs, respecte del sol control,
al cap dels 267 dies.

El procés de minva de la MO ha estat intens en el primer periode de la incubacié
coincidint amb la maxima activitat de la biomassa descrita per Tarrasén (2004).
Aquest procés ha estat més favorable en les barreges de textura grossa del sol sauld i
en canvi s’ha vist alentit o paralitzat en les barreges de textura fina del sol argilés.
Aguest resultat és semblant al descrit per diferents experiéncies (Madejon et al.,
2001b; Pedra et al., 2007; Sciubba et al., 2013) i esta d’acord amb el paper de I'argila
en la formacié de complexos organo-minerals resistents a la degradacié microbiana i a
la major activitat de la biomassa en un sol arends (Franzluebbers et al., 1996). Els
resultats dels valors de C organic i N aminoacidic indiquen que el fang compostat, en
contrast amb el fang assecat térmicament, no ha seguit el comportament esperable
per un material madur que descriu la bibliografia i no s’ha ajustat als resultats d’altres
experiencies on la menor davallada en carboni organic correspon al residu que aporta
materia organica més estabilitzada (Bernal et al., 1998; Pascual et al., 1998; Madején
et al., 2001a; Saviozzi et al., 2002; Fernandez et al., 2007a; Sciubba et al., 2013).
Creiem que els resultats séon atribuibles a un insuficient procés d’estabilitzacié del
material a través del compostatge d’acord amb Huerta et al. (2010).

El contingut en CHE ha resultat ser la variable més incrementada inicialment i respon
a l'aport de compostos labils que caracteritza aquest tipus de residus organics.
L'evolucio dels carbohidrats de les barreges amb el temps d’incubacié no respon,
especialment en el sol A, al que a priori caldria esperar, una davallada paral-lela al
procés de mineralitzacié d'acord amb la seva alta degradabilitat sin6 més aviat a les
fluctuacions relacionades amb les modificacions de la carrega microbiana (Kinsbursky
et al., 1989; Roldan, et al., 1994; Debosz et al., 2002).

Les diferéncies en els valors de |'activitat enzimatica GLC a l'inici en funcié del tipus de
fang (on T>D>C) sén un reflex de la labilitat de la MO aportada pels fangs i es
correspon amb les experiéncies que atribueixen els valors més alts de l'activitat GLC a
la inestabilitat de la MO del residu i a I'augment de la dosi (Eivazi i Zacaria, 1993;
Madején et al., 2001a; Debosz et al., 2002; Kizilkaya et al., 2005 i Sciubba et al.,
2013). Aquests resultats, a més, estan d’acord amb el que hem trobat a partir de
I'assaig d’additivitat on hem considerat l’activitat p-glucosidasica del sol control i
I'activitat p-glucosidasica determinada en el fang i les hem relacionat tenint en compte
la composicié en pes de les barreges. Els valors finals de l'activitat GLC sén un reflex
del diferent grau de transformacié de la MO de les barreges d’amdéds tipus de sols.
Aixi, en el sol A, l'activitat GLC manté la mateixa diferenciacié inicial entre fangs i
contrariament les barreges amb el sol S presenten un ranking diferent a l'inicial. El
fang compostat, podria proporcionar al sol activitat enzimatica més estabilitzada i per
tant amb el temps, més persistent donat que I’enzim es pot trobar associat a
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complexos E-carbohidrat i E-humus (Miller i Dick, 1995; Busto et al., 1997; Busto i
Pérez-Mateos, 2000; Knight i Dick, 2004).

El conjunt de resultats obtinguts semblen indicar que: i) |'assecat térmic accelera el
primer procés de descomposicié de la MO que té lloc al sol ja que proporciona més MO
labil; ii) el procés de compostatge proporciona una MO no tan labil, perd amb més
activitat enzimatica (la qual cosa es tradueix en una major mineralitzacié i que la MO
restant sigui més estable) i iii) quan els fangs s’apliquen en un sol argildos es detecta
un fre en l’'evolucié esperada de la MO que és menys acusat en el fang compostat (el
gual presenta un comportament més reproduible, més independent del so6l) que amb
el fang assecat termicament, on es poden donar condicions de manca d’oxigen
(Fernandez et al., 2007a). De les consideracions anteriors podem dir que |'aport de
fang sotmeés a postractament és més adequat que el fang deshidratat.

La segona experiéncia ha comportat el seguiment d’un assaig d’aplicacié de fangs
en terrenys degradats en condicions reals. En aquest cas analitzem el comportament
de les mostres inicials i finals (295 dies) provinent de parcel-les on s’han aplicat els
mateixos tres fangs de I’experiéncia en lisimetres amb una sola dosi i en condicions de
camp, per tant on cal considerar els efectes del terreny, climatics i de vegetacid. En
aquest cas, els sols control tenen menys diferéncia textural i un contingut més alt de
MO (2 % C sol franc i 1,5 % C sol franc-arends) la qual cosa ha permeés contrastar
I'efecte de I'aplicacié dels fangs conjuntament amb el sol control.

En aquest cas, la dosi de fang aplicada és inferior a la dois baixa aplicada en els
lisimetres i per tant l'efecte intensificador inicial és inferior. El tret més rellevant
d’aquest experiéncia ha estat el posar de manifest la important incidéncia del tipus de
sol en el comportament del fangs afegits. Aixi en el cas de l'aplicacié de fangs al sol
franc-arends (sol amb més baix contingut en matéria organica, perd amb activitat
enzimatica més alta) la dinamica de mineralitzacié ha estat intensa i la incidéncia
sobre les propietats bioquimiques del sol, un any després de l'aplicacié dels fangs, ha
estat molt poc acusada. Contrariament els efectes sobre el sol franc, on la dinamica de
la matéria organica ha estat menor, sén més importants i basicament han significat
I'augment del contingut en matéria organica i la millora de la capacitat de la matéria
organica d’obtenir formes assimilables de carboni a partir de carbohidrats simples.

La diferenciacid entre els fangs ha estat menys acusada, perd s’han reproduit les
diferéncies pel que fa al descens en els valors de carboni organic amb el temps entre
les parcel.les amb fang térmic i compostat.

En aquest cas la dinamica dels carbohidrats extractables i els carbohidrats totals
respon, especialment en el sol franc-arends, al que caldria esperar, una davallada
paral-lela al procés de mineralitzacié d’acord amb la seva alta degradabilitat. Per altra
banda, pero, també detectem un augment en el valor de carbohidrats totals per a les
parcel-les de sol franc que pot estar relacionat amb el major grau de recobriment
vegetal detectat en aquestes parcel-les (Tarrason, 2004).

L'efecte fang inicial en I'activitat B-glucosidasa s’ha vist afectat pel tipus de sol; si bé
en el sol franc s’ha reproduit el detectat en els lisimetres T>D=C, en el sol franc-
arenos ha estat linvers T<D<C, indicant que aquest sol no ha seguit el patrd
determinat per la labilitat de la matéria organica aportada pel fang.

A partir dels resultats d’ambdues dues experiéncies trobem que els valors de
termoestabilitat per la B-glucosidasa son similars als de la bibliografia (Miller i Dick
1995) i semblen afavorits per la preséncia d’argila. Els valors de Ky per la B-
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glucosidasa sén del l'ordre de les descrites per Eivazi i Tabatabai (1988) i indiquen que
I’'afinitat de I'enzim pel substrat és semblant entre tots els tractament i no s’ha vist
alterada per I'addicié de fang.

Pel que fa la comportament dels diferents parametres mesurats destaguem que, en
ambdues experiéncies, el contingut en N aminoacidic en les mostres finals és |'unic
parametre que presenta capacitat per diferenciar significativament els diferents
tractaments assajtas, per cadascun dels dos soOl. Aquest parametre ha resultat
especialment interessant per expressar |'activitat enzimatica de la fraccié proteica del
sol.

A I'hora de situar les mostres finals de les parcel-les amb fangs en el rang de valors
corresponents al grup de sols naturals estudiats podem dir que presenten valors de
carboni organic, carbohidrats totals, carbohidrats extractables i de les activitats
B-glucosidasa, p-galactosidasa i ureasica que se situen a la banda baixa del rang de
valors i valors de |'activitat enzimatica BAA que les situa a la banda alta.

Per Ultim, considerem que globalment el nostre treball contribueix a donar a coneixer
un rang de valor pels parametres bioquimics estudiats; aquest aspecte és interessant
guan es contrasten estudis bibliografics similars especialment a causa de la manca
d’uniformitat en I'expressid de resultats que hem pogut constatar.

Els resultats de l'objectiu D, sobre aportacions metodologiques dels parametres,
s’han centrat en les determinacions del carboni organic i de l'activitat B-glucosidasa
donat que, per la técnica de determinacié dels carbohidrats totals i extractables, hem
fet servir el métode més usual en estudis similars al nostre i, per la determinacié del
contingut en nitrogen aminoacidic, partiem de la metodologia ja posada punt en
mostres de fangs.

La necessitat d’estudiar la metodologia per a la determinacié de carboni organic en
mostres sol-fang ve donada pel factor de l'oxidabilitat inherent a la metodologia
classica (Jackson, 1982; Nelson i Sommers, 1982; Safia, 1985; Macias et al., 2004).
Era un tret diferencial esperable en les mostres que han rebut fang amb MO de
diferent grau de maduresa. L'alternativa al metode d’oxidacié és el de combustié i ha
estat el metode que hem posat a punt. Els resultats han confirmat la manca
d'idoneitat del métode classic per a les mostres de sol-fang especialment per les
mostres de textura argilosa i per les de la prova en lisimetres, on la dosi de fang
aplicada és alta. Els resultats del métode de determinacié de carboni per combustio ha
resultat eficac encara que malauradament ha posat de manifest mancances
d’exactitud, especialment per mostres amb carboni inorganic tal com s’assenyala a la
bibliografia (Bisutti et al., 2004; Horizontal, 2007)

Respecte de la segona técnica amb la que hem abordat I'estudi del protocol analitic, el
nostre treball ha contribuit a la descripcié detallada de la determinacié de |'activitat B-
glucosidasa en sols. Aquesta tasca apareix publicada a Jiménez i Bonmati (2003) junt
amb d’altres parametres bioquimics (Garcia et al., 2003) fruit de la iniciativa Grupo
Espafiol Enzimologia de Suelos i atenent a la mancanca de metodologies contrastades
en aquest ambit.

En aquest treball, hem posat de manifest la conveniéncia d'introduir les modificacions
proposades per Vuorinen (1993) i Trasar-Cepeda et al. (1985 i 2000b) per al protocol
de determinacié de l'activitat B-glucosidasa de Eivazi i Tabatabai (1988) que no
trobem a la bibliografia de forma rutinaria. La incidéncia d’aquestes modificacions
s’han fet paleses en |'estudi dels sols naturals i en les mostres sol-fang.
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Pel que fa a la incidéncia del pretractaments de mostra en la determinacié de les
activitats B-glucosidasa i B-galactosidasa a partir de la mostra humida o assecada, en
les mostres de sols naturals, hem trobat que ambdds sén valids en la diferenciacié de
soOls naturals resultat que esta d’acord amb els d’altres autors (Bandick i Dick, 1999;
Zornoza et al., 2005). A més a més, els resultats indiquen que majoritariament
|'activitat associada a la biomassa és poc important considerant que les activitats
mesurades a partir de mostra assecada es correspon a l'activitat més estabilitzada -ja
gue |'associada a la biomassa existent i als enzims lliures es perd practicament del tot
en |'assecat- (Dick, 1994; Bonmati et al., 2003). Com a conseqiiéncia, hem fet les
determinacions en les barreges sol-fang a partir de mostra assecada simplificant aixi
la planificacié temporal de les analitiques.
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Sobre I’estudi dels sols naturals:

L.

I1.

I1I.

Els valors dels parametres bioquimics, carbohidrats extractables, carbohidrats
totals i activitats enzimatiques B-glucosidasa i B-galactosidasa, en els sols
naturals estudiats, son similars als d’altres sols naturals de zones de clima
mediterrani.

Els parametres bioquimics, carbohidrats extractables, carbohidrats totals i
activitats enzimatiques B-glucosidasa i p-galactosidasa en els sols naturals
estudiats estan altament correlacionats i presenten una variabilitat que és molt
dependent del contingut de matéria organica del sol. D’entre les activitats
enzimatiques mesurades, lap-glucosidasa és l|'activitat més dependent del
contingut total de materia organica i l'activitat proteolitica de BAA la que
menys.

La jerarquitzacio dels sols naturals, en funcié de les activitats p-glucosidasa i
B-galactosidasa, també es pot esbrinar si les activitats enzimatiques es
determinen a partir de la mostra de sol assecada a l'aire.

Sobre l'estudi de I’'aplicacié dels fangs a través de les experiéncies en
lisimetres i en parcel.les:

L.

I1.

ITI.

Iv.

L'aport de fang ha augmentat el contingut en carboni organic i nitrogen
aminoacidic dels sols control, al final dels periodes controlats.

L'aport de fangs ha augmentat, al final dels periodes controlats, la potencialitat
dels sols d’obtenir formes assimilables de carboni i de nitrogen, respecte dels
sOls control, encara que, no sempre, l'activitat enzimatica de la matéria
organica sigui superior a la dels sols control.

L'activitat enzimatica de la fraccid proteica dels sols que han rebut fangs és
inferior, al final dels periodes controlats, a la dels sols control.

Al final dels periodes controlats, el valor de la Ky de I'enzim B-glucosidasa en
les mostres finals no ha acusat |'aplicacié de fang.

Sobre els postractaments del fang deshidratat a través de les experiéncies en
lisimetres i en parcel.les:

L.

I1.

ITI.

Quan els fangs s’apliquen en un sol tipus argilés es detecta un fre en I'evolucié
esperada de la matéria organica que és menys acusat en el fang compostat
que en el fang assecat téermicament.

Els valors finals de nitrogen aminoacidic en els sdls on s’ha aplicat fang
posttractat sén significativament diferents als de fang deshidratat; si el fang és
assecat térmicament, els valors sén significativament superiors als del fang
deshidratat i en el cas del fang compostat sén significativament inferiors.
L'aport de fang deshidratat sotmés a posttractament afecta a les
caracteristiques finals de les mostres de forma que i) l'assecatge térmic
proporciona un fang amb més matéria organica labil que accelera el procés
inicial de descomposicié de la matéria organica i ii) el compostatge proporciona
un fang amb una matéria organica no tan labil, pero0 amb més activitat
enzimatica, la qual cosa es tradueix en qué la matéria organica restant, amb el
temps, sigui més estable.
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Sobre la metodologia analitica:

L.

I1.

III.

262

El meétode de determinacié de carboni organic per combustié posat a punt ha
resultat ser un meéetode adequat per a la determinacié de carboni organic en
mostres de sol-fang. Quan el carboni organic es troba per diferéncia, entre
carboni total i carboni inorganic, el resultat esta subjecte a un error del 6 %
per excés.

La determinacié de carboni organic per oxidacié ha resultat ser inadequada per
mostres de sol-fang ja que resultat ser dependent de la oxidabilitat de la
mateéria organica i de la presencia d’interferéncies.

El metode de determinacié de I'activitat B-glucosidasa i B-galactosidasa
requereix de l'adaptacio al tipus de mostra pel que fa a l'ajust de pH de la
suspensio sol-tampd i pel que fa a I'obtencid de la recta de calibracié amb sol.
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Annex: Descripcid Metodologia Analitica

ANNEX: DESCRIPCIO DE LA METODOLOGIA
ANALITICA

Carboni organic per combustié (TOC)

1 Instrumental i Material
Analitzador de carboni SHIMADZU TOC-V CSH/CSN amb el modul de mostra solida SSM-5000A
Cubetes ceramica
Fibra de vidre
Forn-mufla
2 Reactius
v" Glucosa anhidre (s)
v Na,COs anhidre (s)
v Glucosa de 10, 30 i 100 mg/mL
v" Na;COs;de 20 mg/mL i 60 mg/mL
v H3PO, diluit (1 a 2 amb aigua destil-lada)
v HCl 2 M o bé H,SO, 2 M (per neteja de les cubetes)
3 Procediment
Patrons assecats i guardats en dessecador
- Neteja de les cubetes (submergir 10 minuts en acid i esbandir; assecar i tractar 20 minuts a la mufla
§ a 900°C)
g Mostres moltes amb moli d’agata i tamisades amb el sedas de 0,250 mm
p.
& Posar en marxa l'aparell: control de la temperatura dels forns (TC o bé IC) i dels gasos (IMPORTANT:
I'aire i oxigen s’ha d’obrir per ambdues determinacions)
© Pesar el reactiu solid a la cubeta o bé addicionar els L (amb micropipeta) a la cubeta amb cobertura
S de fibra de vidre
—
% Mesurar el blanc amb una cubeta buida
o
Pesar entre 75-100 mg de mostra a la cubeta, distribuir regularment el contingut (copets) i cobrir
amb fibra de vidre
= Col-locar la cubeta en el suport del port del forn a 900°C i tancar
(S)
‘_; Esperar 2 min abans de introduir la mostra en el forn per evitar la influéncia del CO, atmosferic
L
S Visualitzar el registre grafic mv/temps dels pics fins que s’estabilitzi i realitzi la integracié de I'area
'c
2 Anotar el resultat del pes (mg) de C detectat d’acord a la calibracié introduida (o bé d’area si no s’ha
5 introduit la calibracio)
Retirar el port que treu la cubeta del forn, esperar que es refredi, obrir i treure la cubeta amb les
pinces. Deixar-la amb compte en un vas de precipitats per a qué es refredi
8 Per a la determinacié del carboni inorganic s’han de seguir el mateix procediment descrit pel carboni
'g 5| total amb les diferencies seglients: No es posa cobertura amb fibra de vidre. El forn de CI ha d’estar
o E a la temperatura de 200°C
& ©| S’addiciona a la cubeta 0,5 mL HsPO, diluit des del dosificador, un cop tancat el forn, passats els 2
E minuts i abans d’introduir el port que la condueix al forn
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Carboni organic per combustié (TOC)

4 Calculs
Obtenir la recta de calibracié entre la quantitat de C dels patrons en mg i I'area de cada pic
Pm=mg de sol (CT)
9 Pc= mg C total
= Pm=mg de sol (CI)
o Pc= mg C inorganic
H=g aigua per 100 g de sol
_PcmgCtotal _ \
CT——Pm g sol 100 = g C total per 100 g de sol
_Pcmg Cinorganic _ . N |
CI——Pm ] 100 = g C inorganic per 100g de sol
TOC =TC- IC*|
C*inorganic= mitjana IC répliques
roc = 8 C organic 100 g sol 100 = % Corgamic (
= — T : = organic (s.m.s
100 gde sol (100 — H)g soOl sec oLor8 )
5 Observacions

> La manipulacié de les cubetes es fa sempre amb pinces

Cal determinar la humitat de les mostres

El limit de deteccid es troba entre 0,15-0,20 %

La precisio de la técnica permet donar el resultat en percentatge amb tres xifres decimals

Y V VY
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Carboni organic per oxidacio

(Espaia, 1993)

Instrumental

Material de vidre basic de laboratori

Reactius

v A92504

v" KyCr;07 1 N. Dissoldre 49,05 g de K,Cr;0; assecat (1 hora a 105°C) en aigua i enrasar a un
litre

v Acid sulftric concentrat que contingui 25 g Ag,SO, per litre

v Acid fosforic concentrat

v Difenilamina en solucid sulflrica. Dissoldre 0,5 g de difenilamina en 20 mL d’aigua i afegir
100 mL d'acid sulfuric concentrat.

v Sal de Mohr 0,5 N. Dissoldre 196,1 g de Fe(NH4).Fe(S04),.6H,0 en 800 mL d’aigua que
contingui 20 mL de acid sulfuric concentrat i enrasar a 1 L. Normalitzar amb K,Cr,0; 1 N

Procediment

Pesar en balanca analitica al voltant de 0,5 g de mostra (terra fina triturada i tamisada pel sedas de
0,250 mm) i col-locar-la en un Erlenmeyer de 500 mL

Afegir 10 mL de dicromat potassic i barrejar bé amb el sol

Afegir lentament i agitant 20 mL de acid sulfuric

Deixar en repos 30 minuts

Afegir 200 mL d’aigua, deixar refredar i afegir 10 mL de acid fosforic i agitar

Afegir 4-5 gotes d’indicador i valorar amb sal de Mohr (SM) amb agitador magnétic i fins canvi de
color (de vermellés-blau-violeta a verd)

Efectuar paral-lelament un blanc, sense mostra

N

Calculs

Dades

Vb=mL SM consumits en el blanc
Vm= mL SM consumits en el la mostra
f=factor d’estandarditzacié de la SM
P=mg de sol

H=g aigua per 100g de sol

Estandarditzacié de la sal de Mohr

_10mL.1N
" Vb.05N

C organic oxidable

(Vb —Vm) mLSM(O,S.f)eqSM_ leqC _ 3gC _1000mgC

-100 = idabl 1 ol
Pmg sol  1000mLSM TeqsM TeqC 1gc 100 =9 Coxidable per 100g de so

g C oxidable 100 g sol
100 g de sOl (100 — H)g sOl sec

-100 = % C oxidable (s.m.s)

% C organic (s.m.s) = 1,29 - % C oxidable (s.m.s)

Observacions

> Les determinacions es fan per triplicat

S’ha de fer tot el procediment igual, perd sense mostra (blanc)

> Quan es redueix més del 80 % del dicromat la determinacié s’ha de repetir amb menys pes
de mostra de sol

» Cal determinar la humitat de les mostres

> El factor de recuperacié (per transformar el C oxidable a C organic) igual a 1,29 d’acord
amb Nelson i Sommers (1982)

> El limit de deteccio depén de la diferéncia de volums consumits entre blanc i mostra; si es
pot detectar per una diferéncia de 0,1-0,3 mL SM el limit de detecci6 estaria entre 0,08-
0,11 % de Corg per un pes de 500 mg

> Les répliques per una mateixa mostra donen un CV que oscil-la entre els valors de 2-10 %

v
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N-aminoacidic

(Mejia, 2005)

1 Instrumental i material
Cromatograf Alliance Waters 2690 amb detector de fluorescéncia de longitud d’ona variable Waters
470 i estacio Millenium per adquisicié de dades
Erlenmeyers esmerilats de 250 mL
Refrigerants
Placa calefactora
Cresols filtrants, kitasatos i sistema filtracié al buit
Corrent de N,
Micropipetes
Vials (de 20mL i de 2 mL) i insert (200 pL)
2 Reactius
v" HCI 6 M. Mesurar 497 mL de HCI concentrat PA (densitat 1,19 kg/L i riquesa 37 %) i afegir
aigua miliQ fins a un litre
v" HCI0,1M
v' Kit Waters ACCQ-Tag (052880).Tamp¢ borat pH 8,8 i dissolucié AQC 10 mM (reactiu AccQ-
Fluor)
v' Patré Pierce. Solucié de 17 AA proteics (Asp, Ser, Glu, Gly, His, Arg, Thr, Ala, Pro, Cys,Tyr,
Val, Met, Lys, Ile, Leu i Phe ) en medi HCI 0,1M de concentracié 2,5 mM a excepciod de la
Cys que es 1,25mM.
v' Patré intern. Solucié de Nor-Leucina 2,5 mM en HCI 0,1 M
v" Tampd concentrat (pH 11). 140 mM en acetat sodic i 17 mM en trietanolamina (133,36 g
CH5COONa.3H,0 en 600 mL d‘aigua miliQ; 12 g de trietanolamina i 100 mL d’aigua miliQ)
v Tamp6 fase mobil pH 5,05. Mesurar 200 mL de tampo concentrat de pH 11 i diluir amb
aigua miliQ fins a 2 L. Ajustar el pH a 5,05 afegint poc a poc H;PO, concentrat. Enrasar i
filtrar.
v' Acetonitril
3 Procediment
Pesar 5 g de sol (fraccié terra fina assecada a l'aire) en un erlenmeyer i afegir 90 ml de HCl 6 M
(aquesta addicié convé fer-la sota la campana i a poc a poc per controlar I'efervescéncia deguda a
— carbonats)
]
’_g Acoblar I'erlenmeyer al refrigerant i escalfar a reflux a 105°C (bullint suaument) durant 6 hores
= Deixar refredar i filtrar al buit amb cresols filtrants (num 2)
Rentar i aforar amb HCI 6 M a 100 mL
Pipetejar 5 mL d’hidrolitzat en un vial de vidre i addicionar, amb micropipeta, 200 pL de patré intern i
agitar
Introduir 10 pL de la barreja anterior en un vial d’injeccié de 2 mL i portar a sequedat amb corrent
de Nz
Addicionar 70 pL de tampd borat i 20 uL de dissolucié AQC. Agitar amb la punta de la micropipeta de
forma que es netegin bé les parets del vial. El volum total és només de 90 uL per tant s’ha de
© traspassar, amb la mateixa punta de pipeta, a un insert de injeccid
L.
g Finalment l'insert es posa en el vial i es porta a injectar al cromatograf
(o)
é Introduir en un vial de 2 mL, 40 uL de patré Pierce, 40 L de patré intern i 920 mL de HCI 0,1 M
8 Agitar i prendre 10 pL que s’introdueixen en un altre vial. Addicionar 70 pL de tampd borat i 20 pL de
dissolucié AQC. El volum total de 100 pL s'agita amb la punta de la micropipeta i es transvasa a un
insert d'injeccid
Finalment l'insert es posa en el vial i es porta a injectar al cromatograf. El vial del blanc es prepara
igual que el patrd, pero substituint el volum de patré (40 pL) per HCI 0,1 M
Definir la sequéncia del conjunt de mostres a analitzar i es programa el cromatograf de forma que
comenca pel blanc, el patro (inicial, intermig i final) , i dues injeccions per vial
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N-aminoacidic

(Mejia, 2005)

Columna Nova-Pak C18 (4microm, 3.9 x 150 mm)
Temperatura columna 37°C

Volum d’injeccié 5 uL

Flux 1 ml/min

Deteccidé A ex = 250nm i A em = 395nm

[9] 7 . . . .y

g Gradient d’eluents: A: Tampo de pH 5,05 B: Acetonitril C: Aigua miliQ

g

,f“é Temps (min) % A %B %C Corba (*)

()]

S 0 100 0 0

©

§ 0,5 99 1 0 11

j -

(9]

ol 18,0 95 5 0 6

o

] 19,0 91 9 0 6

2

(o]

Z 29,5 83 17 0 6
33,0 0 60 40 11
38,0 100 0 0 11
40,0 100 0 0 11

(*) La corba és el tipus de canvi de composicid (6 és gradient lineal i 11 és canvi rapid) dels
sistemes de bombes de Waters

4 Calculs

Amb el programa del cromatograf s’identifiquen els diferents pics del cromatograma de les
mostres que corresponen als diferents aminoacids i es quantifiquen les seves arees. Per a fer els
calculs es treballa amb les mitjanes de les arees de les tres injeccions de patro i el sistema de
quantificacié de patro6 intern. La concentracio real de cadascun dels AA de la mostra es dedueix
de la férmula:

Conc AA real vial de mostra (mM) =

Area mostra/Area p intern mostra 4 .
P intern mostra
Area patré/Area p intern patré [ ]

sabent que [P intern mostra] = 0,0107mM

Aplicar factors de conversid per a expressar el resultat en mg de AA per a cada g de sol. El
resultat es pot expressar com a suma del conjunt d’AA o bé, tenint en compte el contingut en N
de cadascun del AA analitzats, com a N- aminoacidic.

Si utilitzem un full de calcul fem el seglent:

Calcular el factor resposta per a cada aminoacid férmula on mg/L vial PM*0,01 ja que la
concentracié de cadascun dels AA i de la NLeu en el vial és 0,01 mM (i 0,005 mM per a la Cys)

Calcular la concentracié experimental de cadascun dels aminoacids en el vial de mostra a partir
de les seves arees i el factor de resposta corresponent

Calcular la relacié entre la concentracid experimental i real per al patrd intern tenint en compte
que la concentracid real de Nor-Leu en el vial de mostra és de 2,471 mg/I. Aplicar aquest relacié
per a calcular la concentracié real de cadascun del AA en el vial de mostra
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N-aminoacidic

(Mejia, 2005)

5 | Observacions

> Per cada mostra el resultat és la mitjana de 4 valors ja que el procés d’hidrolisi es fa per
duplicat i cada vial s’injecta dues vegades

> La precisio és bona; el valor de CV es situa al voltant del 5 % i oscil-len entre 1-10 %

» Per a analitzar moltes mostres convé disposar d‘un sistema de reflux per 4-8 Erlemeyers i
fer la hidrolisi simultaniament. La filtracid es pot fer el dia seglent a la hidrolisi i els
hidrolitzats es guarden en el congelador

> El procés de derivatitzacid es pot aturar deixant les mostres en el vial un cop s’han evaporat
a sequedat. Els vials ja preparats per a la injeccid es poden guardar a la nevera una
setmana

> Tenir el cromatograf programat per 24h representa processar 16 mostres amb dues injeccio
per mostra, tres injeccions del patrd i un de blanc amb un consum de 2 L de fase mobil

Taula 0.1. Resultats de I'analisi de N-aminoacidic en el conjunt de mostres

N aminoacidic Arg Gly | Ala Asp | Ser Glu Thr Pro Lys Ile Leu His | Phe | Tyr Met

Tractament mg N-AA g™ %

ADL
ADH 1,512 19,1 | 12,4 8,9 4,7 7,9 6,5 69| 51| 56| 45| 3,3 6,3| 3,6 43| 0,7 0,3
ATL 1,118 18,7 | 12,4 9,7 4,7 7,4 66| 64| 53| 57| 49| 3,8 6,4 | 3,3 4,2| 0,3 0,2
ATH 1,654 19,4 | 12,6 9,0 4,6 7,7 64| 68| 49| 57| 41| 3,9 6,5| 2,5 4,7| 0,4 0,5
ACL 0,450 19,4 | 14,7 9,4 6,8 7,2 73| 55| 44| 52| 48] 45 57| 09 3,6 05 0,0

0

% ACH 0,776 19,0 | 13,9 9,4 6,9 6,5 72| 51| 56| 54| 47| 4,5 59| 2,0 34| 04 0,1

E COA 0,093 98| 15,1 | 10,6 | 11,1 6,7 83| 70| 66| 52| 62| 3,6 52| 0,3 3,5| 0,9 0,0

&

.g SDL 0,403 11,6 | 12,9 11,1 7,7 8,2 85| 58| 51| 56| 46| 51 69| 2,4 4,31 0,2 0,0

:g SDH 0,726 12,0 | 13,5| 11,9 6,3 7,6 75| 56| 53| 59| 51| 5,0 741 2,2 4,51 0,2 0,0

U%- STL 0,479 11,4 11,5 12,2 7,7 6,7 95| 59| 46| 59| 59| 48 6,8| 3,0 3,7| 0,4 0,0
STH 0,976 11,4| 10,9| 10,8 7,1 6,3 8,2| 56| 57| 55| 47| 4,2 6,4 2,9 3,7| 0,7 0,0
SCL 0,170 11,9 13,8 | 11,9 6,7 7,7 7,7 6,3 49| 56| 45| 4,7 7,21 2,0 4,41 0,6 0,0
SCH 0,334 12,1 13,6 | 11,3 7,2 7,9 7,8 6,2| 48| 54| 45| 44 70| 2,6 4,21 0,9 0,0
COS 0,022 0,0| 21,2 | 16,3 0,0| 15,8 00| 45| 66| 7,3| 84| 3,8 7,21 0,0 4,3 4,6 0,0
FD 0,556 152 | 148| 86| 100| 68| 73| 55| 59| 48| 6,7 3,1| 49| 26| 26| 1,3| 0,0
FT 0,622 15,1 | 14,9 8,5| 10,1 7,0 73| 56| 57| 48| 66| 3,0 491 2,7 26| 1,2 0,1

E FC 0,389 12,3 | 16,2 8,5 9,7 7,9 71| 62| 53| 48| 65| 3,1 50| 2,6 29| 2,0 0,0

Tg FO 0,195 9,71 15,1 9,5| 10,9 7,2 75| 64| 58| 53| 71| 3,5 6,0| 1,2 36| 1,1 0,0

a

N

o

'§ FrD 0,287 12,3 | 13,0 9,6 8,8 8,0 8,7| 67| 51| 50| 59| 3,5 6,0| 2,2 3,2| 2,0 0,0

g FrT 0,206 11,8 | 13,6 | 10,6 8,1 8,9 8,7| 82| 54| 54| 65| 3,7 6,2| 1,0 3,2| 1,7 0,0

- FrC 0,228 13,0 | 12,6 9,9 8,2 8,4 86| 69| 53| 51| 61| 3,6 6,1 1,2 3,2| 1,7 0,0
Fro 0,137 78| 133 | 10,7 | 11,1| 77| t01| 53| 53| 51| 60| 36| 68| 29| 3.6| 0,8| 0,0
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Carbohidrats totals i Carbohidrats extractables

(Brink et al., 1960; Cheshire, 1979; Kinsbursky et al., 1989; Badalucco et al., 1992)

1 Instrumental i material

Botelles de vidre amb tap de tefld

Botelles extraccid

Equip de filtracié (kitasatos i gresols filtrants)

Paper de filtre Whatman 42/Paper de filtre sense cendres
Tubs d’assaig i agitador de tubs

Bany d’aigua amb gradeta

2 Reactius

v" H,SO4 4 M. A 300 mL d’aigua destil-lada afegir 222 mL de H,S04 concentrat (96 % i densitat

1.84g/mL). Refredar i enrasar a un litre

H,SO4 0,5 M. En un aforat de 2 L afegir aigua destil-lada i 55,5 mL de H,SO4 concentrat (96

% i densitat 1,84 g/mL). Refredar i enrasar

NaOH 2 M. Dissoldre 82,47 g de NaOH (97 %) en aigua i enrasar a un litre

NaOH 0,2 M. Dissoldre 8,25 g de NaOH (97 %) en aigua i enrasar a un litre

K>S0, 0,5 M. dissoldre 87,1 g de K;SO4en 1 litre

H,S04 75 %(v/v). Barrejar 250 mL d’aigua destil-lada i 750 mL de H,SO4 concentrat (96 % i

densitat 1,84 g/mL; important ha de ser reactiu PA, alta puresa)

v" Dissolvent H,SO4/NaOH de pH 7. Barrejar 600 mL de H,SO4 0,5 M i 300 mL de NaOH 2 M i
ajustar el pH a 7 afegint-hi H,SO4 0,5 M o0 NaOH 0,2 M. Transvasar a un aforatde 1 L i
enrasar amb aigua destil-lada

v" Solucié d’antrona 0,1 %. Dissoldre 0,2 g del reactiu antrona (9,10-dihidro-9-oxoantrace;
C14H100) en 180 mL de H,S04 75 %(v/v) amb un agitador magnétic. Transvasar a un aforat
de 200 mL i enrasa amb H,SO4 75 %(v/v). Preparar aquesta solucié abans de cada
determinacid i conservar-la en nevera fins a la seva utilitzacio

v" Solucié mare de glucosa 0,1 %. Dissoldre 1 g de glucosa (amb el dissolvent H,SO4/NaOH de
pH 7 per la determinacié de CHT i en K;SO4 0,5 M per a la determinacié de CHE) finsa 1 L

v" Patrons de glucosa entre 20-120 mg/L. Es preparen sis patrons afegint 0, 1, 2,3 ,4i5 mL
de solucié mare de glucosa i enrasant a 50 mL amb el dissolvent H,SO4/NaOH o bé K;SO4
0,5M

3 Procediment

N

ANENENEN

Pesar en una ampolla de 150 mL, 2,00 g de mostra (o el pes equivalent a 20-80 mg de C)
Afegir 7,5 mL de H.SO4 4M i deixar reposar 16 hores

Diluir fins a 0,5 M afegint lentament 52,5 mL d’aigua destil-lada

Escalfar a 100°C en estufa 5 hores i deixar refredar

Filtrar en un kitasato a través de placa filtrant num 2

Transvasar el filtrat a un erlenmeyer de 250 mL rentant el kitasato

CHT: hidrolisi

Neutralitzar fins a pH 7 afegint 27 mL de NaOH 2 M i ajustant amb NaOH 0,2 M o0 amb H,S04 0,5 M
Passar quantitativament el contingut a un aforat de 100 mL

Filtrar amb paper de filtre

Pesar 5,00 g de mostra en botelles d’extraccid
Afegir exactament 25 mL de K;S0O4 0,5 M
Posar-les en el voltejador a temperatura ambient durant 1 hora

Filtrar a través de paper de filtre

CHE: extraccid




Annex: Descripcid Metodologia Analitica

Carbohidrats totals i Carbohidrats extractables

(Cheshire, 1979; Kinsbursky et al., 1989; Brink et al., 1960; Badalucco et al., 1992)

Afegir 1 mL de hidrolitzat (en el cas de CHT) o bé d’extracte (en el cas de CHE) en un tub d’assaig;
pels patrons 1 mL de cada solucid patrd i pel blanc 1mL de la solucié dissolvent H,SO4/NaOH de pH 7
Introduir la solucié d’antrona 0,1 % i els tubs d’assaig en un bany de gel

Afegir 5 mL de solucié d'antrona (pipeta automatica) freda a cadascun dels tubs

Agitar amb |'agitador de tubs i refredar rapidament

Submergir els tubs en un bany d’aigua bullint durant 10 minuts (s’ha de comptar el temps a partir de
quan l'aigua torna a bullir)

Immediatament després de passar els 10 minuts, refredar els tubs en un bany a temperatura
ambient. El refredament ha de ser simultani i de cop per tots els tubs

78 Llegir la Absorbancia aA=625 nm davant el blanc de reactius
c BT P
©
3
o
i
T
O
'_
T
O
4 Calculs
» Obtenir la recta de calibracié
g G= concentracié mg/L de I'extracte d’acord a la recta de calibracio
a P= g de sol
- G mg glucosa 0,1L hidrolitzat 100g sol _mg glucosa/
5 L hidrolitzat Pg sol (100 — H)g sol sec g sol (5:m:9)
W G mg glucosa 0,025L extracte 100g sol _mg glucosa/
5 L extracte Pg sol (100 — H)g sol sec g sol (s.m.5)

5 Observacions

> Els extractes i els hidrolitzats, un cop neutralitzats i filtrats, es poden congelar si no es fa
immediatament la reaccié colorimeétrica

> El patrons de glucosa es preparen cada vegada que es fa la quantificacio

Si la mostra és molt rica en mateéria organica es pesa menys quantitat

»  Si cal fer dilucions per la lectura de CHT es dilueix amb el dissolvent i per CHE amb la
solucid de sulfat potassic

> Es fa per duplicat i la lectura per triplicat

La recta es fa per duplicat

» L’equacio de la recta de calibracié presenta una pendent que pot oscil-lar entre 0,0061-
0,0072, I'ordenada en l'origen entre 0,0003-0,0174 i el valor de R? de la linealitat 0,9930-
0,9998

> L'assaig de precisié per CHE (4 repliques) per un contingut de 0,245 mg glucosa/g la
s=0,007 i el CV=3,93 %

> Els CV poden oscil-lar entre 1-15 % , perd majoritariament son inferiors al 5 %
especialment per CHE

>  El limit de deteccié és de 0,1 mg glucosa g™ per CHE i de 1 mg glucosa g™ per CHT

»  Els resultats s’expressen amb 3 xifres decimals

\4

A\




9. Annex: Descripcié Metodologia Analitica

Activitats enzimatiques p-glucosidasa i p-galactosidasa

(Tabatabai, 1982; Trasar-Cepeda et al., 1985 i 2000; Jiménez i Bonmati, 2003)

Instrumental i material

Balancga analitica

Bany d'aigua amb termostat i sistema d'agitacio
Espectrofotometre

pH-metre

Agitador de tubs

Erlenmeyers de 50 mL/Botelles rosca [50 mL 1515/02D Pyrex]
Pipetes i pipetes automatiques

Embuts 4 cm de diametre [Kartell 147]

Graella i tubs de fons pla (20 mL)

Gel

Paper de filtre Whatman 40 (diametre 90 mm) (144090)

Reactius

v" HCI 0,5 M (corba de neutralitzacié i ajust de la suspensié a pH 6)
Mesurar 41,5 mL de HCI concentrat (37 % puresa i densitat 1,19 g.mL™) i enrasar a un litre
amb aigua destil-lada
v HCI 0,1 M (preparacié del tampo MUB-HCI)
Mesurar 8,29 mL de HCI concentrat (37 % puresa i densitat 1,19 g.mL™) i enrasar a un litre
amb aigua destil-lada
v Na OH 1 M (preparacié del tampd MUB)
Es prepara a partir de 41,23 g de NaOH del 98 % i s'enrasa a un litre amb aigua destil-lada
v" Na OH 0,5 M (preparaciéo de THAM-NaOH)
Es mesuren 100 mL de la dissolucié de NaOH 1 M i se li afegeixen 100 mL d'aigua destil-lada
v SOLUCIO TAMPO MUB (Modified Universal Buffer)
Es pesen: 12,2 g de THAM(tris-(hidroximetil)-aminometa)(C4H11NO3), 11,6 g d'acid maleic,
14 g de acid citric i 6,28 g de acid boric H3BO3, es dissolen en aigua i s'afegeix 488 mL de
NaOH 1M. S'enrasa a un litre amb aigua destil-lada. Es guarda a la nevera.
v SOLUCIO TAMPO MUB-HCI (pH = 9)
Barrejar 200 mL solucié tamp6é MUB amb 100 mL HCI 0,1 M i enrasar a 1 L amb aigua
destil-lada
v SOLUCIO TAMPO MUB-HCI (pH 6)
Barrejar 200 mL solucié tampé MUB amb 500-650 mL HCI 0,1 M i enrasar a 1 L amb aigua
destil-lada
v SOLUCIO THAM-NaOH 0,1 M pH 12 (extractant)
Pesar 12,2 g de THAM (tris (hidroximetil) aminometa i dissoldre en aproximadament 800 mL
d'aigua destil-lada; ajustar pH amb NaOH 0,5 M fins a pH 12 i enrasar a 1 L amb aigua
destil-lada
v SOLUCIO de CaCl, 2 M
Pesar 147 g de CacCl,.2H,0 i dissoldre en 500 mL d'aigua destil-lada
v SOLUCIO DE SUBSTRAT p-nitrofenil-p-D-Glucopirandsido/p-nitrofenil-p-D-Galactopirandsido 25
mM. Pesar 0,377 g de p-nitrofenil B-D-Glucopirandésido/p-nitrofenil-p-D-Galactopirandsido i
dissoldre en 50 mL de tampd6 (MUB-HCI) del pH adequat. Dissoldre amb agitador perqué costa
una mica.
v SOLUCIO MARE de p-nitrofenol de 1000 mgL™*
Pesar exactament 500 mg p-nitrofenol i dissoldre en aigua, enrasar a 500mL
Es guarda a la nevera i es conserva molt de temps.
v SOLUCIONS PATRO de p-nitrofenol (20, 50, 100 i 200 mg L)
Patré de 20 mg.L!: Pipetejar 2 mL de la solucié mare i enrasar a 100 mL
Patré de 50 mg.L™': Pipetejar 5 mL de la solucié mare i enrasar a 100 mL
Patré de 100 mg.L™: Pipetejar 10 mL de la solucidé mare i enrasar a 100 mL
Patré de 200 mg.L*: Pipetejar 20 mL de la solucié mare i enrasar a 100 mL.
v' Guardar a nevera.




Annex: Descripcid Metodologia Analitica

Activitats enzimatiques p-glucosidasa i f-galactosidasa

(Tabatabai, 1982; Trasar-Cepeda et al., 1985 i 2000; Jiménez i Bonmati, 2003)

3 Procediment

Mesura del pH de la suspensio sol-tampd:

Per a cada tipus de sol es pesa 1,5 g de sol en tubs de fons estret, se li afegeix 4 mL del tampd MUB-
HCI (pH 6), 2 mL d'aigua destil-lada i 1 mL de substrat

'05) S'agita bé, es deixa reposar 30 minuts i es mesura el pH

(.

g Si la suspensié manté el pH del tampd MUB-HCI (pH 6) es procedeix a la determinacié de 'activitat

'g enzimatica utilitzant aquesta solucié tampd (per preparar el substrat i per a la determinacio

2 enzimatica) i prenent com a volum x de HCI 0,5 M igual a 0 mL
Si pel contrari, la solucié tampd MUB-HCI (pH 6) no aconsegueix portar la suspensio al pH 6 es
procedeix segons l'apartat segiient per deduir el valor de x mL de HCI 0,5 M i s'utilitza com a solucié
tampo6 la MUB-HCI (pH = 9) (per preparar el substrat i per a la determinacié enzimatica)
Determinacié del volum de HCI a afegir:
La corba de neutralitzacio té per objectiu determinar el volum de HCI 0.5 M (x mL) que s'ha d'afegir
a la suspensid sol-tampd-substrat per aconseguir el pH de 6.0 al qual es realitza la reaccid

) enzimatica (sent el tampd MUB- HCI pH = 9). La corba de neutralitzacié es realitza per a cada mostra

® de sol.

£

© Es pesa 1,5 g de sol en recipients de fons estret

-t

§ s'afegeixen 4 mL de tampd MUB-HCI (pH = 9), 1 mL d'aigua destil-lada, 1 mL de substrat

S Es barreja bé, es deixa reposar 30 min i es mesura el pH

(18]

'g S'afegeixen 0,1 mL de HCI 0,5 M, barrejar, deixar reposar 10 min i mesurar el pH

o

Repetir aquesta operacio fins que es abast un pH minim de 6,0

De la representacio de pH enfront del HCI gastat es dedueix el valor de HCI 0,5 M necessari com X
mL

e Pes de mostra: 1,5 g de sol (sec, fraccié terra fina assecada a l'aire o bé humit, garbellada 2
mm)

e pH de la reaccié: 6

e  Ajust de pH: 4 mL de tampd MUB-HCI(pH6)/4 mL MUB-HCI(pH=9)+x mL

e HCIO,5M

e Volum de substrat: 1 mL

e  Concentracio6 del substrat: 25 mM

e  Temperatura d'incubacié: 37 ° C

e Temps d'incubacié: 1 hora

e  Utilitzacié de tolué: no

e Aturada de la reaccid: gel

e Separacid del sol: 1 mLCaCl, 2 M

. Extraccié del pNF: 4 mL de extractant (tampd THAM de pH 12)

e  Obtencio de I'extracte: filtracio

e  Volum total de I'extracte 12 mL

e  pH lectura de I'extracte: 8,5-8,7

e Lectura del pNF: 400 nm

Activitat enzimatica: Condicions

10



9. Annex: Descripcié Metodologia Analitica

Activitats enzimatiques p-glucosidasa i f-galactosidasa

(Tabatabai, 1982; Trasar-Cepeda et al., 1985 i 2000; Jiménez i Bonmati, 2003)

Pesar 1,5 g de sol en un erlenmeyer/botella de 50 mL (per mostres, controls i patrons)
Afegir 4 mL de dissolucié tamp6 MUB-HCI (pH 6)/MUB-HCI (pH=9) (per mostres, controls i patrons)
Afegir x mL de HCI 0,5 M per aconseguir el pH 6,0 en la suspensié (per mostres, controls i patrons)
Afegir aigua destil-lada: (2-x) mL en mostres, (2-x) mL en controls i (1-x) mL en patrons

Afegir 1 mL de patré de p-nitrofenol de 20 mgL™, 50 mgL™, 100 mgL* i 200 mgL* en patrons
Afegir 1 mL de substrat p-nitrofenil 3-D-glucopirandsido 25 mM en mostres

Tapar tots els erlenmeyers amb parafilm o botelles amb el tap
Afegir un recipient amb la solucié de substrat (p-nitrofenil B-D-glucopirandsido 25 mM)

Incubar en un bany d'aigua amb agitacié a 37°C durant una hora (mostres, controls, patrons i
substrat)

Treure tots els erlenmeyers/botelles i refredar en bany de gel
Afegir 1mL de CaCl, 2 M i 4 mL de solucié extractant (THAM-NaOH, pH12) en mostres

Afegir 1 mL de substrat (p-nitrofenil B-D-glucopirandsido/p-nitrofenil-3-D-Galactopirandsido 25 mM)
en controls i patrons

Activitat enzimatica: Mesura

Afegir 1 mL de CaCl, 2 M i 4 mL de solucié extractant (THAM-NaOH, pH12) en controls i patrons
Agitar i filtrar sobre tubs de vidre de 20 mL

Omplir un tub, que sera el blanc de reactius (per a la cubeta de referéncia) amb:
4 mL de tampd SEMPRE pH 6 + 2 mL d'aigua + 1 mL de substrat + 1 mL de CaCl, + 4mL extractant

Mesurar I'Absorbancia dels filtrats a 400 nm després d'haver ajustat a zero amb la soluci6 de
referéncia en les dues cubetes. El volum del filtrat permet llegir dues vegades cada tub.

Si la lectura cau fora del rang de patrons es fa la dilucié adient amb aigua destil-lada

4 Calculs
o Amb les lectures d'Absorbancia dels patrons i controls es calcula la recta de calibratge
O

© L'equacié de regressié tindra 20 punts ja que cada tub s'haura llegit per duplicat
o
@ Els valors de les abscisses son: 0 (control), 20, 50, 100 i 200 (4 patrons) pg de p-nitrofenol (pNF) i
° els valors d'ordenades els dos valors de les lectures de controls i dels quatre patrons.
48 Portant a la recta les lectura de les mostres es troba el valor de pug de p-nitrofenol en I'extracte. Amb
& aquest valor s'apliquen els factors de conversio seglents per calcular I'activitat neta

p = g de sol

@ M = nug de p-nitrofenol (pNF) en I'extracte
©
8 H= humitat del sol

M pug pNF pmol pNF 100g sol
Pg sol hora 139 pg pNF (100 — H) g sol sec

= wmol pNF lliberatsg—1h—1

11



Annex: Descripcid Metodologia Analitica

Activitats enzimatiques p-glucosidasa i f-galactosidasa

(Tabatabai, 1982; Trasar-Cepeda et al.,1985 i 2000; Jiménez i Bonmati, 2003)

5 Observacions
> Les activitats B-glucosidasa i B-galactosidasa només es diferencien en el substrat utilitzat.
En el cas de la B-galactosidasa s’ha de valorar la possibilitat de fer un rang lineal de
concentracions més baixes.
» Cada mostra es fa per quadruplicat. Alhora es preparen 2 controls i quatre patrons per
duplicat. Es posen llavors, a incubar 14 erlenmeyers més el de substrat, un total de 15.
>  El limit de deteccid de és de 0,020 pmol pNF g* h! i el resultat s’expressa amb 3 xifres
decimals
La relacid lineal Absorbancia/concentracié de pNF no pot ser I’Absorbancia de la dissolucions de pNF
en les mateixes condicions finals de lectura que I'assaig enzimatic (que és el sistema habitual) si no
que s’ha de buscar la relacié de la concentracié de pNF dels patrons i la lectura d’aquests patrons un
cop s’han posat en contacte amb el sol i hagin sofert les condicions i temps d’incubacié igual a les
mostres (encara que sense donar-se la reaccié enzimatica). Només d’aquesta forma estem mesurant
I’Absorbancia del pNF lliure o sigui I'afegit menys el retingut pel sol. S’ha d’obtenir doncs, una recta
de calibracié amb la mostra de sol. Aix0 suposa fer paral-lelament a la incubacié de les mostres i
° controls la incubacié també de patrons en les mateixes condicions.
§ Per aquesta forma de calcul s’han de tenir presents les seglients observacions:
Qo
ﬁ » No es considera el pes dels patrons ni controls (sempre es procura que sigui 1,50XX)
> La recta de calibracié no passa mai per l'origen, aix0 té consequiéncies quan es fan els
calculs d’'una mostra que s’ha hagut de diluir. L’Absorbancia llegida s’ha de multiplicar i
després portar a la recta per deduir la concentracié; o sigui no és correcte portar la
Absorbancia a la recta, deduir la concentracid i després multiplicar. Si és vol portar
directament I’Absorbancia a la recta ha de ser amb el terme independent també dividit
(entre 5 si s’ha diluit 5 cops)
> El valor del terme independent ens dira el limit de deteccid de I'activitat perqué valors
d’Absorbancia inferiors al terme independent no es podran portar a la recta
» Per a determinar I'activitat en mostres de fang es parteix de 0,3 g de mostra assecada a
c |'aire i molturada.
3 w > D’acord a l'assaig de pH i la corba de calibracid el pH de la suspensié es va ajustar amb 0,2
22 mL HCl 1 M.
‘% < > La rectes de calibracié presenten una pendent més baixa que la de sols (0,0056-0,0068) i
< I'ordenada en I'origen superior (0,350-0,980).
>  Sil'activitat és molt alta cal fer una dilucié (1/2 en el cas fang compostat).
Finalment abordem els punts a tenir en compte en el cas de voler fer una Unica recta de calibracié
§ per a la mesura de les dues activitats B-glucosidasa i B-galactosidasa
% > Conceptualment és possible sempre que es llegeixi amb compensacié de substrat
Is] > A la practica cal decidir que és millor: Fer una sola recta amb patrons duplicats que serveixi
’—,8 per a les dues activitats o bé només una lectura per patré i cada activitat la seva recta
w_ > Vigilar perque la B-galactosidasa segurament necessita un rang de patrons inferior a la B-
% glucosidasa
<
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9. Annex: Descripcié Metodologia Analitica

Activitats enzimatiques p-glucosidasa i f-galactosidasa

(Tabatabai, 1982; Trasar-Cepeda et al., 1985 i 2000; Jiménez i Bonmati, 2003)

Exemple del procediment esquematitzat per a un conjunt de mostres
(mostres barreges sol-fang, sol argilds, experiéncia en lisimetres)
Controls Patrons Mostres

1,5 g de sol

4 mL de tampd pH 9

0,8 mLHCO,5M

1,2 mL aigua 0,2 mL aigua 1,2 mL aigua

1 mL p-nitrofenol 20 ppm
50 ppm

100 ppm

200 ppm

1 mL substrat

Incubar 1hora 37°C

Refredar bany de gel

Exemple d’esquema de treball

1 mL substrat 1 mL substrat

1 mL de CaCl,

4 mL de soluci6 extractant

Agitar i filtrar

Mesurar I’Absorbancia a 400 nm

Solucié de la cubeta de Referencia:

4 mL tamp6 pH 6 +2 mL aigua+1 mL substrat en pH 9 +1 mL CaCl,+ 4 mL extractant
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