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4.6. NIVELLS DE COMPOSTOS FENOLICS EN SOLS I
EFECTES DE L’APLICACIO D’OLIASSA AL CAMP

En aquest bloc de resultats es pretén conéixer el contingut habitual de fenols
en sOls que no han rebut mai oliassa i de sols que sels ha aplicat
historicament amb finalitat agrologica. En un segon apartat, s’estudia
P’evolucié en el temps dels compostos fenodlics i d’altres parametres del sol, des
del moment de l’'aportacié d’oliassa a diferents dosis agrologiques. Aquest
estudi va encaminat a conéixer si 'aportacié d’oliassa al sol com a fertilitzant,
pot suposar un risc d’acumulacié6 de compostos fendlics i ’afectacié d’altres

parametres del sol.
4.6.1. Nivells de compostos fenolics en sols de referéncia

La finalitat d’aquest apartat és conéixer el contingut habitual de fenols en sols
i si I'aport d’oliassa al sol (valoritzacid) a dosis agrondmiques pot comportar
I'acumulacié de compostos fendlics en aquest. Per a dur a terme aquest estudi
s’ha analitzat el contingut de fenols solubles i extractats amb hidroxid sodic +
pirofosfat de I'horitzé superficial (0-20 cm de fondaria) de diversos soéls, situats
principalment en tres zones oleicoles de Catalunya: Baix Ebre-Montsia, Baix

Penedés i Terra Alta.

El valor de fenols extractats amb aigua correspon als fenols que sén
immediatament biodisponibles i mobilitzables cap a sistemes aquatics, mentre
que els extractats amb hidroxid sodic 0,1N + pirofosfat sédic 0,4N permeten
estimar el contingut en fenols solubles, més els adsorbits anionicament
formant ponts amb cations polivalents i els lligats débilment a la matéria
organica. Valors elevats d’aquests darrers, poden no estar relacionats amb els
efectes toxics dels fenols, perd en canvi poden ser indicadors d’acumulacio,

per aixo s’ha considerat convenient emprar ambdés extractants.

En primer lloc s’han analitzat sols de conreu i forestals que no han rebut mai
oliassa. Aquestes analisis permeten conéixer els nivells base o de fons de
fenols que des del punt de vista de contaminacid, es podria considerar nivell

zero. Aquests valors de referéncia sén uns valors de qualitat de sbéls que
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marquen el limit de concentracié de fenols per sota de la qual no poden
considerar-se afectats (contaminats) i si son superats indiquen que podria

existir algun tipus d’afectacié del sol i dels ecosistemes o de I’ésser huma.

Els nivells base es podran comparar amb els resultats de sols que si han rebut
oliassa, tant amb finalitats agronémiques com per abocaments incontrolats i
se’n podran treure conclusions sobre el nivell d’afectacié (contaminacio)

d’aquests sdls.

A les taules 4.6.1 i 4.6.2 es mostren els valors del contingut de fenols de sols
que no han rebut oliassa. Pot observar-se com en cadascuna de les zones
oleicoles seleccionades el contingut de fenols tant solubles com extractats amb
hidroxid sodic + pirofosfat sodic dels sols forestals, sén significativament
superiors als dels sols de conreu, tant si son de conreu d’olivera com no.
Aquest fet pot anar relacionat amb el contingut i tipus de matéria organica

(generalment superior en els sols forestals).

La correlacié lineal de Pearson entre el contingut de matéria organica i el de
fenols solubles és de 0,763 i amb els fenols extractats amb hidroxid sodic +
pirofosfat és de 0,962. La correlacié amb els solubles no és gaire elevada
perqué la preséncia de fenols en la solucié del sol depén més del tipus i
naturalesa de la matéria organica, i per tant del tipus de vegetacié (Whitehead
et al.,, 1982), i de les condicions ambientals del s6l, que no pas de la quantitat
de matéria organica en si (fet que també s’ha vist amb els sols M i T a 'apartat
4.2). També convé tenir en compte que gran part dels sodls forestals
seleccionats s6n pinedes i alguns estudis revelen que els sdls que sostenen
boscos de coniferes acostumen a presentar valors de fenols simples més

elevats que no pas amb d’altres tipus de vegetacio (Kuiters i Denneman, 1987).
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Taula 4.6.1. Nomenclatura de referéncia, localitzacié i valor de fenols solubles i
extractats amb hidroxid sodic 0,1N + pirofosfat sodic 0,4N, d’horitzons superficials de
sols que mai no han rebut oliassa. (Resultats expressats com a mg d’acid cafeic kgt
s0l sec).

Ref. Fenols Fenols Observacions
mostres solubles hidroxid sédic +
pirofosfat sodic

Baix Ebre-Montsia

NB1 2,7 523,4 Conreu d’olivera.

NB2 7,7 683,5 Conreu d’olivera, usen només adobs quimics.
NB3 10,2 529,3 Conreu d’olivera, entre oliveres.
NB4 4,4 639,1 Conreu d’olivera, sota les oliveres.
NBS 13,3 1814,9 Sol forestal, maquia litoral.

NB6 4,4 605,9 Conreu d’ametllers.

NB7 4,0 444,1 Conreu d’olivera.

NB8 6,3 615,5 Conreu d’ametllers.

NB9 4,2 561,1 Conreu d’olivera.

NB10O 4.9 804,3 Conreu de garrofers

NB11 4,2 582,4 Conreu d’olivera.

NB12 4.9 482,5 Conreu d’ametllers.

NB13 10,7 1118,5 Sol forestal, maquia litoral.
NB14 4,6 626,5 Conreu d’olivera.

NB15 4,1 552,2 Conreu d’ametllers.

NB16 3,8 451,0 Conreu d’olivera.

T 5,6 562,0 Conreu d’olivera.

Terra Alta

NB17 5,5 517,0 Conreu d’olivera.

NB18 12,2 1248,1 Sol forestal, pineda.

NB19 6,9 502,1 Conreu d’olivera.

NB20 7,5 619,3 Conreu d’olivera

Baix Penedés

NB21 7,9 745,6 Conreu d’olivera

NB22 3,8 455,5 Conreu de cereal.

NB23 7,1 661,4 Conreu d’ametllers.

NB24 7,1 604,7 Conreu d’olivera

NB25 28,6 2106,8 Sol forestal, pineda.

NB26 5,3 532,2 Conreu de cereal.

NB27 4.9 693,6 Conreu d’ametllers

NB28 13,0 1713,4 Sol forestal, pineda.

NB39 6,9 305,4 Conreu de cereals de més de 40 anys.
NB30 6,5 346,6 Conreu de vinya de 38 anys.
NB31 10,7 1930,9 Sol forestal, pineda.

NB32 5,7 523,4 Conreu d’olivera.

NB34 7,1 731,4 Conreu d’olivera.

Barcelonés

G 15,0 1421,4 Sol forestal, de pi, alzina i roure.
Maresme

M 9,0 430,1 Sol forestal de pi i alzina
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En canvi, no s'observen diferéncies significatives entre el contingut de fenols
(tant solubles com extractats amb hidroxid sodic + pirofosfat) de sols de
conreu amb oliveres i sense, en cap de les zones estudiades i tampoc n’hi ha
entre els sols d’olivera de les diferents zones oleicoles, tot i que la zona del

Baix Ebre-Montsia presenta uns valors mitjans lleugerament inferiors.

Taula 4.6.2. Valors mitjans i desviacié estandard del contingut de fenols solubles i
extractats amb hidréxid sodic (0,1N) i pirofosfat sodic (0,4N) d’horitzons superficials de
so0ls que mai no han rebut oliassa. Lletres diferents dins la mateixa columna indiquen
diferéncies significatives (P<0,05). (Resultats expressats com a mg d’acid cafeic kg! sol

sec).

Zona Oleicola Usos del sol Fenols Fenols
solubles hidréxid sodic +
o pirofosfat sodic
Baix Ebre- | Sols forestals 12,0 £ 1,8b 1466,7 + 492,4b
Montsia Sols conreu olivera 5,1+2,2a 560,2 £ 77,5a
So6ls conreu sense olivera 491 0,9a 610,9+ 114,6a
Séls conreu 5,1%1,8a 577,5+92,7a
Sols de conreu i forestals 591 209a 682,1 + 331,5a
Terra Alta Sals forestals 12,2b 1248,1b
Sols conreu olivera 6,6 £ 1,0a 546,1 £ 63,8a
Sals de conreu i forestals 8,51 2,5a 671,6 £ 386,9a
Baix Penedés |Sols forestals 17,4 £9,7b 1917,0 £ 197,1a
Sols conreu olivera 7,0+ 0,9a 651,3 £ 106,2a
Sols conreu sense olivera 5,8,+ 1,3a 499,1 +160,0a
Sols conreu 6,2 + 1,3a 560,0 £ 155,4a
Sdls de conreu i forestals 8,8 £ 6,4a 873,1 £ 6154a
Conjunt de les|Sols forestals 14,2+ 6,6b | 1438,7 + 575,4b
tres zones Sols conreu olivera 5,8+ 1,9a 591,7 £ 100,5a
Sols conreu sense olivera 54+1,la 550,5 £ 184,4a
Sdls conreu 5,7+ 1,7a 567,9 £ 113,7a
Sols de conreu i forestals 7,5+ 4,7a 769,0 £ 462,9a

Aquests valors mitjans obtinguts, poden ser considerats com a valors base o

de referéncia de sols no afectats per 'aport d’oliassa.

A la taula 4.6.3 es mostren els resultats de I'analisi de fenols de sols que han
rebut oliassa amb finalitat agronomica. El mostreig s’ha efectuat com a minim
sis mesos després de la ultima aplicaci6é d’oliassa. A partir d’aquests resultats
pot comprovar-se com a la zona de la Terra Alta el conjunt de sols que se’ls ha
aplicat oliassa a diferent dosi i durant 1 i 10 anys presenten valors de fenols
solubles molt semblants entre si 7,3 i 7,2 mg kg!. Comparant aquests
resultats amb els nivells base d’aquesta zona oleicola (nivell en sdls no afectats

per l'oliassa) s’observa que no hi ha diferéncies significatives i tampoc amb els
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valors base mitjans de qualsevol de les tres zones oleicoles. Els valors
obtinguts de fenols extractats amb hidroxid sédic + pirofosfat sodic mostren
resultats analegs als solubles. No s’observen diferéncies significatives amb els

nivells de fons citats.

Taula 4.6.3. Contingut de fenols solubles i extractats amb hidrdéxid soédic (0,1N) i
pirofosfat sodic (0,4N), d’horitzons superficials de sols que se’ls ha aplicat oliassa amb
fins agrologics, i nivells base de diferents zones oleicoles. Nombre d’anys i dosi
aproximada que se’ls ha aplicat. Lletres diferents dins la mateixa columna indiquen
diferéncies significatives (P<0,05). (Resultats expressats com a mg d’acid cafeic kg! s6l
sec).

Zona Referencia Ne° Dosi aprox. Fenols Fenols
B’ d’anys (m3 ha-lany'l) solubles hidroxid sodic +
oleicola pirofosfat sédic
Terra Alta OAl 1 50 7,4 406,8
0A2 1 50 7,8 554,3
OA3 1 50 6,8 489,7
Mitjana i desv. st 7,3 + 0,5a 483,6 £ 73,9a
OA4 10 250 8,9 604,4
OAS5 10 250 7,4 446,3
OA6 10 250 6,5 408,0
OA7 10 6,1 450,8
Mitjana i desv st 7,2+ 1,2a 477,4 + 86,8a
Baix OAS8 1 300 12,7 717,4
Penedés OA9 5 200 7,4 689,4
OA10 10 350 7,8 644,9

Mitjana i desv st 9,3+ 3,0a 696,5 + 56,4a

Nivell base conreu olivera Terra Alta 6,6 + 1,0a
Nivell base conreu olivera B. Penedés 7,0+ 0,9a
Nivell base conreu 3 zones oleicoles 5,8+ 1,9a

546,1 * 63,8a
651,3 + 106,2a
591,7 + 100,5a

A la zona del Baix Penedés, el conjunt de sdls que han rebut oliassa presenten
un valor mitja de fenols solubles que tampoc és significativament diferent als
nivells base de sols amb conreu d'olivera, tant per de la zona del Baix Penedés
com per al conjunt de les tres zones. Comparant els valors un a un,
Unicament un valor (12,7 mg kg!) supera els nivells considerats habituals en
sols d'olivera tant de la zona concreta com del conjunt de les zones
mostrejades. Aquesta mostra correspon a un s6l que ha rebut una dosi
d’oliassa bastant superior a la dosi maxima permesa de 30 m3 ha'! (pot ser
aproximadament d'uns 300 m3 ha! o fins i tot més) i el temps transcorregut
entre l'aplicacio i el mostreig és possible que sigui molt proper a 6 mesos.
Malgrat aixd, aquesta mostra no supera la concentracié de fenols solubles de

fons dels sols forestals i el resultat de Vextraccié amb hidroxid sodic i
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pirofosfat tampoc supera els nivells base dels sols d’olivera de la zona. Per
tant, en aquest cas, no sembla que hi hagi una acumulacié de compostos
fenolics adsorbits i Ginicament s’observa una lleugera alteracié de la fraccid
soluble. Els camps que se’ls ha aplicat oliassa durant 5 i 10 anys presenten
valors de fenols solubles 1 extractats amb hidroxid sodic i pirofosfat habituals

per a sols de conreu d’olivera de la zona oleicoles concreta.

En general es pot afirmar doncs, que al aplicar oliassa al sol a dosis
agrondomiques (compreses entre 30 i 300 m3 ha-!) i durant llargs periodes (fins
a 10 anys) no implica necessariament un increment significatiu dels fenols
solubles i extractables amb hidroxid sodic + pirofosfat del s61 un cop passat,
com a minim, un periode de temps d’uns sis mesos des de la darrera aplicaci6é

d’oliassa.

Tenint en compte que quan s’aplica oliassa al sl a dosis agronémiques no
s’observen canvis en el contingut de fenols, si el temps transcorregut des de
I'adltima aplicacié és superior a de sis mesos, pot resultar Gtil conéixer com
evolucionen a curt termini (des del moment de 'aport d’oliassa) els compostos
fenolics i d’altres parametres del so0l quan s’aplica oliassa en condicions de

camp. Aquest aspecte sera analitzat en el proper apartat.

359



Resultats i discussid

4.6.2. Efectes de I’aplicacio d’oliassa al camp

L'objectiu d’aquest experiment és coneixer l'efecte de l'aportacié d’oliassa a
dosis agrologiques en condicions de camp, sobre alguns parametres del so6l i la
seva evolucié en el temps, i alhora comprovar si els resultats obtinguts
coincideixen amb els experiments de laboratori (columnes lisimétriques i
assajos de biodegradacié de fenols). L’estudi es va portar a terme en un sol
classificat segons la STS com a Typic. Xerorthent (de caracteristiques

semblants al sol T) situat al municipi de Lloreng del Penedés (Baix Penedés).

Es tracta d'un sol calcari (29% de carbonat calcic), de pH relativament elevat
(8), de textura francargilosa, no sali, amb valors acceptables de matéria
organica (1,5% carboni oxidable) i moderada capacitat d’intercanvi catidnic
(15,7 m eq 100 g sol-1).

S’ha aplicat una Utnica aportacié d’oliassa (OC) generada en un moli d’oli que
disposa d'un sistema continu de tres fases, a unes parcelles experimentals
(dotze en total) a dosis d’aplicacié equivalents a 30, 180 i 360 m3 d’oliassa per
hectarea. També s’han inclos parcelles control (sense aplicacié d’oliassa).
L'oliassa prové d’'una planta depuradora de Lloren¢ del Penedés propera al
camp experimental i les seves caracteristiques es descriuen a la taula 4.1.1
(apartat 4.1.2). Com a trets caracteristics convé destacar l’elevada salinitat,
carrega organica, preséncia de fenols i, excepcionalment, pH basic i elevat

contingut de sodi.

S’ha seguit l'evolucié dels diferents parametres durant un periode de quatre
mesos. Els resultats dels diferents parametres, indicats a continuacio,
corresponen a la mitjana dels valors corresponents a les 3 repeticions

efectuades en cada tractament.

A la taula 4.6.4 i figura 4.6.1 s’observa que el pH actual de les parcelles
control és moderadament basic i esta al voltant de 8. Inicialment (a temps 0
dies) en augmentar la dosi d’oliassa també ho fa el pH. Les parcelles control
presenten un pH de 8,02 mentre que a les dosis de 30, 180 i 360 és de 8,20,
8,35 i 8,62 respectivament. A més, aquests valors sén significativament

diferents als del control. Aquest notable augment del pH actual pot ser degut a
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que el pH de l'oliassa aplicada és basic (pH 8,55) perqué ha estat neutralitzada
préviament a la depuradora, i tenint en compte que aquest sol també ho és, la
basicitat s’accentua. A més, 'aportacié de sodi genera carbonats d’hidrolisi

més basica que els de calci inicials.

Taula 4.6.4. Valors mitjans de pH actual en funcié del temps (dies). Lletres diferents a
la mateixa fila indiquen diferéncies significatives (P<0,05).

Temps Control 30m3ha! 180m32ha! 360 m3 ha'
0 8,02a 8,20b 8,35b 8,62¢
3 8,00a 8,10a 8,36b 8,60c
9 7,95a 8,05a 8,22b 8,44c
30 8,05a 8,08a 8,15a 8,29b
60 8,02a 8,00a 8,10a 8,20a
120 8,02a 8,05a 8,06a 8,08a

Un lleuger augment inicial del pH del sol també és observat per d’altres autors

al utilitzar oliassa sense neutralitzar (Della Monica et al., 1978 i Potenz et al.,

1985) i ho atribuiren a la produccié d’amoniac. Tardioli et al. (1997) també

observen un lleuger augment del pH actual que es recupera en un temps no

superior a 6 mesos. En canvi, d’altres autors (Levi Minzi et al., 1992) observen
que en aplicar oliassa a sols calcaris a dosis de 160 i 320 m3 ha-! el pH actual

disminueix inicialment lleugerament i es recupera amb 15 dies. En el present

estudi 'augment de pH és més alt i tarda més en recuperar el valor del control

per lefecte del sodi aportat per I'oliassa que desplaca al calci dels carbonats

del sol.

Al llarg del temps el pH actual de les parcelles que han rebut oliassa tendeix a
disminuir de manera que assoleixen els valors del sol control (no sén
significativament diferents) a partir del tercer dia per a la dosi de 30, un mes

per a la de 180 1 dos mesos per a la dosi superior (taula 4.6.4).
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7,6
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temps (dies)

.- -#--- control —a— 30 m3/ha —a— 180 m3/ha —«— 360 m3/ha

Figura 4.6.1. Representacié grafica dels valors mitjans de pH actual en funcié del
temps.

El pH potencial (taula 4.6.5 i figura 4.6.2) inicialment també augmenta
significativament amb la dosi, passant de 7,52 (parcelles control) a 8,00 per a

la dosi maxima.

En funcié del temps els valors de pH potencial tendeixen a disminuir de forma
analoga al pH actual i s’assoleixen els valors del control a partir de 30 dies per

a la dosi de 30, 60 dies per a la dosi de 180 i 120 dies per a la dosi de 360.

Les diferéncies entre el pH actual i potencial estan al voltant de 0,5 unitats de
pH o inferior, fet habitual en sols amb el complex de canvi saturat, de manera

que es un sol que no presenta una tendéncia marcada a l’acidificacio6.

Taula 4.6.5. Valors mitjans de pH potencial en funcié del temps (dies). Lletres
diferents a la mateixa fila indiquen diferéncies significatives (P<0,05).

Temps Control 30 m3 ha-l 180 m3 ha-! 360 m3 ha‘!
o 7,52a 7,62b 7,78c 8,00d
3 7,49a 7,60b 7,90c 8,08d
9 7,42a 7,51b 7,66¢ 7,90d
30 7,50a 7,50a 7,61b 7,73c
60 7,47a 7,50a 7,52a 7,62b
120 7,49a 7,49a 7,50a 7,52a
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temps (dies)

.--¢--. control —s— 30 m3/ha —a— 180 m3/ha —¢«— 360 m3/ha

Figura 4.6.2. Representacio grafica dels valors mitjans de pH potencial en funcié del
temps.

A la taula 4.6.6 i figura 4.6.3 s’observa que la conductivitat eléctrica del sol
també augmenta amb la dosi d’oliassa, fet 10gic tenint en compte que l'oliassa
emprada presenta valors molt alts de salinitat (11,6 dS m-!). A la dosi de 30 ho
fa només lleugerament, en canvi, a majors dosis el valor de la salinitat esdevé
significativament superior als del control. A la maxima dosi gairebé es duplica
el valor inicial del control i comenca a ser un valor suficientment elevat com
per afectar negativament a la produccié de molts conreus si la humitat del so6l

és baixa.

Taula 4.6.6. Valors mitjans de conductivitat eléctrica a 25°C (dS m-1) en funcié del
temps. Lletres diferents en la mateixa fila indiquen diferéncies significatives (P<0,05).

Temps Control 30 m3 ha'! 180 m3 hat 360 m2 ha!
o 0,61a 0,66ab 0,89 1,15¢
3 0,59a 0,67ab 0,90bc 1,15¢c
9 0,58a 0,67ab 0,88bc 1,07c
30 0,55a 0,54a 0,73ab 0,83b
60 0,59a 0,54a 0,62a 0,70b
120 0,56a 0,52a 0,57a 0,63a

La conductivitat eléctrica, practicament constant en el temps en les parcelles
control, baixa en les tractades, de manera que s’assoleixen els valors del
control després de 30 dies per a la dosi de 30 m3 ha-!, 60 dies per a la dosi de
180 i 120 dies per a la de 360. Aquest descens de la salinitat és atribuible al

rentat de les sals pels episodis de pluja esdevinguts. La pluviometria
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acumulada al llarg del periode experimental ha estat de 110 mm (taula 4.6.7),

sent els primers 30 dies els més plujosos (52 mm).

[ R T [

60 80 100 120
temps (dies)

-.-#--- control —a— 30 m3/ha —a— 180 m3/ha —«— 360 m3/ha

Figura 4.6.3. Representacio grafica dels valors mitjans de conductivitat eléctrica a
25°C en funcié del temps.

Aquest fet ha provocat que durant el primer mes ha estat quan el descens de
la conductivitat eléctrica ha esdevingut major. També s’ha de tenir en compte

que la pluja caiguda durant 'experiment és ’habitual a la zona.

Taula 4.6.7. Dades pluviométriques acumulades de ’observatori del Vendrell {(poblacié
molt propera al camp experimental} cedides pel Servei Meteorologic de Catalunya.

Temps (dies) | 30 60 90 120
Pluviometria 52,4 65,4 96,0 110,4
(mm)

D’altres estudis amb dosis d’aportacié d’oliassa similars (160 i 320 m3 ha‘!) als
d’aquest treball, obtenen resultats similars al llarg d'un periode d’estudi de
135 dies (Levi-Minzi et al., 1992). No obstant alguns estudis amb dosis
d’aportacié majors i per tant poc representatives d’aports agrondmics (> 360
m3 ha-l) indiquen que el temps necessari per assolir el nivell del control és
superior. Aixi per exemple en aports d’11.000 a 18.000 m? ha! en tres anys
sobre sols situats a Baeza (Andalusia), després de © mesos de Itltima

aplicaci6é d’oliassa, la salinitat encara es molt superior a la inicial (Cabrera et
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al., 1996). En el cas de l'abocador de Santa Barbara el temps necessari per a

restablir la conductivitat eléctrica ha estat de 2 anys (apartat 4.3).

El contingut de carboni oxidable, indicat a la taula 4.6.8 i figura 4.6.4,

augmenta molt lleugerament en augmentar la dosi d’oliassa aplicada.

Taula 4.6.8. Valors mitjans de carboni oxidable (%) en funcié del temps (dies). Lletres
diferents a la mateixa fila indiquen diferéncies significatives (P<0,05).

Temps Control 30 m3 hat 180 m3 ha! 360 m? ha-!
0 1,49a 1,55a 1,60ab 1,73b
3 1,48a 1,56ab 1,63ab 1,70b
9 1,50a 1,55ab 1,59ab 1,70b
30 1,49a 1,53ab 1,56ab 1,68b
60 1,48a 1,49a 1,54a 1,58a
120 1,48a 1,48a 1,52a 1,53a

Al llarg del temps el contingut de carboni oxidable de les parcelles control és
mantenen meés o menys constant, mentre que en les que han rebut oliassa
tendeixen a igualar-se a aquest. Dos mesos després de [I’aplicacié, no
existeixen diferéncies significatives entre els controls i les parcelles que han
rebut diferents dosis d’oliassa. Aix0 és degut, com ja s’ha comentat
anteriorment, a que gran part de la mateéria organica de l'oliassa esta formada
per sucres, acids organics, aminoacids, compostos nitrogenats etc, tots ells de

naturalesa molt labil.

Levi-Minzi et al. (1992) en P'experiment de camp abans esmentat, observen que
a una dosi de 320 m3 ha-! d’oliassa, tant el carboni oxidable com els sucres i
els acids volatils assoleixen el valor del sol control corresponent en 53 dies.
Lopez et al., (1992) en un experiment amb contenidors amb capacitat per a 1
m3 de so0l, aplicaren dosis d’oliassa massives (10.000 m3 ha-l) per tal
d’eliminar-la i observaren que el carboni organic aportat es descompon amb
un periode de 90 dies. Aquests mateixos autors (Lopez et al., 1996) en un
estudi similar, peré6 a més llarg termini, aplicaren dosis anuals de 3.820 i
6.110 m3 ha'! durant 3 anys i observaren que la major part del carboni aportat
€s rapidament mineralitzat, i ho atribuiren a l’elevat contingut en matéria
organica biodegradable (relacié6 DBOs/DQO igual a 0,45).
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Figura 4.6.4. Representaci6 grafica dels valors mitjans de carboni oxidable en funcio
del temps.

Per tant, la fertilitzacié amb oliassa augmenta Unicament el contingut en
matéria organica del sol inicialment, provocant un increment de l’activitat
biologica que s’encarrega de mineralitzar la matéria oganica aportada pel
residu. Fins i tot alguns autors assenyalen (Bernal, 1998) que aquest estimul
de l'activitat biologica pot afavorir la degradacié de part de la matéria organica
del sol, efecte conegut amb el nom de “priming” o d’encebament. Aquest fet no

s’ha constatat en cap dels estudis amb oliasses revisat.

Quant a les formes nitrogenades, de manera similar al carboni oxidable, el
contingut de nitrogen Kjeldahl (taula 4.6.9 i figura 4.6.5) augmenta
lleugerament amb l’aportacié d’oliassa, i és significativament diferent al del
control per a les dosis de 180 i 360. Aquests valors, pero, tendeixen a igualar-
se amb el valor de les parcelles control al llarg del temps, de manera que calen
30 dies per a la dosi de 180 i 60 per a la de 360. Parallelament a la disminucié
del contingut de nitrogen, s’observa un increment de la formacié de nitrat
(figura 4.6.6) per la mineralitzacié del nitrogen organic aportat per loliassa.
Resultats similars sén observats per Pérez i Gallardo-Lara (1987) autors que

incuben sols amb oliassa en condicions de laboratori.
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Taula 4.6.9. Valors mitjans de nitrogen Kjeldahl (%) en funcié del temps (dies). Lletres
diferents a la mateixa fila indiquen diferéncies significatives (P<0,05).

Temps Control 30 m? ha'! 180 m3 ha'l 360 m3 ha'l
o 0,195a 0,198ab 0,211bc 0,214c
9 0,198a 0,203ab 0,210ab 0,215b
30 0,201a 0,198a 0,203a 0,213b
60 0,202a 0,201a 0,204a 0,205a
120 0,200a 0,203a 0,200a 0,201la
0,22

%N Kieldahl

0 20 40 60 80 100 120
temps (dies)
---#--- control —a— 30 m3/ha —a— 180 m3/ha —x«— 360 m3/ha

Figura 4.6.5. Representacié grafica dels valors mitjans de nitrogen Kjeldahl en funci6
del temps.

Tot just després de l'aplicacié de l'oliassa, el contingut de nitrats de les
parcelles adobades és inversament proporcional a la dosi d’oliassa aplicada
(taula 4.6.10 i figura 4.6.6), fins al punt que les que han rebut dosis
equivalents a 360 m3 ha-! tenen valors de nitrat 10 cops inferiors als de les
parcelles control. Aquesta disminucié inicial també s’observa, en menor

mesura per a la dosi de 30.

Aquest fet confirma el que ja s’havia observat anteriorment en 'experiment en
lisimetres i en les proves de degradacié de fenols. El fenomen és atribuit als
processos d’'immobilitzacié del nitrogen per part dels microorganismes del sdl,
ja que amb P'aportacié d’oliassa s’incorpora al sol matéria organica labil amb

una relacié C/N elevada (en aquest cas 33).
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Taula 4.6.10. Valors mitjans de nitrat (mg NO3- kg'!) en funcié del temps (dies). Lletres
diferents a la mateixa fila indiquen diferéncies significatives (P<0,05).

Temps Control 30 m3 ha'l 180 m3 ha-! 360 m?3 ha-l
o 192,3a 116,8b 44,6bc 12,9¢
3 194,1a 92,0b : 84,7b 28,2c
9 215,3a 122,3b 84,5b 38,5b
17 206,6a 153,9ab 154,7ab 116,1b
30 248,8a 160,4ab 164,5ab 153,6b
60 333,8a 239,0a 271,4a 271,5a
120 370,7a 335,2a 359,2a 357,3a
400

_____
___________
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mg NO;7 kg
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Figura 4.6.6. Representacié grafica dels valors mitjans de nitrats en funcié del temps.

Les parcelles control presenten un notable increment de contingut de nitrats
al llarg del temps, perqué les condicions ambientals van ser favorables i
s’estimula l’activitat biologica dels microorganismes nitrificants. En el cas de
les parcelles adobades amb oliassa, després de la minva inicial del contingut
de nitrats s’esdevé una recuperacio dels valors al llarg del temps, ja que tant el
nitrogen organic aportat per l'oliassa com limmobilitzat inicialment sén
mineralitzats i transformats lentament a nitrat. El temps necessari perqué
s’assoleixin valors significativament iguals als dels controls és de 17 dies per a
les dosis de 30 i 180, i dos mesos per a la dosi de 360. Levi-Minzi et al. (1992)
en un experiment de camp apliquen dosis d’oliassa a raé de 320 m3 ha'l i
calen 135 dies per a restablir el contingut de nitrats com el del control. La

relacié C/N de l'oliassa, en aquest cas, era de 37, lleugerament superior a la
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d’aquest estudi, fet que pot justificar aquest retard en la recuperacid dels

valors de nitrat, entre d’altres factors com ara les condicions ambientals, etc.

Per tant, convé tenir aquests fets presents a 'hora d’aportar aquest tipus de
residus al sol, de manera que s’aconsella no aplicar oliassa a conreus durant

periodes de més necessitats de nitrogen.

També s’ha estudiat 'amoni intercanviable per acabar de conéixer els efectes
de l'aportacié d’oliassa sobre el cicle del nitrogen. En general, els valors
d’amoni intercanviable (taula 4.6.11 i figura 4.6.7) tendeixen a augmentar en

el temps (fins als 2 mesos) per a totes les dosis (incloses les parcelles control).

Taula 4.6.11. Valors mitjans d’amoni intercanviable (mg NH4* kg!) en funcié del
temps. Lletres diferents a la mateixa fila indiquen diferéncies significatives (P<0,05).

Temps Control 30 m? ha'! 180 m3 hat 360 ms3 ha-!
0 5,6a 6,7a 6,2a 7,5a
9 6,1a 7,2a 6,9a 6,8a
30 8,5a 8,3a 8,9a 6,4a
60 8,4a 10,2a 7,4a 11,0a
120 8,9a 9,5a 6,6a 10,4a

Els augments del contingut d’amoni a les parcelles control al llarg del temps
s6n lleugerament inferiors als de les adobades amb oliassa, ja que part del
nitrogen aportat per aquesta es va mineralitzant amb el temps. De totes
maneres, I'analisi dels resultats no assenyala diferéncies significatives amb les
parcelles control, la qual cosa indica que no s’ha detectat immobilitzacié de
nitrogen en forma d’amoni ja que esta menys disponible que el nitrat (adsorbit
al complex de canvi) o que aquest s’ha volatilitzat com a amoniac al pH basic
d’aquest sol. Aquesta darrera opcioé no sembla probable ja que en l'experiment

en columnes lisimétriques per al s6l M (de pH acid) també succeia.
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.- -¢--. control —a— 30 m3/ha —a— 180 m3/ha —¢«— 360 m3/ha

Figura 4.6.7. Representacié grafica dels valors mitjans d’amoni intercanviable en
funcié del temps.

Quant al fosfor assimilable (taula 4.6.12 i figura 4.6.8) s’observa que
inicialment augmenta el seu contingut en incrementar la dosi d’oliassa
aplicada. Aquest augment és més notori per a la dosi de 360. Amb el transcurs
del temps, els valors de fosfor de les parcelles control i de les que han rebut
dosis de 30 i 180 es mantenen més o menys constants, mentre que per a la
dosi de 360 hi ha un lleuger descens durant el primer mes i després els valors
es mantenen constants. Al final del periode estudiat (120 dies) el contingut de
fosfor assimilable de les parcelles que han rebut dosis de 360 continua sent

significativament superior al dels controls.

Taula 4.6.12. Valors mitjans de fosfor (mg P kg!) assimilable en funcié del temps
(dies). Lletres diferents a la mateixa fila indiquen diferéncies significatives (P<0,09).

Temps Control 30 m3 ha-!l 180 m3 ha! 360 m3 ha'l
0 356,9a 361,0a 389,8ab 480,3b
9 378,7a 389,8a 404,9a 473,1b
30 368,8a 385,0ab 401,9ab 442,2b
60 367,2a 374,3a 408,7ab 448,3b
120 375,1a 379,1a 399,1ab 452,7b
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temps (dies)
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Figura 4.6.8. Representacié grafica dels valors mitjans de fosfor assimilable en
funci6 del temps.

Pel que fa als cations assimilables s’observa en primer lloc que el contingut
en calei inicialment disminueix notablement en augmentar la dosi d’oliassa
per a totes les dosis d’oliassa. Amb el temps els valors de calci es recuperen
parcialment arribant tinicament al valor del control la dosi de 30 (taula 4.6.13
i figura 4.6.9). Aquest fet (observat també en l’experiment en columnes
lisimétriques) pot ser degut a l’elevat contingut en potassi i sodi de l’oliassa
aplicada, que desplacen al calci lligat al complex de bescanvi del so6l. Al final
de l'experiment el contingut de calci de les parcelles adobades a les dosis 180 i

360 continuen tenint valors significativament inferiors als dels controls.

Taula 4.6.13. Valors mitjans de calci assimilable (mg Ca2* kg'!) en funcié del temps
(dies). Lletres diferents a la mateixa fila indiquen diferéncies significatives (P<0,05).

Temps Control 30 m? ha-! 180 m3 ha'! 360 m:? ha-!
) 6996a 6565ab 6124ab 5864b
9 6757a 6236b 5852ab 5865b
30 6778a 6457b 6066ab 6073b
60 6774a 6626ab 6195ab 6065b
120 6798a 6752ab 6374b 6209b

Quant al magnesi (taula 4.6.14 i figura 4.6.10) inicialment a dosis altes

augmenta molt débilment, tot i que no hi han diferéncies significatives entre
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les parcelles adobades i les controls. Amb el transcurs del temps, les parcelles

adobades

tendeixen a igualar-se amb les que no ho estan.

T i

0 20 40 60 80 100 120
temps (dies)

---#--- control —a— 30 m3/ha —a— 180 m3/ha —«— 360 m3/ha

Figura 4.6.9. Representacié grafica dels valors mitjans de calci assimilable en funcié

del temps. v
Taula 4.6.14. Valors mitjans de magnesi assimilable (mg Mg?* kg!) en funcié del
temps (dies). Lletres diferents a la mateixa fila indiquen diferéncies significatives
(P<0,05).
Temps Control 30 m3 ha-! 180 m2 ha! 360 m?3 hat

0o 274,7a 218,8a 331,2a 296,0a

9 242,7a 276,8a 327,4a 326,7a

30 267,2a 241,3a 359,9a 382,4a

60 279,2ab 245,4a 309,6ab 331,1a

120 263,8a 273,7a 287,7a 313,2a

En relacié al contingut de potassi i sodi assimilables (taules 4.6.151 4.6.16 i

figures 4.

6.11 i 4.6.12) s’observa que a linici augmenten proporcionalment

amb la dosi d’oliassa aplicada. Concretament a la dosi de 360 el potassi

s’incrementa en un 35% mentre que el sodi ho fa en un 300%. L'increment del

potassi i

en menor mesura del sodi en el complex de bescanvi és un fet

habitual quan s’aplica oliassa al s0l, i ha estat constatat per diversos autors
(Torres et al., 1980; Garcia et al., 1990; Lopez et al., 1996).
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Figura 4.6.10. Representacié grafica dels valors mitjans de magnesi assimilable en
funcié del temps.

A lapartat 4.3 corresponent a l’estudi de I'abocador Santa Barbara també s’ha
observat un increment del contingut de potassi del s6l semblant i en
Pexperiment de columnes lisimétriques s’incrementa la concentracié ambdés

cations (apartat 4.4).

Pel que fa al sodi s’observa que el sol control presenta valors relativament
baixos, i tenint en compte la capacitat d’intercanvi catidnic d’aquest so6l (15,7
mEq kgl) presenta un percentatge de sodi intercanviable (PSI) del 6,8%,
mentre que per a la dosi de 360 el PSI s’incrementa fins a valors superiors al
15% (concretament 20,9%), valor a partir del qual es considera que el sél pot
comencar a patir problemes de sodificacié i dispersié dels colloides del sol.
Malgrat aixd, cal tenir en compte que l'extractant emprat és més acid (pH 7)
que el sol (pH 8) fet que provoca una sobrevaloracié de tots els cations
assimilables en general i, per tant, també del sodi. De fet la suma dels cations
assimilables supera en un 60% la capacitat d’intercanvi cationic del sol.
Aquest fet és habitual quan el pH de 'extractant és inferior al del s6l. A més,
la relaci6é d’adsorcié de sodi (RAS), que mesura la proporcié relativa entre els
continguts de sodi, calci i magnesi assimilables dels soél, té un valor d’1,1 per
al sdl control i de 3,6 per al sol adobat a la maxima dosi, valors clarament

inferiors a 10. Per tant, es confirma que en aquest cas concret no es preveuen
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problemes relacionats amb la sodificacié, fet habitual en séls calcaris on hi ha

excés d’ions calci.

Cal indicar perd, que no és habitual trobar sols en els que el sodi assimilable
s’incrementi tant com aquest cas com a resultat de ’'aplicacié d’oliassa, ja que
aquest catié no acostuma a ser majoritari. Com ja es va comentar al exposar
la caracteritzacié de les oliasses (apartat 4.1), aquesta concretament, presenta
valors molt elevats de sodi donat que havia estat neutralitzada amb hidroxid

sodic.

Taula 4.6.15. Valors mitjans de potassi assimilable (mg K* kg'!) en funcié del temps
(dies). Lletres diferents a la mateixa fila indiquen diferéncies significatives (P<0,05).

Temps Control 30 m3 ha'! 180 m3 ha! 360 m3 ha-l
o 2190a 2266a 2586ab 2939ab
9 2146a 2213a 2556ab 3016ab
30 2157a 2252a 2651ab 3032ab
60 2221a 2393ab 2704ab 3030ab
120 2117a 2228a 2651ab 2939ab

0 20 40 60 80 100 120
temps (dies)

---o--- control —=— 30 m3/ha —a— 180 m3/ha —x— 360 m3/ha

Figura 4.6.11. Representacié grafica dels valors mitjans de potassi assimilable en
funcié del temps.

Al llarg del temps els continguts de sodi i potassi de les parcelles control es

mantenen més o menys constants, mentre que en les que han rebut oliassa

tnicament mantenen els valors de potassi. Pel que fa al sodi, tendeix a anar
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disminuint lentament al llarg del temps, malgrat que a 120 dies els nivells dels
sols adobats a raé de 180 i 360 continuen sent significativament superiors als
dels so6ls controls. En canvi, el calci es comporta de forma inversa al sodi i el

seu contingut tendeix a augméntar amb el temps.

Taula 4.6.16. Valors mitjans de sodi assimilable (mg Na* kg!) en funcié del temps
(dies). Lletres diferents a la mateixa fila indiquen diferéncies significatives (P<0,05).

Temps Control 30 m3 ha! 180 m3 hal! 360 m3 ha‘l
o 245,1a 281,4a 516,3b 753,3c
9 247,4a 289,9a 519,3b 757,1c
30 233,5a 263,7a 478,9b 667,5c
60 245,5a 293,7a 458,1b 641,9¢
120 249,6a 279,8a 432,5b 588,6¢c

temps (dies)

---¢--. control —a— 30 m3/ha —a— 180 m3/ha —«— 360 m3/ha

Figura 4.6.12. Representacio grafica dels valors mitjans de sodi assimilable en funci6
del temps.

En relaci6 als compostos fenolics solubles (taula 4.6.17 i figura 4.6.13)
s’observa que inicialment el seu contingut augmenta proporcionalment a la
dosi d’oliassa aplicada. El contingut mig de fenols del sél control és de 7,2 mg
d’acid cafeic kgl, valor que esta dins el marge de valors base dels sols de

conreu estudiat anteriorment (apartat 4.6.1).
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Taula 4.6.17. Valors mitjans de compostos fenolics solubles (mg d’acid cafeic kg!) en
funcié del temps (dies). Lletres diferents a la mateixa fila indiquen diferéncies
significatives (P<0,085).

Temps Control 30 m3 ha'l 180 m3 hal 360 m3 ha‘!
0 7,1a 18,2a 46,2b 109,0c
3 7,4a 16,7a 39,7b 81,2c
9 7,5a 17,2a 37,9b 75,5¢
17 7,2a 13,2ab 25,8bc 54,0c
30 7,4a 13,1a 23,3ab 34,1b
60 6,7a 7,6ab 16,4b 23,8¢c
120 6,9a 6,3a 9,7a 11,5a
120 -

100

80

60

mg d'ac.cafeic/Kg

120

temps (dies)

...#-.- control —a— 30 m3/ha —a— 180 m3/ha —s¢«— 360 m3/ha

Figura 4.6.14. Representacid grafica dels valors mitjans de compostos fendlics
solubles en funcié del temps.

Inicialment a la dosi de 30 el contingut de fenols és 2,5 vegades la del control,
6 vegades per a la dosi de 1801 15 per a la de 360. Al llarg del temps els valors
del control es mantenen constants, mentre que el de les parcelles que han
rebut oliassa tendeixen a recuperar els valors inicials. Han estat necessaris
per a assolir nivells semblants als de les parcelles control 120 dies per a les
dosis de 180 i 360. Els principals mecanismes responsables de la disminucio
de la concentracié dels fenols solubles sén (com ja es va poder comprovar en
Pexperiment en columnes lisimétriques): la biodegradacié, l’adsorcidé i la
lixiviacié. La lixiviacié en aquest tipus de sdls rics en carbonats i argiles és un

procés de baixa rellevancia segons els resultats obtinguts amb les columnes
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lisimeétriques (fins a un 0,3% per a la dosi de 360 després de 8 cicles
d’aplicacid). L’adsorci6 inicial és forca elevada i es pot estimar amb l'extraccié
amb hidroxid sodic i pirofosfat sodic. La biodegradacié i/o incorporacié a la
matéria organica com s’ha vist en l'apartat d’assajos respirométrics (apartat

4.5) és un factor clau en la disminucié del contingut de fenols solubles.

Quan als fenols extractats amb hidroxid sodic i pirofosfat sddic (taula
4.6.18 i figura 4.6.14) s’observa que inicialment també s’incrementa el seu
contingut amb la dosi d’oliassa, encara que en menor mesura que el dels
fenols solubles. Concretament a la dosi de 30 l'increment és del 8%, per a la

dosi de 180 ascendeix al 18% i per a la dosi superior és del 29%.

Taula 4.6.18. Valors mitjans de compostos fendlics extractats amb hidroxid sodic i
pirofosfat sodic (mg d’acid cafeic kg1) en funcié del temps (dies). Lletres diferents a la
mateixa fila indiquen diferéncies significatives (P<0,05).

Temps Control 30 m3 ha'l 180 m3 ha! 360 m:3 ha-l
o 731,4a 793,9a 868,4ab 945,0b
3 723,3a 789,1a 859,8ab 936,9b
9 739,2a 787,3a 860,4ab 934,6b
17 721,7a 721,5a 820,1a 822,7a
30 749,7a 733,5a 773,3a 813,0a
60 729,4a 736,1a 772,1a 801,1a

120 742,6a 748,4a 765,62 782,6a
1000 ——
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Figura 4.6.15. Representacié grafica dels valors mitjans de compostos fendlics
extractats amb hidroxid sodic i pirofosfat sddic en funcié del temps.
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Els valors dels controls es mantenen constants al llarg del temps i el de les
parcelles adobades tendeixen a recuperar els valors dels controls de forma
menys marcada que els fenols solubles ja que no tots sén susceptibles de ser
lixiviats 1 en estar adsorbits (en part) també sén més dificilment
biodegradables. La disminucié també pot atribuir-se a la incorporacié dels
fenols a la matéria organica del sol mitjancant enllagos covalents, per formar
compostos no extractables amb hidroxid sodic diluit. D’aquests processos de
condensacié involucrats en la humificacid, en sén normalment responsables

els microorganismes del sol (Eschenbach et al., 2001).

Els resultats obtinguts tant pels compostos fendlics solubles com pels
extractats amb hidroxid soédic i pirofosfat, mostren un comportament molt
similar als resultats obtinguts per Levi-Minzi et al. (1992) i Riffaldi et al.
(1993), malgrat que aquests autors empressin a part de 'aigua , hidroxid sodic

2N per a efectuar l'extraccié dels compostos fenolics.

Aplicant als resultats obtinguts al model cinétic de primer ordre (tal i com
s’havia efectuat en ’experiment de degradacié de fenols, apartat 4.5) s’observa
que per als valors de fenols solubles a les tres dosis d’oliassa assajades, els
coeficients de correlacié6 entre el logaritme neperia de la concentracidé i el
temps, sén forca elevats (entre 0,958 i 0,978), la qual cosa indica que la
desaparicié d’aquests compostos en condicions de camp s’adapta notablement
a aquest model (taula 4.6.19). Les taxes de degradacié (K) obtingudes també
s’incrementen al passar de la dosi de 30 a 180 i es mantenen més o menys
constants entre 180 i 360 tal i com s’havia vist en ’experiment de degradaci6
de fenols (apartat 4.5). En aquest cas perd, els valors de K sén inferiors als
obtinguts pel sol T (sol de caracteristiques semblants al d’aquest experiment)
en els assajos de laboratori. En l'experiment de laboratori la K per a la dosi de
360 és de -0,028 dies 1, mentre que en 'experiment de camp és de -0,018 dies-
1, Aquestes diferéncies cal atribuir-les a les diferents condicions ambientals
que han estat sotmesos aquests sOls. Les condicions de laboratori,
considerades ideals, ens donen idea de la K maxima o potencial que pot tenir
aquest sol concret, en canvi en Pexperiment de camp, la K obtinguda, donat
que s’ha efectuat en condicions de camp, s’adapta més a la K real per aquestes

condicions.
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En el cas dels resultats dels fenols extractats amb hidroxid sodic i pirofosfat,
també s’adapten a la cinética de ler ordre, encara que la correlacidé sigui
inferior a la dels fenols solubles. Les taxes de degradacié sén inferiors a les
obtingudes amb l’evolucié dels fenols solubles per a les tres dosis assajades,
fet logic tenint en compte que aquest extractant, a més a més solubilitza la
fracci6 intercanviable i la lligada feblement a la matéria organica, fraccions
que sO6n menys biodisponibles per als microorganismes encarregats de

degradar-los.

Taula 4.6.19. Aplicacié de la cinética de primer ordre en la disminucio dels fenols
solubles i extractats amb hidroxid sddic i pirofosfat sodic al llarg del temps. Valors del
logaritme neperia de la concentracié inicial, constant de la taxa de degradacio6,
coeficient de correlacié i temps de vida mitja tedrica i real.

Mostra In Co K r t1/2 tedric ty/z real
(dies-}) (dies) (dies)
Fenols solubles
30 m3 ha-! 2,901 -0,014 0,978 49,2 32,1
180 m3 ha-! 3,833 -0,017 0,958 41,3 16,2
360 m3 ha-! 4,691 -0,018 0,962 39,2 15,1
Fenols NaOH: pirofosfat
30 m3 ha-! 4,142 -0,011 0,907 61,3 12,0
180 m3 ha-! 4,893 -0,012 0,841 58,2 21,7
360 m3 ha-! 5,366 -0,012 0,850 59,2 15,2

Malgrat les diferéncies obtingudes entre els experiments de laboratori i en
assaig de camp i entre els fenols solubles i els extractats amb hidroxid sodic
amb pirofosfat, es pot afirmar que els fenols aportats a soOls calcaris per
l’aplicacié d’oliassa a dosis de entre 30 i 360 m3 ha-!, en régims d’humitat

xéric i de temperatura mésic, soén rapidament biodegradats amb temps de vida

mitja reals que oscillen entre els 12 i 32 dies.

4.6.3. Consideracions sobre els nivells de fenols i els

efectes de I’aplicacié d’oliassa al camp

Aquest experiment ha permés conéixer 'efecte de l'aportacié d’oliassa sobre
alguns parametres del sol en condicions de camp, entre ells I'evolucié dels

compostos fendlics i alhora ha servit per corroborar alguns fendémens que
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s’havien observat en els experiments de simulacié al laboratori (experiments

en columnes lisimétriques i assajos de biodegradacié de fenols).

Aixi doncs en l'experiment de camp, s’ha comprovat que l’aportacié d’oliassa a
dosis considerades das agrondmic (entre 30 i 360 m3 ha-l) incrementa
lleugerament el pH del so0l i sobretot la conductivitat eléctrica, aixi com el
contingut de carboni, nitrogen i féosfor en augmentar la dosi d’oliassa aplicada.
Aquests fets també s’havien constatat en lexperiment en columnes
lisimétriques. Aquests parametres tendeixen a restablir-se en pocs mesos,

excepte en el cas del fosfor.

També s’ha observat un increment dels continguts de potassi i sodi
assimilables, que alhora desplacen al calci dels carbonats i del complex de
canvi, fet que també s’havia observat en l'experiment en columnes

lisimétriques.

La immobilitzacié dels nitrats del sol quan s’aplica oliassa a qualsevol de les
dosis assajades, s’ha pogut constatar tant en l'experiment en columnes
lisimétriques com en les incubacions respiromeétriques. Finalment en l’assaig
de camp s’ha observat que la immobilitzacié no és irreversible i a mig termini

els valors de nitrats sé6n semblants als del control.

En relaci6 als compostos fenodlics, en aquest experiment s’ha constatat
novament que l'aportacié d’oliassa provoca un increment del contingut de
fenols solubles i en menor mesura dels adsorbits. En l'experiment en
columnes lisimétriques s’havia observat que l'aportacié d'una tnica aplicacié
d’oliassa a un sol calcari i de textura fina, similar al de ’experiment de camp,
no s’esperen pérdues de fenols per lixiviacié i en els assajos respiromeétrics
s’observa que la desaparicié d’aquests obeeix principalment a fenémens
biologics. Per tant, els descens del contingut de fenols observat en l'experiment
de camp cal atribuir-lo fonamentalment a processos de biodegradacié o
d’incorporacié a la matéria organica. La velocitat d’aquests processos depén de
les condicions ambientals, sent els régims d’humitat xéric i de temperatura
meésic adequats per a que els fenols aportats a dosis d’aplicacié d’oliassa

d’entre 30 i 360 m3 ha! siguin rapidament degradats.
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4.7. IDENTIFICACIO DE COMPOSTOS FENOLICS EN
OLIASSES I SOLS

Després d’haver quantificat els compostos fendlics tant d’oliasses com de sols
contaminats amb oliasses i aiglies de lixiviacié mitjangant el métode de Folin
Ciocalteau es planteja el repte de conéixer quin tipus de fenols soén. Per aixd
s’ha desenvolupat un estudi encaminat a posar a punt un meétode d’analisi

que permeti la seva identificaci6.

Per a la realitzaci6é d’aquest estudi s’han emprat mostres de sol control (T), sol
contaminat amb oliasses de I'abocador incontrolat de Santa Barbara (B2), el
s0l contaminat amb oliassa al laboratori (Tcont) i l'oliassa tradicional de
Vilalba dels Arcs (OT).

L’extractant usat per a extreure els compostos fenolics dels so6ls ha estat
l'aigua, perqué com ja s’ha vist anteriorment, la fraccié aquosa del sol és la
fracci6 que pot enriquir-se més amb compostos fendlics procedents de

l'aportacié d’oliassa i és la que pot tenir més repercussions ecologiques.

Inicialment es comeng¢a a treballar mitjancant técniques d’HPLC-UV amb
patrons comercials de compostos fendlics. Posteriorment, i com a
consequéncia dels resultats obtinguts, s’ha treballat amb un equip d’'HPLC-MS
amb ionitzacié negativa amb la intencid d’identificar els compostos mitjancant
el seu pes molecular. Finalment, s’han obtingut millors resultats treballant
amb CG-MS amb una font d’ionitzacié per impacte electronic i s’han comparat
els espectres de masses obtinguts a partir de les mostres amb diferents
espectroteques reconegudes per la comunitat cientifica (Wiley, Nist, NBS i
Libtx) amb la finalitat d’identificar compostos dels quals no es disposa dels
patrons corresponents. No s’ha d'oblidar que els compostos fenolics i derivats

son una familia de compostos molt extensa.

Els patrons emprats han estat fonamentalment els que, segons diferents
treballs, era més probable trobar i també s’han escollit d’altres amb diferent
polaritat: fenol, ac. p-hidroxibenzoic, ac. vainillic, ac. cafeic, ac. siringic, ac.

cumaric, ac. fertlic, p-hidroxibenzaldehid, p-hidroxiacetofenona, 3,5-dimetoxi-
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4-hidroxiacetofenona, vainillina, siringaldehid, acetovanillona, o-nitrofenol, p-

nitrofenol, benzetriol i hidroquinona.

Les extraccions de les mostres de sol es realitzen partint sempre de l’extraccié
del s6l amb aigua en proporcié 1:10 (p:v) mitjangant agitacié durant una nit.
Després de filtrar, s’acidifica el sobrenedant i es concentra mitjancant un
cartutx d’extraccié en fase solida (veure apartat 3.2.1.4). L’acidificacié es
realitza fins a pH 3 per evitar la formacid de precipitats ja que quan
s’acidifiquen compostos fenolics es pot afavorir la precipitacié d’aquells que
tenen cert grau de polimeritzacié en augmentar les possibilitats de interaccié i

formacié de ponts d’hidrogen (Livernoche et al., 1983).

L’objectiu de 'etapa d’extraccié en fase solida és la concentracié de la mostra i
leliminaci6 de part de les impureses que poden provocar soroll de fons i
complicar la interpretacié del cromatograma. També s’estalvien dissolvents

organics i disminueix el temps d’analisi.

Amb la finalitat d’avaluar el rendiment d’aquest tipus d’extraccié, s’han passat
una mescla de patrons (80 mg kg1 cadascun) de diferent polaritat a través del
cartutx d’extraccio en fase solida “tc18” i s’ha eluit amb acetat d’etil. A la taula
4.7.1 pot observar-se com els percentatges de recuperacid varien molt (entre el

26 i el 86%) en funcié del tipus de fenol.

Taula 4.7.1. Rendiment de Pextraccié en fase solida (tc18) en percentatge.

Patro % recuperacio
Ac. P-hidroxibenzoic 60,2 + 5,1
Ac. Cafeic 54,4 +7,4
Vainillina 85,9+6,1
Ac. Fertlic 26,5+2,9
Fenol 68,7 £ 4,9
p-nitrofenol 65,4 + 8,3
mitjana 60,2 + 19,7

Sembla ser que els fenols acids presenten pitjors rendiments que no pas el
fenol simple, el nitrofenol, o bé, el fenol amb grups metoxi o aldehid. El
resultat obtingut amb la vainillina és similar a 'obtingut per Kogel i Botcher

(1985) i la mitjana de recuperaci6 dels diferents fenols coincideix també amb
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la mitjana dels resultats obtinguts per Malovara et al. (2001) els quals també

obtenen moltes diferéncies entre les diferents classes de fenols.

Aquests resultats fan preveure la dificultat en l'aplicacié d’aquest sistema a
mostres formades per mescles complexes de les quals no es tenen patrons, i
que complicara molt més la quantificacié posterior. Per tant, els resultats han

de ser interpretats Ginicament com a analisis qualitatives.

Un cop concentrada i purificada la mostra (ara en acetat d’etil), s’evapora
Pacetat d’etil en atmosfera inert (N2), per evitar l'oxidacié dels fenols, i es
resuspen el precipitat amb metanol. La mostra aixi obtinguda ja es a punt de

ser analitzada per cromatografia.

4.7.1. Cromatografia liquida acoblada a wun detector
d’Ultraviolat Visible (HPLC-UV).

Per a la identificacié6 dels compostos fenolics s’han utilitzat el conjunt de
patrons abans esmentats i s’han efectuat diversos assajos per tal de trobar les

condicions més adequades per a la seva separaci6 cromatografica.

La polaritat dels diferents compostos fendlics assajats és molt semblant i per
tant es fa necessari I'"is d’una fase mobil molt selectiva i en condicions molt
controlades. També és indispensable 1’is de gradient (augmentant la proporcid

de fase organica en el temps) per eluir els fenols menys polars.

Després d’assajar amb diversos meétodes (EPA, Métode 604 i Betés-Saura et
al., 1996) amb diferents gradients i fases mobils binaries formades per
acetonitril i aigua acidulada amb acid acétic (pH 2,65), s’ha considerat el
metode de Burtscher et al. (1982) com el més adequat per a la separacidé dels
patrons seleccionats. Aquest métode requereix ajustar acuradament el pH
entre 1,9 i 2,0, per mantenir els fenols protonats. A pH majors es dona un
equilibri entre ’acid lliure i la base conjugada i per tant els temps de retencio
obtinguts no so6n constants. D’altra banda, la baixa molaritat de la solucié
tampd permet emprar alts percentatges d’acetonitril sense que precipiti el
KHyPO4, fet que afavoreix leluci6 dels compostos menys polars. La

temperatura també ha resultat ser un factor important per a la sensibilitat i la
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resolucié dels pics cromatografics, sent la més adequada 50°C. Altres métodes
freqientment usats, com la separacié amb l'aigua acidificada amb acid acétic,
origina pics amb poca resolucié i 1"as de metanol com a solvent organic

tampoc ha permés una separacié adequada.

La majoria dels fenols emprats tenen l’absorcié maxima al voltant dels 280
nm, encara que alguns aldehids, com el siringaldehid el tenen en zones

properes (308 nm). Per aixo s’ha seleccionat els 280 nm com a longitud d’ona
de treball.

El solvent de la mostra influeix també de forma notable en la qualitat de la
separacié dels pics cromatografics. Aixi doncs, cal evitar injectar la mostra
amb més d'un 50% de metanol donat que aquest afecta a l’equilibri entre la
fase mobil i estacionaria, influint en el temps de retencié (l’elucié és més
rapida) i per tant els fenols de semblant polaritat apareixen al mateix temps de

retencié i no poden ser separats.

Les condicions optimes d’HPLC finalment emprades estan descrites a 'apartat

3.2.1.4 de materials i métodes d’aquesta memoria.

A continuacié es mostra el cromatograma dels diferents patrons (figura 4.7.1).
El nom de cadascun d’ells per ordre d’aparicid6 és: 1 benzetriol, 2
hidroquinona, 3 ac. p-hidroxibenzoic, 4 ac. vainillic, 5 ac. cafeic, 6 ac. siﬁngic,
7 p-hidroxibenzaldehid, 8 4-hidroxiacetofenona, 9 vainillina, 10 ac. cumaric,
11 siringaldehid, 12 acetovanillona, 13 fenol, 14 ac. fertlic, 15 3,5-dimetoxi-

4-hidroxiacetofenona, 16 p-nitrofenol i 17 o-nitrofenol.

L’ordre d’aparicié depén fonamentalment de la polaritat dels compostos i dels
efectes estérics. Aixi doncs, considerant com a unitat basica el fenol,
lincrement del nombre de grups hidroxil fa decréixer el temps de retencio,
com per exemple el cas del benzetriol (que conté tres grups hidroxil) o la
hidroquinona (que en conté dos). En general els grups etil, metil, metoxi, etoxi
i nitro, en canvi, retarden els temps de retenci6é. Per exemple els nitrofenols
apareixen els darrers en els cromatogrames presentats i la 4-

hidroxiacetofenona s’elueix abans que la 3-5 dimetoxi-4-hidroxiacetofenona.
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Figura 4.7.1. Cromatograma HPLC-UV dels patrons de fenols seleccionats

Els efectes estérics també alteren el temps de retenci6. Els orto substituits
dificulten l'eluci6 i per tant el p-nitrofenol elueix abans que el o-nitrofenol.

Els aldehids fenolics, que contenen com a unitat basica el p-
hidroxibenzaldehid elueixen abans que el propi fenol donat que tenen major

polaritat.

Els fenols acids acostumen a eluir més rapidament que els corresponents
fenols i aldehids, donat que el grup acid els incrementa la polaritat de la
molécula. En sén clars exemples 1’acid vainillic i la vainillina i ’acid siringic i
el siringaldehid. En general 'ordre d’elucié d’aquests compostos és el seglient:
acids benzoics < benzaldehids < acetofenones < acids cinamics. Aquesta
seqliéncia pot veure’s alterada amb l'addicié d’altres grups funcionals o
substituents. Per exemple ’acid cafeic (derivat de 'acid cinamic) s’elueix abans
que el p-hidroxibenzaldehid o la p-hidroxiacetofenona, degut a que conté dos

grups hidroxils que aporten molta més polaritat a la molécula. Aixi doncs
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Pordre d’elucié per als substituents quedaria de la seglient manera: 3-4

dihidroxi < 4-hidroxi < 4-hidroxi-3-metoxi < 3,5 dimetoxi-4-hidroxi.

Com s’ha comentat anteriorment cal que les condicions cromatografiques es
controlin exhaustivament perqué és facil que diferents compostos de polaritats
semblants apareguin en un mateix temps de retencié. Concretament la
vainillina i ’acid cumaric tendeixen a formar un Unic pic. Per a separar-los
convé treballar a un flux inferior (0,6 ml min-1) i llavors, si la mescla a separar
és molt complexa s’observa que d’altres substancies apareixen en el mateix

temps de retencié.

En relacié als cromatogrames de les mostres de sol i oliassa, a la figura 4.7.2
es representa el cromatograma del sol T (no contaminat amb oliassa)
extractat amb aigua (figura 4.7.2) pot apreciar-se com a la zona d’aparicié dels
patrons de fenols no hi apareix cap pic o senyal. Per tant, o bé no hi ha fenols
o estan en concentracions inferiors al limit de deteccié de la técnica, estimat

en 0,5 £ 0,2 mg L-t depenent del tipus de fenol.
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Figura 4.7.2. Cromatograma HPLC-UV de 'extracte aquoés del sol control T.
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En canvi, en el cromatograma de loliassa OT (figura 4.7.3) apareixen
nombrosos pics (uns 12) i molts d’ells estan a la zona on apareixen els patrons
de fenols seleccionats. Tenint en compte que l'oliassa és un residu on hi poden
haver infinitat de compostos d’aquesta naturalesa, es fa dificil inicament amb
el temps de retencidé precisar si es tracta o no d'un dels patrons seleccionats.
Sobretot s’ha de considerar que és una familia de composts molt gran i amb
propietats semblants. Entre els compostos que probablement hi sén presents
estan 1’acid vainillic i I’acid cumaric (aquest darrer a més pot confondre’s amb
la vainillina), aix6 ha pogut comprovar-se mitjancant ’addicié a la mostra d'un

patrd intern.
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Figura 4.7.3. Cromatograma HPLC-UV de loliassa OT. a: acid vainillic. b: acid
cumaric.

Els sol recentment contaminat (Tcont), en ser extractat amb aigua, presenta
en el corresponent cromatograma (figura 4.7.4) nombrosos pics entre els
minuts 15 i 45 sobresortint d'una zona on la linia base és convexa. Si es
compara aquest cromatograma amb el de l'oliassa s’observa que la majoria de
pics coincideixen (en total uns 8-10). En aquesta mostra també s’ha detectat,

per 'addicié de patré intern, la preséncia dels acids vainillic i cumaric.
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Figura 4.7.4. Cromatograma de lextracte aquéds del sol contaminat d’oliassa al
laboratori Tecont. a: acid vainillic. b: acid cumaric.

El cromatograma de la mostra de sol contaminat amb oliassa (B2) procedent
de Yabocador (figura 4.7.5) presenta un lleuger senyal a la zona on apareixen
els patrons. El cromatograma en aquesta zona presenta un forma convexa, on
els pics sobresurten molt lleugerament de la linia base. El senyal dels pics és
forca petit (d'uns 5 mV), la qual cosa indica que aquests compostos estan en
concentracions molt baixes. Mitjancant l’addici6 de patré intern no s’ha

detectat cap dels compostos seleccionats com a patro.

La preséncia d’una linia base convexa pot ser indicatiu de lexisténcia de

diversos compostos que no es separen prou bé o dimpureses.

El fet que en el cromatograma de la mostra de I'abocador (B2) apareguin pics
de molt baixa intensitat i, en canvi, pel métode colorimétric de Folin
Ciocalteau la preséncia compostos fenodlics sigui considerablement gran,
indica que: o bé el métode de Folin Ciocalteau sobrevalora molt els compostos
fenolics, fet poc probable ja que el métode esta molt contrastat, o és que el els
fenols trobats tenen una estructura molecular prou diferent a I’esperada i amb

el métode cromatografic seleccionat no poden ser adequadament detectats.
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Aquesta segona hipotesi és amb la que s’ha seguit treballant, ja que com ja
s’ha comentat a la introduccié, part de la carrega fendlica de I’'oliassa esta en
forma de fenols lliures (acid vainillic, vainillina, etc.), perdé també se n’han

detectat una bona part de forca polimeritzats (Sayadi et al., 2000).
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Figura 4.7.5. Cromatograma HPLC-UV de l'extracte aqués de la mostra de sol B2 de
I’abocador de Santa Barbara.

Si els fenols solubles que conté la mostra B2 estiguessin polimeritzats, el més
probable és que pel métode de Folin Ciocalteau si que es detectessin, mentre
que pel métode cromatografic escollit no seria possible fer-ho. Tenint en
compte que la mostra de sol B2 esta contaminada amb oliassa des de fa anys i
sabent que han pogut patir reaccions de condensacié i biotransformacions del
s0l (mineralitzacié i humificacid), el més probable és que part dels fenols
aportats inicialment per l'oliassa com a lliures a hores d’ara es trobin

polimeritzats.

Un altre fet que pot indicar que es tracta de substancies altament
polimeritzades, és que al injectar els extractes aquosos sense purificar
directament al cromatograf, s’ha observat que a linici del cromatograma
apareix un pic intens en les mostres (figura 4.7.6), que donen positiu a

I’analisi colorimeétrica de Folin Ciocalteau. Aquest pic, detectable a la A de 280
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nm, surt al inici del cromatograma i aixd indica que conté substancies molt
polars i per tant son poc retingudes a la columna C18. Quan aquests extractes
aquosos es concentren i es purifiquen amb un cartutx d’extraccié en fase
solida “tc18” (que conté el mateix rebliment que les columnes
cromatografiques C18), logicament no queden retinguts i per tant no es

concentren i no sén detectables al cromatograf.

Per tant amb aquests assajos es pot afirmar que els compostos fenolics

extractats amb aigua presenten basicament les seglients caracteristiques:

e So6n compostos polimeritzats.
e Sén molt solubles i polars
e Soén detectables a A de 280 nm.

¢ Reaccionen amb el reactiu de Folin Ciocalteau.

Efectivament, fins i tot els compostos fenolics polimérics acostumen a ser
solubles i polars (donat que contenen elevat nombre d’hidroxils fenolics),
acostumen a ser detectables a A de 280 nm (Fukuzumi, 1986) i s’ha pogut
comprovar que reaccionen amb el reactiu de Folin Ciocalteau. Un exemple
d’aquest tipus de compost pot ser l'acid tannic. Esta format per mondmers
d’acid gallic, amb un pes molecular aproximat de 1.700 u.m.a., té una
solubilitat de 2.857 g L-! i reacciona amb el reactiu de Folin Ciocalteau. Quan
es analitzat per HPLC-UV no es detecta a la zona dels fenols simples i en canvi

apareix un gran pic a l'inici del cromatograma (figura 4.7.7).

Per a poder identificar els possibles fenols polimeritzats una opcié podria ser
buscar meétodes qualitatius que permetin l'analisi més o menys directa
d’aquest tipus de compostos, com per exemple aplicar algun métode d’analisi
per tanins. Aquesta opcio seria la ideal si no fos perqué seria molt dificil, o bé
impossible trobar patrons que coincidissin amb els compostos presents a les
mostres de sols. S’ha de tenir en compte que l'oliassa és un producte d’origen
vegetal, fet que indica que el tipus de substancies que conté poden ser molt
variables i heterogénies i a més en entrar en contacte amb el sél poden haver
estat modificades per la multitud de processos que s’esdevenen en aquesta

matriu.
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Figura 4.7.6. Cromatograma HPLC-UV de la mostra B2 sense purificar.
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L’altra opcid, és intentar simplificar la identificacié dels fenols fragmentant
aquestes grans molécules en molécules més simples, i per tant més facilment
identificables. L’avantatge d’aquest métode es que si s’aconsegueix fragmentar
la molécula complexa en unitats més senzilles és més probable trobar patrons
amb qui comparar. Els principals inconvenients d’aquest métode sén, en
primer lloc, trobar la manera de fragmentar els polimers per a qué les unitats
resultants estiguin el menys alterades possible i que alhora siguin
identificables amb els meétodes disponibles. Un altre gran inconvenient pot
derivar de la generacié de noves molécules en el procés de fragmentat que no
tinguin gaire a veure amb la molécula original. Finalment, si s’arriba a
aconseguir fragmentar adequadament i identificar els fragments, encara cal

interpretar com estaven aquestes molécules enllacades en la molécula original.

S’ha cregut més convenient aplicar la segona opcid, donat que les probabilitats
d’exit sén majors si s’aconsegueix treballar amb molécules senzilles. A més a
més, hi ha precedents d’estudis en qué s’ha aconseguit despolimeritzar el
pigment de l'oliassa obtenint molécules de molt més facil identificacié (Pérez,
1988).

Tenint en compte que bona part dels fenols identificats a l'oliassa sén els
anomenats compostos derivats de la degradacié6 de lignines, s’han cercat
métodes que permetin la fragmentacié d’aquestes. Kogel i Botcher (1985) per a
I'analisi de mostres de s0l proposa efectuar una oxidacié lleu amb hidroxid
sodic, oxid de coure i sal de Mohr (sulfat ferrés amonic) per a alliberar els
fenols derivats de la degradacié de la lignina adsorbits débilment al s6l. Aquest
tipus d’oxidaci6 segons Stevenson (1982) no arriba a trencar els enllagos

carboni-carboni.

El que s’ha fet és sotmetre els extractes aquosos de sol a l'oxidacié lleu tal i
com descriu Kogel i Botcher (1985), perd aplicant-ho a liquids (en aquest cas a
200 ml d’extracte de sol) en comptes de solids i també s’han fet alguns canvis
en l'atac de l'extracte aqués de la mostra B2. Els diferents atacs s’han efectuat

amb els seglients reactius:

e Hidroxid sodic 2N, oxid de coure (2,5 g) i sal de Mohr (250 mg).
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e Hidroxid sodic 2N, oxid de coure (2,5 g). Per fer més agressiva
Poxidacié.

e Hidroxid sodic 2N. S’obvia l'0xid de coure per a despolimeritzar
Unicament mitjancant hidrolisi basica.

o Acid sulfuric 2N. Despolimeritzaci6é per hidrolisi acida.

Malgrat utilitzar diferents atacs s’ha seguit fidelment la técnica original,

adaptant-la a liquids (apartat 3.2.1.4).

El cromatograma de l’extracte de sol T atacat segons el métode de Kogel i
Botcher (1985) presenta alguns pics de molt baixa intensitat (I’escala del
cromatograma esta molt ampliada) que sén practicament no identificables en
les condicions assajades (figura 4.7.8). Pot tractar-se de matéria organica

humificada soluble que s’ha fragmentat minimament.
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Figura 4.7.8. Cromatograma HPLC-UV del Sol control T extractat amb aigua i
posteriorment atacat pel métode de Kogel i Botcher (1985).

Pel que fa a 'oliassa (OT) en ser atacada el cromatograma canvia forga (figura
4.7.9). Apareix una linia base convexa, algun pic desapareix en relacié al

cromatograma de la mostra sense atac (figura 4.7.6), com és el cas del primer
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(temps retencié 15’) i el més alt minva d’intensitat (temps retencié 37’). Per
altra banda en general a la zona compresa entre temps de retencié 17 i 35
minuts hi ha un fort augment tant del nombre de pics com de la intensitat,

sent destacable el pic central.
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Figura 4.7.9. Cromatograma HPLC-UV de l'oliassa OT atacada pel métode de Kogel i
Botcher (1985).

L'extracte aquds atacat del sol Tcont presenta un cromatograma (figura
4.7.10) molt semblant a l'oliassa atacada. La linia base també adopta una
forma bastant més convexa que la mostra sense atacar. En relacié al
cromatograma de la mostra sense atacar (figura 4.1.4) desapareix el primer pic
(temps de retencié 15’ i a la zona compresa entre els 17 i 35 minuts hi ha
també un augment tant del nombre com de la intensitat dels pics.

Especialment el pic central.
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Figura 4.7.10. Cromatograma HPLC-UV de l'extracte aqués de la mostra Tcont atacat
pel métode de Kogel i Botcher (1985).

La mostra on indiscutiblement s’observen més pics després de l'atac és la B2
de l'abocador de Santa Barbara (figura 4.7.11). Apareix també una linia base
convexa, pero hi ha forca pics amb prou entitat per a ser distingits. En general
entre el temps de retencié 17 i 35 minuts hi ha un fort augment del nombre i

intensitat dels pics.

395



Resultats discussio

40,
n

30.0

2.5

15
i
f» -
3
=
-
Y
P~

7.5

(=
o £
|t"‘ t EH T 1 1 T 1 ] 1] 1
To o =} o a o = a © o =1
=} i = i) o ta] [~1 Ira] & 13 [=1
- - N £ ] oy -+ * 0

Figura 4.7.11. Cromatograma HPLC-UV de l'extracte aqués de la mostra B2 atacat pel
meétode Kogel i Botcher, (1985)

Els extractes de la mostra de so6l B2 atacat i sense atacar s’han sotmés a
l'analisi colorimétrica de Folin Ciocalteau i I'atacat ha donat un contingut de
fenols tres vegades més gran que el no atacat, la qual cosa indica que molt
probablement ’atac hagi afavorit la fragmentacié d’alguns fenols polimeritzats
amb la qual cosa s’alliberen fenols de menor pes molecular globalment amb

major poder reductor.

L’atac en diferents condicions només s’ha efectuat amb la mostra B2 perqueé
és la mostra que ha donat millors resultats amb l'atac pel métode original. Aixi
doncs, quan l'atac de l'extracte aqués de la mostra B2 s’efectua amb hidroxid
sodic Unicament (figura 4.7.12) també s’incrementa els nombre de pics a la
zona del cromatograma compresa entre els minuts 15 i 40, pero la resolucio
dels pics és pitjor. En atacar la mateixa mostra amb acid sulfaric també
apareixen nombrosos pics a la zona on apareixen els patrons (figura 4.7.13),
perd també de menor intensitat i resolucié que amb l'atac en condicions
oxidants (Kogel i Botcher, 1985). La hidrolisi basica o acida sense oxidacid

controlada, sembla donar, doncs, cromatogrames menys ben resolts.
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Figura 4.7.12. Cromatograma HPLC-UV de lextracte aquéds de la mostra B2 atacat
amb hidréxid sédic 2N.
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En general sembla que l'oliassa, el sol Tcont i la mostra B2 atacades amb el
meétode de Kogel i Botcher (1985) presenten un mateix pic al minut 27 que
s’incrementa en afegir vainillina com a patré intern, el que prova que s’han
generat compostos fendlics semblants als patrons. A més a més coincideix
amb el-pic central, que és un dels de més intensitat. També cal destacar un

pic d’intensitat notable cap al final del cromatograma (temps de retencié 42).

S’ha de remarcar que la forma de la linia base i la complexitat de les
substancies fendliques provoca un desplacament del temps de retencié dels
pics respecte als patrons, dificultant molt més la seva identificacié. Per aquest
motiu-es decidi, analitzar aquestes mateixes mostres mitjancant un equip
d’HPLC acoblat a un detector de masses per poder identificar els compostos en

base als pesos moleculars.

4,7.2. Cromatografia liquida acoblada a un detector de
masses (HPLC-MS)

En primer lloc es passaren alguns compostos fendlics patré per conéixer els
temps de retencid de cada un d’ells i alhora l'’espectre de masses que

generaven.

A la taula 4.7.2 i figura 4.1.14 es mostren els fragments principals de

Pespectre de masses dels diferents patrons usats.

S’ha observat que en ser injectats a 'HPLC-APCI-MS i aplicar un voltatge
d’ionitzacié en el con de mostreig de — 25V, sén facilment ionitzats (forma
anidnica). Es a dir, el detector de masses rep un senyal del pes molecular real

del fenol menys una unitat de massa que correspon al proté alliberat.

Tot i que I'APCI (ionitzacié a pressié atmosferica) déna lloc a una ionitzacid
tova que gairebé no produeix fragmentacid, bona part dels compostos fendlics
usats com a patroé mostren el fragment corresponent a la ionitzacié del grup
fenolic i a més apareixen fragments secundaris. Aquests fragments, detectats
pel detector de masses, corresponen a la molécula original sense algun o

alguns dels grups funcionals o dels substituents. De manera que en
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lespectrograma dun compost poden aparcixer diferents pics (normalment
entre dos i tres) que corresponen a les diferents maneres d’ionitzar-se o
ionitzacions que ha sofert el compost. Generalment a voltatges constants el
percentatge de molécules ionitzades d’una forma o altra es manté constant.

Aquests pics de pes molecular diferent al del compost original poden ser
caracteristics d'un Unic compost, o bé, d'una familia de substancies que
contenen un mateix grup estructural. Per exemple, els acids fendlics
acostumen a ionitzar-se de dues maneres alhora: un percentatge de molécules
ho fa perdent el proté fenolic, mentre que les demés ho fan perdent el grup
acid. Per tant, en l'espectre de masses és detecten dos pics, I'un de massa
molecular original menys un proté (M-H)- i I'altre amb la massa original menys
el grup acid (M-COOH)-. Entre els acids fendlics que han mostrat aquest

comportament tenim als acids p-hidroxibenzoic, cafeic i cumaric.

Taula 4.7.2. Temps de retencié, pes molecular real i fragments de I’espectre de masses
dels diferents compostos fenodlics usats com a patrons.

Compost tr m real m/z Possible
assignacié

Benzetriol 14,72 126 125 (M-H)-
Ac. p-hidroxibenzoic 15,51 | 138 137 (M-H)-

93 (M-COOH)-
Ac. vainillic 19,09 | 168 167 (M-H)-
Ac. cafeic 19,22 180 179 (M-H)-

135 (M-COOH)
Ac. siringic 19,59 198 197 (M-H)-

167 (M-OCHa3)-
p-hidroxibenzaldehid 21,51 122 121 (M-H)-
p-hidroxiacetofenona 22,39 136 135 | (M-H)-
Vainillina 22,61 152 151 (M-H)-

137 M-CHa)
Ac. cumaric 22,65 | 164 163 (M-H)-

119 (M-COOH)-
Siringaldehid 23,09 182 181 M-H)-
Acetovanillona 23,41 166 165 (M-H)-

151 (M- CHa)
Ac.ferilic 26,76 194 193 (M-H)-
3,5 dimetoxi-4-hidroxiacetofenona | 27,16 196 195 (M-H)-

181 (M-CHg)-

165 (M-CH3-OCHg)-
p-nitrofenol 28,99 139 138 (M-H)-
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Figura 4.7.14. Fragmentogrames dels diferents patrons emprats de dalt a baix tenim:
vainillina, acid cumaric, siringaldehid, acetovanillona, acid ferulic, 3,5 dimetoxi 4-
hidroxiacetofenona i p-nitrofenol.

Altres substituents que també sén susceptibles de ser despresos de la
molécula original durant la fase d’ionitzacié sén els grups metoxi (presents en
Pacid siringic i la 3,5-dimetoxi-4-hidroxiacetofenona) i grups metil no enllagats
directament amb l’anell aromatic (com en l’acid siringic i la 3,5-dimetoxi-4-

hidroxiacetofenona).
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Quant a les mostres de sols i oliasses estudiades pot observar-se com en
l’espectrograma referent a la quantitat total d’ions (TIC) de l'extracte aqués del
s0l control T (figura 4.7.15) a la zona d’aparicié dels patrons (entre els minuts
15’ i 30°) gairebé no destaca cap pic i el soroll de fons és molt intens, fet que
indica que molt probablement no hi ha compostos fenolics similars als
patrons. En I’analisi detallada del cromatograma s’observen només 4 pics i cap
d’ells s’ha identificat (taula 4.7.3). Un d’ells, de pes molecular 182, apareix a
totes les mostres de sols. Donat que probablement la massa real és senar
(183) implica que no pot estar formada tnicament per C, O i H, siné que
hauria de tenir algun altre element com ara N. A partir del minut 35 els pics
que surten a tots els cromatogrames son restes de la fase de rentat de la

columna i per tant no tenen major transcendéncia.

Mostra I,
Scan AP-
42,36 TIC
100+ 49.79  1.74e8
Area
50.20
L/
Opupmppmppeppperereteteer . . . - ~ Time

500 1000 = 1500 2000 = 2500 ~ 30.00 3500 4000 4500 5000

Figura 4.7.15. cromatograma HPLC-MS (TIC) corresponent a un extracte aqués de la
mostra de sol T control.

Quan aquest mateix extracte és atacat (Koégel i Botcher, 1985) el nivell de fons
del TIC decreix en relacié al senyal dels pics de ’espectrograma (no en valor
absolut, veure escala del TIC a la figura 4.7.16). En relacié als pics trobats,
apareix algun pic més que sense atacar, perd tampoc coincideix amb cap dels

patrons seleccionats (taula 4.7.3).
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Taula 4.7.3. Temps de retencid i carrega/massa (m/z) dels diferents pics detectats en
els extractes aquosos del sol T atacats i sense atacar. També s’indica el pes molecular
probable i si s’ha identificat o no (NI}.

Mostra tr m/z M real probable Possible compost

T 15,1 182 183 NI

18,8 166 167 NI

24,7 187 188 NI

25,3 212 213 NI

198

T atacat | 15,1 182 183 NI

18,8 166 167 NI

21,7 195 196 NI

25,8 209 210 NI

27,6 179 180 No és ac. cafeic.
28,1 137 138 NI
Mostra K
Scan AP-
49,70 TIC
1007 6.36e6
Area
OA)_
42.30 4002 |13*%

047 = TiMe

T

500 1000 = 1500 = 2000 2500 = 30.00 3500 4000 4500  50.00

Figura 4.7.16, Cromatograma HPLC-MS (TIC) de l'extracte aqués de la mostra T atacat
pel métode de Koégel i Botcher, (1985).

En relacié a l’espectrograma de l'oliassa sense atacar (figura 4.7.17 i taula
4.7.4) apareixen nombrosos pics entre els minuts 15 i 30, tot i que estan molt
emmascarats pel soroll de fons present. Dels patrons seleccionats apareixen
I’acid siringic, la vainillina i la 3,5-dimetoxi-4-hidroxiacetofenona. Molts altres
pics no identificats presenten masses associades de 45 unitats massiques
menys, produides probablement per la pérdua de grups carboxilics. Entre ells
en trobem alguns de pes molecular al voltant de 200 i 300 u.m.a que podrien

estar relacionats amb els acids grassos lliures procedents de restes d’oli.
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Figura 4.7.17. Cromatograma HPLC-MS (TIC) de l'oliassa OT.

L'oliassa atacada (figura 4.7.18 i taula 4.7.4) presenta un senyal de TIC

lleugerament superior a l'oliassa sense atacar, pero en canvi els pics estan

forca més emmascarats pel soroll de fons. També es detecta la preséncia de

vainillina, acid siringic i nombrosos pesos moleculars associats a la pérdua de

grups acids.
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Taula 4.7.4. Temps de retencid i carrega/massa dels diferents pics trobats a l’oliassa
atacada (Kogel i Botcher, 1985) i sense atacar. També s’indica el pes molecular
probable i si s’ha identificat el compost o no (NI).

Mostra tr m/z M real Fragments Possible
probable compost
oT 8,0 191,133, 192 NI
114
14,5 | 264, 164, 265 NI
153,
135,123
15,2 | 228, 166 229 NI
15,9 | 199, 155 200 (M-COQOH)- | Pot tractar-se d'un acid.
19,4 | 197,153 198 (M-COOH)- | Ac. siringic.
20,5 | 183,165, 184 NI
139
21,5 456 457 NI
22,2 243 NI
22,5 | 151,136 152 (M-CHa)- Vainillina
23,7 | 195, 151 196 M-COOH)- |3,5 dimetoxi 40H
acetofenona
24,7 186 187 NI
25,2 301, 302 M-COOH)- |Poden ser acids grassos.
257,201
28,2 | 285, 137 286 Poden ser acids grassos.
31,2 269 270 Pot ser algun flavonoide
oT 8,0 191,133, 192 NI
atacada 114
15,2 | 228, 166 229 NI
21,2 | 227,195, 228 {(M-COOH)- | Pot tractar-se d’un acid.
151
22,0 348 349
22,5 151 152 4 OH acetofenona
22,8 303
23,1 | 197, 153 198 (M-COOH)- | Pot ser un acid fenolic tipu
ac.vanillilmandélic
23,8 | 195, 151, 196 (M-COOH)- [Es una molécula que al
137 (M-COOH)- | perdre el carboxil déna lloc
CHaj) : a vainillina.
24,6 336
24,9 | 283,239, 284 {M-COOH)- |Molécula amb grup
165 carboxilic.
28,1 137 138 NI
28,5 | 351, 333 352 NI
29,0 | 301, 269 302 NI
29,7 | 332,163 333 NI
30,0 | 301,150 302 NI
31,0 | 286,120 287 NI
31,1 | 316,150 317 NI
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Figura 4.7.18. Cromatograma HPLC-MS (TIC) de l'oliassa OT atacada pel métode Kogel
i Botcher, (1985).

En relacié6 a l'extracte aqudés de la mostra B2, el TIC mostra una forma
convexa entre els minuts 10 i 30 on el soroll de fons emmascara els possibles
pics presents (figura 4.7.19). En estudiar el cromatograma detalladament
(taula 4.7.5) s’observen nombrosos pics (uns 15), dels quals alguns també
mostren pics associats a la pérdua de grups acids. Apareixen algunes

substancies amb pes molecular al voltant de 200 i 300 u.m.a. (taula 4.7.5).

Mostra C
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Area

%_
50.51
16.12
15.00_' 012 19.07.19.92 7
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0 - Time

500 | 1000 | 1500 | 2000 | 2500 ' 3000 ' 3500 4000 = 4500  50.00
Figura 4.7.19. Cromatograma HPLC-MS (TIC) de l'extracte aqués de la mostra B2.

Quan aquest mateix extracte (B2) és atacat (figura 4.7.20 i taula 4.7.6), €l
senyal del TIC augmenta considerablement i nombrosos pics sobresurten de la

linia de fons, que també presenta una forma convexa. De I'analisi detallada de
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I’espectrograma s’observen 7 pics que poden correspondre a compostos amb
grups carboxilics. També s’observen pics secundaris fruit de la pérdua de
grups hidroxil, aldehid i metil. Hi ha nombrosos pics també de pes molecular
entre 200 i 300 que contenen pics secundaris que poden estar formats per
unitats de fenols monomérics com ara lacid cumaric, siringaldehid, p-
hidroxibenzaldehid, acid siringic, fenol i altres. La qual cosa indica que alguns
dels fenols solubles de la mostra després de l'atac encara es troben

parcialment polimeritzats.

Apareix la p-hidroxiacetofenona com a Unic pic que coincideix amb el temps

de retenci6 del patr6.

Mostra J, 100 pl (CV -25V)

100+ 37.13 TIC

T T T T 1 T 1 T T T T T T ™7 ~— Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00

Figura 4.7.20. Cromatograma HPLC-MS (TIC) de l'extracte aquéds de la mostra B2
atacat segons el métode de Kogel i Botcher (1985).

Alguns dels pics detectats tenen valors de m/z 111, 121, 137, 165, 181, 191,
207, 225, 235, 251, 253, 269 i 295 que segons McIntyne et al. (2002) estan
relacionats amb Pestructura dels acids falvics de sols i torbes quan sén
identificats per HPLC-MS en ionitzacié negativa. Moltes d’aquestes masses
difereixen entre si en 44 unitats i aixé s’atribueix també a la preséncia de

grups acids.

També s’han detectat alguns compostos amb dos grups acids que poden estar

relacionats amb els ftalats (plastificants).
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Taula 4.7.5. Temps de retencid i carrega/massa dels diferents pics trobats a 'extracte
aqués de la mostra de sol B2. També s’indica el pes molecular probable i si s’ha
identificat el compost o no (NI).

Mostra | tr m/z M real Fragments Possible
probable compost
B2 14,1 | 193,180, 194 (M-H)- Possiblement es tracta
136 (M-COOH}- d'un acid.
15,1 182 183 (M-H)- NI
16,0 | 164, 120 165 (M-H)- Possiblement es tracta
(M-COOH})- d’un acid.
16,2 257 258 (M-H)- NI
16,5 | 208, 163 209 (M-H)- NI
19,5 | 291, 174 292 (M-H)- NI
21,6 | 246,202 247 (M-H)- NI
22,8 | 302, 141 303 {(M-H)- NI
23,7 263 264 {M-H)- NI
24,9 117 118 (M-H)- NI
25,5 | 318,198 319 (M-H)- NI
27,2 | 156,116 157 (M-H)- NI
27,4 228 229 {(M-H)- NI
30,6 | 183, 167 184 (M-H)- NI
(M-OH})-
31,3 169 170 (M-H})- NI
31,8 | 182,166 183 {(M-H)- NI
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Taula 4.7.6. Temps de retencié i carrega/massa dels diferents pics trobats a 'extracte
aqués de la mostra de sol B2 atacat segons el métode de Kogel i Botcher (1985).

També s’indica el pes molecular probable i si s’ha identificat el compost o no (NI).

Mostra tr m/z M real Fragments Possible
probable compost
B2 14,1 193,148 194 (M-H)- NI
atacat | 15,1 [ 251, 207, 252 (M-H)- Molécula que pot contenir
182 (M-COOH)- un grup acid.
16,2 | 257, 221, 258 (M-H)- Molécula que pot contenir
177 (M-COOQOH)- un grup acid.
17,1 209 210 (M-H)- NI
17,6 | 205, 161, 206 (M-H)- Molécula que pot contenir
117 (M-COOH)- dos grups acids.
(M-2COOH)-
17,7 | 230, 186, 231 M-H)- Molécula que pot contenir
142 (M-COOH)- dos grups acids.
: (M-2COOH)-
18,0 | 293, 275, 294 (M-H)- NI
130 -
19,5 | 317, 207, 318 (M-H)- Les masses 163 i 119
189, 173, (M-COOH} poden tenir relacié6 amb
163, 119, Pac. cumaric.
19,8 | 207, 163, 208 (M-H)- Molécula que pot contenir
145, 119 (M-COOHY dos grups acids.
(M-2COCH)
20,4 | 181, 153, 182 (M-H)- Massa relacionada amb el
137, 93 {(M-2CHs) siringaldehid (181) i p-
(M-2CH3-OH)- | hidroxibenzoic {137)
20,6 | 165, 121 166166 |(M-H) Possible impuresa de
(M-COOH)- ftalat.
22,0 135 136 (M-H)- p-hidroxiacetofenona.
23,2 | 307, 197, 308 (M-H)- Les masses 197 i 183
153 (M-COOH)- poden tenir relacié amb
V’ac. siringic
24,5 | 165, 137, 166 M-H)- Pot ser wuna molécula
121, 93 (M-CHO)- tipus dimetil p-hidroxi-
(M-CHO-OH)- {benzaldehid
(M-CHO-OH-
2CHa)
25,3 | 247,203 248 (M-H) Molécula que pot contenir
(M-COOH)- un grup acid.
27,4 | 257, 179, 258 (M-H)- Les masses 179 i 135
135 (M-?)- poden tenir relacié amb
(M-?-COOH)- I’ac. cafeic.
29,0 | 301, 193 302 (M-H) La massa 193 pot tenir
relacié amb ’ac. fertlic

Donada la complexitat dels cromatogrames els resultats de Toli i Toli atacat

no es mostren en aquest treball.
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Tot aquest trencaclosques sembla molt dificil esbrinar-lo amb el coneixement
del temps de retencié i el pes molecular. Ja que es disposen de pocs patrons i
a falta d’espectroteques d’HPLC-MS s’ha optat per a intentar identificar
aquests compostos amb GS-MS. En aquest cas si que existeix amplia col-leccié
d’espectrogrames de diferents compostos que a més, a través d’un programa
informatic (Masslab) permeten deduir el grau de semblan¢ga amb un pic

concret de la mostra.

4,7.3 Cromatografia de gasos acoblada a un detector de
masses (CG-MS)

Un dels inconvenients de PHPLC-MS, com ja s’ha comentat, és la fase mobil
liqﬁida que cal eliminar abans d’entrar al detector de masses perqueé ocasiona
un soroll de fons que pot interferir amb els pics dels analits si aquests estan
en baixes concentracions. La fase mobil liquida també pot interaccionar amb
els analits. La cromatografia gasosa s’acobla molt millor als detectors de
~masses, ja que no s’ha d’eliminar cap liquid i el gas portador és inert enfront
els analits. A més, les columnes capil-lars de gasos sén molt més llargues que
les dHPLC amb la qual cosa pot aconseguir-se una millor separacié del
¢omponents d’'una mescla complexa com ara les mostres que sén objecte

d’estudi en aquesta tesi.
Per a I'analisi de les mostres s’han utilitzat dues columnes cromatografiques:

*Columna apolar Hewlett Packard HP5 amb rebliment de siloxa, de 30
m de llargaria, 0,32 mm de diametre i un gruix de rebliment de 0,25 pm.
Aquest tipus de columna requereix la derivatitzacié de les mostres polars que
contenen.
| *Columna polar Innowax de 30 m de llargaria, 0,25 mm de diametre i
0,25 pm de gruix de rebliment farcit de poliglicols apta per a la separacio de
substancies polars. La utilitzaci6é d’aquesta columna permet obviar el pas previ
de derivatitzacié per formar compostos apolars, amb la qual cosa la mostra

esdevé menys manipulada.
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Les condicions cromatografiques s’indiquen a lapartat 3.2.1.4 de meétodes

d’aquesta memoria.

En el nostre cas s’han obtingut molt millors resultats amb la darrera ja que els
compostos de l'oliassa i els extractats del sol (amb aigua) sén molt hidrofils i

per tant es separen millor logicament amb una columna polar com la Innowax.

La ionitzacié en aquest cas s’ha efectuat per Impacte electronic (IE) a 70 eV.
Aquest voltatge és prou alt com per trencar qualsevol enlla¢ quimic de manera
que es genera per a cada moleécula que arriba al detector, una série de
fragments (de pes molecular inferior) caracteristics d’aquest compost.
L'espectre de masses o conjunt de fragments d'una molécula concreta és
manté constant (sempre que es mantingui ;el potencial d’ionitzacié) fins i tot la
quantitat relativa de cada fragment, de manera que l'espectre de masses per
IE pot considerar-se com lempremta dactilar d'un compost concret. Els
espectres de masses obtinguts s’han comparat amb les espectroteques: Wiley
6, NBS, Nist, Libtx. Per confirmar la preséncia dun compost concret en
cadascuna de les mostres, s’ha comparat tant amb el temps de retencié del
patré6 com amb lespectre de masses. En cas de no disposar del patrd
corresponent, s’ha donat com a valida la identificacié quan l’espectre de
masses coincideix com a minim en un 90% amb I’espectre d’algun compost de

les espectroteques seleccionades.

Tal i com s’ha efectuat en les anteriors técniques analitiques, en primer lloc
s’han passat una série de patrons, en aquest cas 10. en total, de diferent
polaritat (taula 4.7.7). El cromatograma del conjunt de patrons (figura 4.7.21)
és molt bo, presenta alta resolucié i la intensitat és molt bona. Els patrons
seleccionats apareixen entre el minut 14 i el 34. La majoria de patrons
emprats no s’altera en les condicions cromatografiques seleccionades, sobretot
pel que fa als aldehids i cetones. En canvi, la majoria d’acids sén susceptiblés
de perdre el carboxil tant si esta unit a l’anell aromatic com a una éadena
carbonada lateral. Aixi doncs, per exemple els fenols derivats de ’acid cinamic
(com ara els acids cumaric i fertlic) es detecten com a vinilfenols. Els grups
metoxi, metil, hidroxils i benzaldehids no s’alteren en les condicions

assajades.

411



Resultats discussio

Taula 4.7.7. Nom del patré, temps de retencio (tr) i substancia detectada al passar els
patrons per CG-MS.

N | tr Patro Substancia detectada Observacions

1 _[14,7 | Ac. p-hidroxibenzoic Fenol Pérdua d'un grup acid

2 17,4 | Ac. feralic 4-vinil 2-metoxifenol | Pérdua d’un grup acid

3 | 18,4 | Ac. siringic 2,6-dimetoxifenol Pérdua d’un grup acid

4 20,3 | Ac. cumaric 4-vinilfenol Pérdua d'un grup acid

5 (22,5 | Vainillina Vainillina No s’altera

6 |27,3 | Siringaldehid Siringaldehid No s’altera

7 27,6 | p-hidroxibenzaldehid p-hidroxibenzaldehid |No s’altera

8 (27,9 | 4-hidroxi-3,5- 4-hidroxi-3,5- No s’altera

dimetoxiacetofenona dimetoxiacetofenona

9 [28,3 [ p-hidroxiacetofenona p-hidroxiacetofenona | No s’altera

10 | 34,2 | Ac. vainillic Ac. Vainillic No s’altera
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Figura 4.7.21. Cromatograma CG-MS (TIC) dels patrons seleccionats

En relacié a l'extracte aqués del sol control T (taula 4.7.8 i figura 4.7.22),
s’observa que conté nombrosos hidrocarburs lineals majoritariament amb deu
o més carbonis, alguns d’ells insaturats, d’altres amb radicals hidroxil, acids i
alguns formen ésters metilics. Aquests darrers originalment podien haver estat
acids ja que en preséncia de metanol i donat que la mostra havia sofert una
acidificacié prévia poden haver-se format els corresponents ésters. També
s’han detectat alguns ftalats i estabilitzants de dissolvents com ara el
butilhidroxitolué i el 3,4-bis-(1,1dimetiletil)fenol.
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Figura 4.7.22. Cromatograma CG-MS (TIC) de Pextracte aquéds del sol T control. f:
ftalat.

Quan l'extracte aqués del sol T és atacat pel métode de Kogel i Botcher (1985)
(taula 4.7.7 i figura 4.7.23), s’observa que també abunden els hidrocarburs
lineals, la majoria en forma d’ésters, alguns compostos aromatics i alguna
estructura fendlica natural (acetovanillona i 2-hidroxibenzotiazol). També,
apareixen alguns estabilitzants que provenen d’algun dels dissolvents
emprats. S’ha detectat també, tant en forma d’acid com d’éster, a l'acid

benzoic que és susceptible de reaccionar amb el reactiu de Folin Ciocalteau.
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Figura 4.7.23. Cromatograma CG-MS (TIC) de l'extracte aquds del sol T atacat pel
meétode Kogel i Botcher (1985).

En relaci6 a 'oliassa OT (figura 4.7.25 i taula 4.7.9) s’han detectat abundants
hidrocarburs lineals, alcohols, ésters i acids amb cadenes carbonades de
diferent longitud. S’han detectat acids grassos lliures que provenen de 1’oli
com ara els acids oleic, palmitic i linoleic, compostos aromatics i fenols (en
total 10) molts d’ells derivats del feniletil. També apareixen alguns derivats de
la vainillina i algun o-difenol. S’ha identificat el 4-vinilfenol que molt
probablement correspon a l'acid cumaric que ha perdut el grup carboxilic, ja
que presenta el mateix model de fragmentacié i temps de retencié que el

corresponent patro.

Per a ’analisi de la composicié relativa de fenols es poden classificar en funcié
del tipus de monomer (figura 4.7.24): p-hidroxibenzils (H), 4-hidroxi 3-
metoxibenzils (Vanillil, V), 3,5-dimetoxi 4-hidroxibenzil (siringil, S) i
fenilpropens que corresponen als derivats de 'acid cinamic (C). Excepte els del
primer grup (que poden tenir diversos origens] els demés provenen
fonamentalment de les lignines (Hedges et al., 1988a; Milter i Zech, 1998) o

sigui dels materials relacionats amb els teixits llenyosos vegetals.
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OH OH
R R

COOH

S oH c) =
CHO i LOCH,
R R

. Figura 4.7.24. Tipus de monomer d’alguns compostos detectats. H: p-hidroxibenzil. V:
vanillil. S: siringil. C: acid cinamic.

Taula 4.7.8. Temps de retencié de les substancies identificades en l'extracte aqués del
s0]l T atacat pel métode Kogel i Botcher 1985 i sense atacar.

N° Tr T Tr T atacat
1 4,9 | Metil-3-butenil éster 4,7 |Ester metilic de I’ac. 3-
metilpentanoic
2 6,3 n-deca 6,9 |1-dodecé
3 6,9 1-dodece 7,4 |Ester metilic de I’ac.octanoic
4 7,5 Nonadeca 9,2 |Butadioic dimetil éster.
5 8,0 1-dodeca 9,5 [ Metil éster de ’ac. benzoic
6 8,3 |Deca 11,5 | Ester metilic d’ac.dodecanoic
7 8,5 |Ester metilic de l’ac. 2- 13,0 |Butilhidroxitolué
metoxibenzeacétic
8 9,2 1-tetradecanol 14,5 | Ester metilic de l’ac.
: - {tetradecanoic 12-metil,
9 11,8 | Tridecanol 14,8 | Ester dimetilic d’ac.octadioic
10 | 13,0 |Butilhidroxitolué 16,4 |Ester dimetilic d’ac nonadioic
11 | 13,9 |Benzotiazol 17,5 |Ester metilic de I’ac. 13-metil
tetradecanoic
12 | 15,8 |2,6-di(t-butil)-4-hidroxi-4-metil | 19,0 |Ester metilic de I’ac.9-metil
2,5-ciclohexadienl-ona hexadecanoic
13 |[17,3 |2,6-dift-butil)-4-metoxi p-cresol (20,4 |Ester metilic de l’ac. 10,13-
dimetiltetradecanoic
14 |[17,5 |Ester metilic de I'Ac. 13- 20,7 |Ac.benzoic
metiltetradecanoic
15 [ 19,0 |3,4-bis-(1,1-dimetiletil)fenol 23,4 | acetovanillona
16 | 19,2 |fenil metil éster de 'ac. 24,7 | p-tertbutilfenol
carbamic
17 |20,4 |Ester metilic de ’ac. 10,13- 28,7 |n-butilbenzesulfonamida
dimetiltetradecanoic
18 (26,7 |Ac. decanoic 32,9 | 2-hidroxibenzotiazol
19 |[28,7 |n-butilbenzésulfonilamina
20 [29,1 |Ac. estearic
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En general abunden més els mondmers del p-hidroxibenzil seguit dels
monomers de vainillili i en darrer lloc els derivats de lacid cinamic.
Probablement aquests darrers hi s6n poc freqlients perqué sén més

biodegradables (Cotrim et al., 2001).
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Figura 4.7.25. Cromatograma CG-MS (TIC) de I'oliassa OT.

Tot aix0 demostra que aquesta oliassa conté fenols lliures, fet que ja havien
constatat diversos autors en analitzar diverses oliasses (Vazquez Roncero et
al., 1974; Casa et al., 2003).

S’han identificat també alguns compostos fenodlics lliures no descrits en la

bibliografia consultada:

e El 4-hidroxi-3-metoxifenil etanol, és un compost derivat de la familia de la
vainillina que també s’anomena alcohol homovainillic.

e L’aminofenol.

e El 4-etilcatecol tampoc ha estat descrit i forma part de la mateixa familia
de compostos que el catecol i metilcatecol, compostos de l'oliassa descrits

com a molt toxics (Ramos-Cormenzana i Monteoliva-Sanchez, 2000).
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Taula 4.7.9. Principals substancies identificades per CG-MS de l'oliassa OT sense
atacar.

N | tr Compostos aromatics N | tr Compostos no aromatics
11| 11,2 | Ester metilic de I’ac benzéacetic [1 15,3 |Octadeca

12 | 11,8 | Ester etilic de I’ac. benzéacetic |2 |6,9 |1-dodecen

13 | 12,7 | Benzémetanol 3 |7,0 |Tetradeca

14 | 12,8 | p-aminofenol 4 |7,4 |l-undecanol

151 13,2 | Fenil etil alcohol 5 |8,6 |Butandiol

17 114,9 | Fenil etil 2 metoxi 6 |8,7 |Pentadeca

18 | 12,8 | p-etilfenol 7 (8,8 |1,1-dimetoxideca

20 | 19,3 | 2-(4 metoxifenil)etanol 8 (9,4 |Tetradecanol

21 [ 20,3 | p-vinilfenol (ac. cumaric) 9 [9,6 |Tridecanol

22 20,4 | Benzé 1,2,3-trimetoxi-5-metil 10 [ 10,1 | Ac. 3-metil pentanoic
23 | 20,7 | Ester etilic de P’ac. p-hidroxi 16 | 14,4 |Ester metilicde l’ac. 5-

fenilacétic -| hidroxiundecanoic

27 | 22,8 | Fenil acétic acid 18,0 | Ester etilic ac hexadecanoic
28 | 23,4 | Ester etilic de I’ac. 4-hidroxi-3- 21,0 |Ester etilic de I’ac oleic
metoxibenzoic (etilvainillat)
29 (26,1 |4-hidroxi 3-metoxi fenil etanol
(alcohol homovanillic)

N =
H 0O

21,4 | Ester metilic de I’ac. linoleic

N
1))

30 | 26,6 | 4-etilcatecol 26 | 21,8 |Ester etilic de I’ac. linoleic
32 | 28,1 | 4-hidroxibenzéetanol 31 |26,8 | Ac. palmitic

35 [ 34,0 | Ac. vainillic 33 129,7 | Ac. oleic

36 | 37,2 | 3-hidroxi enzeetanol 34 | 30,4 | Ac cis cis linoleic

Quan I'oliassa OT es sotmet a I'atac de Kogel i Botcher {1985) s’obtenen una
série de canvis en els espectrogrames resultants (taula 4.7.9 i figura 4.7.26).
Algunes substancies desapareixen amb 'atac respecte a 'oliassa sense atacar,
com ara el benzemetanol, alguns acids grassos, letilvainillat, el 4-etilcatecol, el
4-hidroxibenzeetanol, 'aminofenol i el 1,2,3-trimetoxi-5-metilbenzeé. En canvi
nombroses substancies apareixen, entre elles destaquen sobretot els fenols
monomeérics derivats de la degradacié de les lignines com ara: la vainillina,
acetovanillona, siringaldehid, 4-hidroxi-3,5-dimetoxiacetofenona, els acids
siringic, homosiringic, vainillic i cinamic. També apareixen alguns derivats

dels acids benzoic, benzeacétic.
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Figura 4.7.26. Cromatograma CG-MS (TIC) de l'oliassa OT atacada pel meétode de
Kogel i Botcher (1985)

En general, en atacar l'oliassa la proporcié relativa de fenols és més abundant
pels d'origen ligninia (H,V,C), fet que pot indicar que, en part, l'origen dels
fenols de l'oliassa prové dels teixits llenyosos de les olives (pinyol). Després de
l'atac també apareixen forca grups metoxi que originalment podien tractar-se
de grups fenolics, que en preséncia d’alcanols (metanol) en medi basic (NaOH)
i aqués es formen els corresponents ésters (sintesi de Williamson). Un exemple
d’aixd pot ser el 4-etilcatecol (present en l'oliassa sense atacar) que passa a 4-

etil-2-metoxifenol quan l’oliassa és sotmesa a l'atac.

També apareix un bicicle i dos pics entre els temps de retencié 24,5 i 25
minuts que sembla que també tenen estructura de bicicle, perd en aquest cas

no s’ha pogut esbrinar.

L’aparicié d’alguns nous compostos fenolics en atacar l'oliassa (per tant no
presents en forma lliure) es formen (com ja sha vist) per la reaccié entre
compostos presents a l'oliassa, perd d’altres (major part) s’han format com a
conseqiiéncia de la despolimeritzacié d’una molécula més gran de naturalesa

fendlica. Aix6 indica que bona part de la carrega fenodlica d’aquestes molécules
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es troba en forma de polimers susceptibles de ser trencats, com a minim en
part, amb una oxidacié lleu en medi basic. L’existéncia de fenols polimeritzats
a l'oliassa ja havia estat constatat per d’altres autors (Pérez et al., 1987,
Sayadi et al., 2000).

Taula 4.7.9. Principals substancies identificades per GS-MS de l'oliassa OT atacada
amb el métode de Kbgel i Botcher (1985).

N| Tr Compostos aromatics N | tr Compostos no aromatics
6 |11,1 |Ester metilic de ac benzeacetic |1 [4,9 |Ester metilic de ’ac. octanoic
7 |13,2 | feniletilalcohol 2 15,3 |Octadeca
10 | 14,9 | 4-etil 2-metoxifenol 3 5,8 |l-octadecé
11 (17,1 | 3-etilfenol 4. 16,9 |1l-dodecé
13 | 18,4 | 2,6-dimetoxifenol (ac siringic) |5 |9,2 |Ester dimetilic de

I’ac.propadioic
14 20,3 |4-vinilfenol 8 | 14,4 |Ester metilic de ’ac.5-

hidroxiundecanoic
15 |20,4 | 1,2,3-trimetoxi 5-metilbenzé |9 |14,5 |Ester dimetilic
ac.hidroxibutadioic

18 | 22,5 | Vainillina 12 | 17,5 | Ester metilic ac. 14-metil
pentadecanoic

19 (22,6 | 1,4 dihidro 3H-2-benzopiré-3- |16 [20,7 |Ester metilic de I’ac.oleic
ona

20 [ 22,9 | Ac.fenilacetic 17 { 21,4 |Ester metilic de I’Ac. linoleic

21 [ 23,5 | 4-hidroxi-3-metoxiacetofenona |27 | 27,3 | Ester metilic de 1’ac palmitic
{acetovanillona) ’

22 |25,6 | Ester metilic I’ac. 2-metoxi
benzoic

23 {25,7 | Ac 4-vinilbenzoic

24 26,1 | 4-hidroxi-3-metoxi feniletanol
{alcohol homovainillic)

25 [26,6 | Ac. cinamic

26 | 27,3 | Siringaldehid

28 | 27,6 | Ester metilic de P’ac.4-
hidroxibenzepropanoic

29 {27,8 | Ac. 4-hidroxi-3-
metoxibenzeacétic

30 | 27,9 | 4-hidroxi-3,5-dimetoxi
acetofenona

31 | 28,1 | 4-hidroxibenzeetanol

32 (31,5 |Ac. 3-(2-metoxi 5-metilfenil)
propanoic

33 132,7 | 3,5-dimetoxi-4-hidroxi
fenilacétic

34 | 34,0 | Ac. vainillic

En relacié6 a l'extracte aquds de la mostra de sol B2 (taula 4.7.10 i figura
4.7.27) en general s’observen acids lineals i apareixen nombrosos compostos
aromatics com ara léster metilic de I'Acid fenilcarbamic i la n-

butilbenzesulfonamida, que ja s’havia detectat en el sol control i ’acid benzoic
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en el s6l control atacat. També apareixen altres compostos aromatics del tipus

I'etilbenzeé, benzaledehid, acetofenona, un compost fenoélic i dos bicicles.
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Figura 4.7.27. Cromatograma CG-MS (TIC) de l’extracte aqués de la mostra B2.

Ne| tr Compostos aromatics | N°| tr Compostos no
aromatics
1 |5,2 |etilbenze 5 [12,0 |Ac. pentanoic
2 5,9 |1l-metil-2-(metiletil)benzé 6 12,1 |Ac. valéric
3 |8,5 |benzaldehid 8 |13,8 |Ac. 2-etithexanoic
4 19,8 |Ac. benzécarbotioic 9 [15,7 |Ac. ciclohexanoic
7 |13,0 | Butilhidroxitolué {conservador) 11]16,8 |Ac. decanoic
10| 15,9 | Acetofenona 14 26,8 |Ac. palmitic
12 19,2 | Ester metilic de P’ac. fenilcarbamic | 16 {29,1 |Ac.octadecanoic
13 | 20,7 | Ac. benzoic
15| 28,7 | N-butilbenzésulfonamida
17 (29,5 |Ac.(Bicicle (2,2,1)-hept-2-en-7-
ilidene)acétic
18 32,3 | Ac. (ditertbutil-4-hidroxifenil)
v propidnic
19 | 33,2 | 4-metilen-2-oxabicicle (4,4,0)
decan-2-ona
20 | 33,7 |2,2-metilenbis (6-(1,1-dimetiletil}—
4-etilfenol

Taula 4.7.10. Principals substancies identificades per GS-MS de 'extracte aquéds de la
mostra B2.

Linic compost que coincideix amb lUoliassa és l'acid palmitic, acid gras

present a les oliasses que pot esdevenir fitotoxic.
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Quan l’extracte aquds de B2 es sotmet a l'atac amb meétode de Kogel i Botcher
(1985) apareixen nombrbses estructures aromatiques i entre elles abunden les
de naturalesa fenolica, 14 en total (taula 4.7.11 i figura 4.7.28). Aquest fet
demostra que els fenols solubles ‘d’un sél contaminat amb oliassa es troben
majoritariament polimeritzats de manera que quan aquest extracte es sotmet a
l'atac (oxidacid basica lleu), part de les wunitats polimeritzades es

despolimeritzen i apareixen les estructures aromatiques monomeériques.
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Figura 4.7.28. Cromatograma CG-MS (TIC) de l'extracte aqués de la mostra B2 atacat
pel métode de Kogel i Botcher (1985).

En atacar apareixen alguns acids grassos (tant en forma d’acid com d’éster) fet
que indica que probablement els polimers solubles del sdl estan formats per
una mescla de fenols i acids grassos del propi so0l i els procedents de les
oliasses (fonamentalment acids oleic, palmitic i estearic). Entre la composicié
de fenols, abunden principalment els formats per monomers del 4-
hidroxibenzil, seguits pels que contenen grups vainillil i en darrer lloc per
monomers de siringil i cinamil. Aquest fet indica que part dels fenols poden
provenir de fonts no ligninianes (mesocarp de les olives). Entre els grups
funcionals que més abunden sén els acids (forma més oxidada) enfront dels
aldehids, cetones i grups fenodlics sols. La relacié entre els grups acids,

aldehids i cetones d’anells fendlics s’ha emprat comunament per a establir si
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la mateéria organica que prové del sol és fresca o esta més degradada (Hedges
et al., 1988b; Reeves i Preston, 1991). Per tant, aquest fet pot indicar que la
matéria organica soluble d’aquest so0l contaminat pot haver sofert processos
oxidatius de forma analoga als acids htumics del sol on també hi predominen
els grups acids. Tot aixo indica que els compostos fenolics aportats per

Poliassa, en aquest cas, poden estar en fase de degradacié o/i d’humificacio.

Taula 4.7.11. Principals substancies identificades per CG-MS de Vextracte aqués de la
mostra B2 atacat amb el métode de Kogel i Botcher (1985).

N°e| Tr Compostos aromatics N°| Tr | Compostos no aromaitics

1 |4,7 |Etilbenzeé 8 !15,0 |1-tetradecanol

2 (5,5 |1-etil-2-metilbenzé 10 (16,9 |Ac.decanoic

3 |5,9 |1l-metil-2-(1-metiletil)benze 11|18,4 |Ester metilic de
l’ac.decanoic

4 16,0 |1,3,5-trimetilbenzé 19 (24,6 |Ester metilic de ’ac. oleic

5 (9,8 |Ac.benzocarbotioic 20 | 24,8 |Ester dimetilic
d’ac.octadioic

6 | 10,2 |o-hidroxibenzaldehid 21 25,6 |Ac. decanoic

7 | 12,5 | 3-hidroxi-3-metilbenzaldehid 23 |26,1 |Ac. nonadienoic

9 | 15,9 |p-cresol 26 | 26,7 |Ac palmitic

12| 20,3 | 2-metilbenzaldehid 27 /27,1 |Ac.oleic

13120,9 | Ac. benzoic 34 {29,2 |Ac heptadecanoic

(Ac.estearic)

14 | 22,3 | 4-metilacetofenona
15|22,5 | Vainillina

16 | 22,6 | 3H, 2-benzopiré-3-ona, 1,4-
dihidro-3-isocromanona
17123,5 | 3-hidroxi-3-metoxiacetofenona
18 {24,5 { m-viniltolué

22 (25,7 | 1-metil 4- (1-propeniljbenze
24 (26,4 | Ac. cinamic

25 (26,5 | p-hidroxiacetofenona

28| 27,3 | Siringaldehid

29 | 27,5 | p-hidroxibenzaldehid
30127,9 |4,5-dimetoxi-2-
hidroxiacetofenona

32 28,2 | p-hidroxiacetofenona

32| 28,3 | 3-hidroxi-2-metilbenzaldehid
33 [ 28,8 | n-butilbenzesulfonamida
35 33,4 | Ac. vainillic

36 (41,5 | Ac. p-hidroxibenzoic
37|43,2 | Ac. m-hidroxibenzoic

38| 43,8 | Ac. 3-hidroxi-4-metilbenzoic
39 (43,9 | Ac. 4-hidroxibenzacétic

En els cromatogrames de la mostra B2 atacada només amb hidroxid sédic i

oxid de coure (en no tenir sal de Mohr l'atac és més oxidant), apareixen les
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mateixes estructures que amb preséncia de sal de Mohr (resultats no

mostrats).

Respecte a l'atac de l'extracte aqués de la mostra B2 amb hidroxid sodic 2N
(taula 4.7.12 i figura 4.7.29), s’obté un espectrograma on els nombre de pics
és menor. També apareixen algunes estructures aromatiques, de les quals
Unicament tres sén compostos fenodlics. Aixo indica que per a que l'atac sigui
efectiu cal que s’efectui amb un medi oxidant, efecte que déna 1’0xid de coure

controlat per la sal de Mohr.
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Figura 4.7.29. Cromatograma CG-MS (TIC) de l'extracte aqués de la mostra B2 atacat
amb hidroxid sodic 2N.
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Taula 4.7.12. Principals substancies identificades per GS-MS de l'extracte

aqués de la mostra B2 hidrolitzat amb hidroxid sédic 2N.

N° Tr Compostos aromitics N° Tr Compostos no .
aromatics

1 [20,2 |2-metilbenzaldehid 8 26,7 |Ac. palmitic
2 20,8 | Ac. benzoic

3 22,1 |Ac. 3-metilbenzoic
4 24,4 | m-viniltolué
5

6

7

25,8 | 1-metil —(1propenil)jbenzé
26,1 |Ester metilic de I’ac. 3-
hidroxibenzoic

26,3 | Ac. cinamic

9 27,0 | Ac cianobenzoic

10 27,3 | Siringaldehid

11 27,5 | 4-metil benzémetanol

12 27,9 | 4-hidroxi 3,5-dimetoxiacetofenona
13 | 31,0 | 4-(p-metilfenil)isoxazol
14 32,5 | 2-etil-2H-isoindol

15 |{33,5 |Ac vainillic

En la despolimeritzacié en medi acid (taula 4.7.13 i figura 4.7.30) apareixen
també menys estructures fenodliques (4 en total) que en 'atac amb els reactius
de Kogel i Botcher (1985). En realitzar un atac acid i posteriorment I'addici6 de
metanol s’ha afavorit la metilacié dels grups acids. Per tant els nombrosos

ésters metilics que apareixen probablement originariament eren acids.
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Figura 4.7.30. Cromatograma CG-MS (TIC) de I'extracte aquds de la mostra B2 atacat
amb acid sulfaric 2N.
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Taula 4.7.13. Principals substancies identificades per CG-MS de Pextracte aqués de la
mostra B2 atacat amb acid sulfaric 2N.

N| Tr Compostos aromatics N | Tr Compostos no aromatics

1 |5,6 Vinilbenze 3 |73 1-dodecé

2 (6,6 |[Ac. l1-metoxibenzé acétic 4 |7,8 |Etadiamina

5 |82 2-metoxi 1,4-dimetilbenzé 6 |8,7 Ac. 2-butendioic

8 (10,8 |Ester metilic de I'ac. 4-metil |7 |9,1 Trimetilester de ’ac.fosforic
benzoic

9 |11,4 |Ester metilic de I’ac. 2- 10 | 14,8 |Ester dimetilic de I’ac.
hidroxibenzoic octadioic

11 [ 15,6 |Ester metilic de l'ac.cinamic |12 | 16,4 |Ester dimetilic de l’ac.

nonadioic

13 |22,0 {Ac. 3-metilbenzoic 16 | 23,1 |Ester de ’'ac. hexadecanoic

14 {22,1 |Ester metilic de l’ac. 2-
fenoximetilbenzoic

15 | 23,0 |Ester de P’ac. 4-hidroxi-3-
metoxibenzoic (ester vainillic)

17 |26,1 |Ester de ’ac.3-hidroxibenzoic

18 [27,4 |Ester de I’ac.4-hidroxibenzoic

19 {27,6 |Ac. 4-hidroxi-3,5-dimetoxi
hidrazida benzoic?

La mostra de sol contaminada amb oliassa al laboratori, Tcont, (taula 4.7.14 i

figura 4.7.31) i extractada amb aigua presenta un contingut en compostos

fenolics molt superior al sol sense contaminar (T) i en canvi molts d’ells s’han

detectat a 'oliassa.

Entre els compostos fenolics que apareixen en ambdés casos (oliassa i s6l

contaminat) es pot trobar els acids vainillic i cumaric, I’alcohol homovainillic i

el 4-hidroxibenzeéetanol. Entre els fenols que només s’han detectat a l'oliassa i

per tant han quedat adsorbits al so0l, ’¢ster etilic de 'acid vainillic i al 4-

etilcatecol. Lanic compost fenodlic que apareixen de nou és l'acid ferulic.
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Figura 4.7.31. Cromatograma GS-MS (TIC) de l'extracte aqués de la mostra Tcont.

Taula 4.7.14. Principals substancies identificades per GS-MS de l'extracte aqués de la
mostra Tcont.

N| Tr Compostos aromatics N| Tr Compostos no
aromadtics
1 {8,5 |Benzaldehid 7 | 14,4 |Ester metilic de P’ac.
undecanoic

2 |8,6 |Dimetoximetilbenzé 17 | 26,8 |Ac. palmitic
3 |11,1 |Ac. benzacétic

4 |12,7 |Ester metilic de I’ac.salicilic
5

6

8

12,8 |p-aminofenol

13,2 |benzemetanol

14,9 |4-etil-2-metoxifenol

9 (17,1 |3-etilfenol

10 |17,4 |2-metoxi-4-vinilfenol (ac.ferilic)
11119,3 |2-(4-metoxifeniljetanol

12 | 20,3 |4-vinilfenol (ac.cumaric)

13 |21,3 |Ac. benzoic

14 (21,6 |3,4,4-trimetil-3-(3-oxobutil)-2-
ciclohexen-1-ona

15 | 22,8 |Ac. fenilacétic

16 {26,1 |3-metoxi 4-hidroxifeniletanol
(alcohol homovainillic)

18 | 28,1 |4-hidroxibenzetanol

19 33,9 |Ac. vainillic

En atacar pel métode de Kogel i Botcher (1985) a lextracte aqués del sol
Tcont (taula 4.7.15 i figura 4.7.32) apareix un espectrograma for¢a més ric en

substancies (durant els primers 30 minuts), que no pas a l'extracte aqués
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sense atacar. El tipus de substancies que apareixen de nou sén
fonamentalment compostos aromatics, dels quals la majoria sén fenols (14 en
total). Entre els compostos fenolics que apareixen es troben: lacid p-
hidroxibenzoic, la vainillina, ’acetovanillona, el siringaldehid, la 4-hidroxi 3,5-
dimetoxiacetofenona, la p-hidroxiacetofenona, el p-hidroxibenzaldehid i el 2-
metoxifenol. Aquests compostos molt probablement es troben originalment en

el sol formant un polimer soluble.
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Figura 4.7.32. Cromatograma GS-MS (TIC) de lextracte aqués de la mostra Tcont
atacat pel métode de Kogel i Botcher (1985).

L’extracte aqués de la mostra Tcont atacat presenta un espectrograma forca
similar al de l’'oliassa atacada. Entre els compostos fenolics que es detecten en
ambdues mostres es pot citar: vainillina, acetovanillona, siringaldehid, acid
vainillic, 4-hidroxi-3,5-dimetoxiacetofenona, 4-etil-2-metoxifenol i 3-etilfenol.
Alguns compostos fenolics desapareixen respecte l'oliassa atacada com:
lacetovanillona, l’alcohol homovainillic, I’¢ster metilic de l’acid 4-hidroxi
benzepropanoic, i els acids homovainillic, homosiringic, siringic i cumaric.
Entre els fenols que apareixen de nou hi ha: p-hidroxiacetofenona, p-
hidroxibenzaldehid, 4-hidroxibenzeetanol i el 2-metoxifenol, l’aparicié
d’aquests compostos pot ser degut a les possibles modificacions que per
diferents mecanismes (tant bidtics com abiotics) pot patir 1’oliassa en entrar en

contacte amb el sdl.
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Taula 4.7.15. Principals substancies identificades per CG-MS de l'extracte aqués de la
mostra Tecont atacat amb el métode de Kégel i Botcher (1985).

N Tr Compostos aromatics N Tr Compostos no
aromatics

4 |8,6 |Dimetoximetilbenzé 1 |6,9 |Ester metilic de
I’ac.octanoic

5 {9,9 |Dibenzoil 2 17,2 Ester metilic de
1’ac.acétic

6 1,3,5-trimetil 2-(1,3-butadienil) 3 (8,0 Ester metilic de l’ac.

benzé nonanoic
7 Ester metilic de I’ac. benzeacetic 14 | 16,4 | Ac.nonadioic
8 Metilacetofenona 21 (27,0 |Ac. 3,7-dimetil 2-octé

1,8-dicarboxilic

9 | 12,5 |2-metoxifenol

10| 12,8 |Benzemetanol

11]13,9 |4-metil-2-metoxifenol

12 | 14,7 |Fenol (ac. p-hidroxibenzoic)
13 | 15,0 |4-etil-2-metoxifenol
15}17,2 |4-etilfenol

16 | 17,4 | 3-hidroxi-3-metoxibenzemetanol
17 | 22,5 |vainillina

18 | 22,7 | 1,4- dihidro-3H-2-benzopiran-3-
oha

19 {26,5 |Ac.cinamic

20 | 26,7 |Ester metilic de I’ac.3-
hidroxibenzacétic

22 27,3 | Siringaldehid

23 | 27,6 |p-hidroxibenzaldehid

24 | 27,9 |4-hidroxi 3,5-
dimetoxiacetofenona

25 (28,1 |p-hidroxibenzetanol

26 | 28,2 |p-hidroxiacetofenona

27 133,8 |Ac.vainillic

28 | 35,3 |Ester etilic de I’ac. 3-(3-
hidroxipropil)benzoic

4.7.4. Interpretacié de la identificacié dels compostos fenolics

de sols i oliasses

Per a la identificaci6 de compostos fenolics solubles d’origen natural de
mostres complexes de sols o oliasses dels quals es desconeix quin tipus de
fenols hi sén presents, ha resultat ser molt util la cromatografia gasosa amb
una columna polar acoblada a un detector de masses per impacte electronic.
La columna Innowax ha permés la separacié dels diferents compostos
satisfactoriament, fins i tot, millor que amb les columnes d’HPLC, sense la

necessitat de derivatitzar la mostra . Aquesta técnica, a més, permet comparar
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els espectres de masses obtinguts amb diferents espectroteques que disposen
de gran nombre de compostos i permeten la identificacié dels fenols sense la

necessitat de disposar necessariament del patré corresponent.

L’oliassa OT analitzada conté nombrosos compostos fenodlics lliures, si bé en
ser atacada mitjancant 1'oxidacié lleu amb oxid de coure en medi basic i amb
sal de Mohr (Kogel i Botcher, 1985) apareixen noves estructures fenoliques
que indiquen que part de la carrega fenolica es troba polimeritzada, fet que
també havia estat constatat per d’altres autors (Pérez, 1988 i Sayadi et al.,
2000).

En extractar una mostra de s6l contaminada de forma massiva amb oliassa
(B2) procedent de Pabocador d’oliasses de Santa Barbara, gairebé no conté
fenols en estat lliure. Aixo no indica que a la solucié del s6l no hi hagin fenols
(mitjancant ’analisi amb el métode de Folin Ciocalteau si que es detecta la
preséncia de carboni fendlic), siné que aquests es troben formant polimers
més complexes i solubles que contenen fenols monomeérics junt amb d’altres
substancies aromatiques i de cadena lineal. S’han trobat com a cadenes
laterals lligades als fenols alguns hidrocarburs lineals i acids grassos. Aquests
polimers sén, com a minim en part, fragmentats quan sén sotmesos a
Poxidacié lleu amb 6xid de coure en medi basic i amb sal de Mohr (figura
4.7.33). Si la fragmentacié es porta a terme Unicament amb una hidrolisi
basica o acida el rendiment és pitjor. El tipus de fenols detectats, un cop
efectuat l'atac, sén principalment acids, aldehids i cetones amb grups
monomérics tipus vainillil, siringil, cinamil i p-hidroxibenzil. En general
predominen els fenols carboxilats (fet diferencial respecte la carrega fendlica
de I'oliassa), la qual cosa pot indicar que els diferents processos que tenen lloc
al s0l sén capagos de modificar-ne l'estructura i emprar-los com a precursors

de les substancies humiques.

Malgrat que els atacs realitzats hagin causat la fragmentacié de part dels
polimers solubles, la qual cosa ha permeés la identificacié de compostos més
simples, convé tenir present que molts dels pics detectats es desconeix lur
estructura perqué probablement es tracta de compostos amb una estructura

més complexa com per exemple dimers, trimers i polimers encara més
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complicats d’identificar. Un exemple n’és la dehidrodivainillina que s’ha

detectat en la degradaci6 de les lignines (Flaig et al., 1975).

Quan el sol esdevé recent contaminat amb oliassa (T'cont), conté fenols lliures
i també de polimeritzats extractables en aigua. Aquests, amb el temps s’aniran
degradant i/o polimeritzant fins a la formacié de compostos humics passant a
formar part de la matéria humificada del sol i per tant perdran la identitat com
a tals. Llavors deixaran de ser solubles i perdran la nocivitat per als
ecosistemes aquatics i terrestres i no es mobilitzaran fins que esdevingui la
degradacié de les substancies himiques, que es calcula que tenen una vida
mitjana de milers d’anys. Amb aix0, es tanca el cicle de les oliasses i el

reciclatge d’aquestes a través del sol pot considerar-se complet.
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1. Les oliasses s6n residus aquosos que es caracteritzen per la preséncia
de compostos fenolics naturals tant simples com polimeérics. Tenen valors
baixos de Kow (0,2), per tant sén hidrofils, mobils i amb baixa capacitat per a
bioacumular-se. En entrar en contacte amb el sol, presenten moderada
afinitat per a adsorbir-se (Kd entre 2,6 i 23,8), fins i tot en sols de textura fina

i valors baixos de mateéria organica.

2. Quan s’aporta oliassa al sol, una part important dels fenols roman a la
solucié del sol (17-45%), per tant, és fracta de compostos forca biodisponibles.
Una altra part s’adsorbeix anidonicament mitjangant la formacié de ponts amb
cations polivalents i una darrera part interacciona amb la matéria organica del
s6l mitjancant enllagos covalents. La proporci6 de cada fraccié depén

fonamentalment de les caracteristiques del sol: pH, textura i matéria organica.

3. Las de l'aigua permet extractar la fraccié de fenols més immediatament
biodisponible, mentre que el pirofosfat sodic amb hidroxid sodic permet '
extreure els fenols adsorbits anidnicament (per ponts amb cationS/} iels
débilment lligats a la matéria organica del so6l, sent bons indicadors de sols
contaminats recentment per oliasses i d’acumulaci6é de compostos fenodlics al

s0l, respectivament.

4. L’abocament massiu i incontrolat d’oliassa sobre un sol calcari i de
textura fina és rapidament neutralitzat pels carbonats presents al sol amb la
consequent mobilitzacié de carbonats a horitzons inferiors. El pH del—sol-
augmenta per la formacié de carbonats sddics i potassics i s’acumula un
sediment organic,a la superficie del 80l ric en sals i fenols. El sol subjacent
s’enriqueix en mateéria o;géhica, fosfor, nitrogen i sobretot potassi, que alhora
afavoreix el desplacament del calci del complex de canvi. La qualitat d’aquest
sol es veu greument afectada per la preséncia de fenols i sals al llarg de tot el

perfil, esdevenint fitotoxic.

5. La retirada del sediment organic i 1’atenu7m/6 natural, fan que: al cap de
dos anys la salinitat es redueixi un 80% iun 87% els fenols solubles i la
fitotoxicitat dersapaazegar, per rentat i biodegradacio. Malgrat aix0, els valors de

fenols solubles i adsorbits sén significativament superiors als dels nivells base
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per-a sols d’olivera (5,8 mg d'ac. cafeic kg'! sdl), 6 anys després de la clausura

de ’'abocador.

6. La simulacié6 en columnes lisimétriquesua(‘ -dosis agrologiques ha

permés observar que l'aport reiterat (8 cops) d’oliassa a la dosi recomanada,|
(30 m3 ha-!) no provoca canvis significatius en la composicié dels lixiviats, fins

i tot, en soOls acids de textura arenosa. L’aportaci6 de dosis d’ehiassa

equivalents a 180 i 360 m3 ha! contaminen les aiglies d’infiltracié6 amb sals

solubles, matéria organica i compostos fenolics, en cas de séls granitics. Els

sols calcaris de textura fina admeten aplicacions de 180 m3 ha'l, peré.no de .
360 m?3 ha-t—

7. La fitotoxicitat observada—en els lixiviats T sols afectats per 'aportaci6
d’oliassa a dosis agrologiques altes és atribuible a l'elevada salinitat i a la

carrega organica (particularment els fenols).

8. Després de 8 cicles d’aport d’oIiassa%(imi’gg/m/enL entre el 0,1 i el 0,3%
dels fenols aportats’sén lixiviats €n el cas del sél calcari) mentre que en el cas
del sol granitic arriben a lixiviar-se’n fins a un 7%. Tot i aix0, la lixiviacié no
és pas el factor més rellevant en la dinamica dels fenols aportats per l'oliassa.
L’adsorcié pel sél tant en forma extractable com no, representa entre un 15 i
un 42% dels fenols aportats i la degradacié pot considerar-se el procés

fonamental de la dinamica déls fenols(

9. L’aportacié d’oliassa al sOl a dosis agrologiques en modifica algunes
propietats d’aquest, fet que s’ha posat de manifest tant en l'assaig en
columnes lisimétriques com en l’experiment de camp. S’observa un lleuger
increment del pH,Ael contingut en matéria organica i nitrogen, perd 'augment
d’activitat biologica provoca la immobilitzacié del nitrat del sol. Aquest darrer
fenomen és reversible i a mig termini/els valors de nitrats del sol es recuperen.
Les oliasses també es comporten com un bon fertilitzant potassic i fosfatat, si
bé, queda retingut superficialment precipitat en forma de fosfat tricalcic (sol

calcari), o bé s’adsorbeix als oxids de ferro i argiles (sol granitic).

436



Conclusions

Il ! ‘

10. Els lixiviats de sols adobats amb dosis d’oliassa de fins 360 m2 ha-l
presenten baixes concentracions de nitrats i fosfats, de manera que no

suposen un risc elevat d’eutrofitzacié d’aiglies.

11. L’acumulacié de sals solubles és un dels factors limitants a l’hora
d’aplicar oliasses en 8613 especialment en zones arides o amb la capacitat de
drenatge reduida. En sols amb régims d’humitat xéric les sals aportades per

Paportacié d’oliassa fins 360 m3 ha-! sén facilment rentades a mig termini.

12. Laport d’oliassa al sol també modifica.des propietats biologiques,
s'incrementa P'activitat biologica gracies a 'aport de matéria organica labil i

nutrients. L'increment relatiu és més marcat en sols amb baixa activitat.

13. Els compostos fenolics de l'oliassa son rapidament biodegradats (d'un
70 a un 89% en 14 dies) en condicions adequades (50% de la CC i 30°C)
obeint a una cinética de ler ordre i amb taxes de degradacié entre —0,018 i —
0,031 dies-!. Aixd permet sanejar per via biologica sols contaminats de forma
massiva amb oliassa, obtenint la maxima eficicia quan es fertilitza amb
nitrogen (C/N de 12). La fertilitzacié6 amb fosfor no s’estima necessari&d/onat
que loliassa ja n’aporta en quantitat suficient. Les condicions d’humitat
compreses entre el 50 i el 100% de la CC i a la temperatura de 30°C sén les
més adequades. També s’observa biodegradacié a temperatures inferiors

(15°C).

14.  Per a la identificaci6é dels compostos fenglics de la fraccié soluble del sl
ha estat molt til la cromatografia de gasos acoblada a un detector de masses.
La fraccié soluble de sols recentment contaminats conté, tant fenols selubles
com de polimeritzats, similars als de l'oliassa. En canvi, en sols amb
contaminacié menys recent, la majoria es troben polimeritzats. Alguns
processos que s’esdevenen al sol, son capacos de modificar-ne ’estructura i
ser emprats com a precursors de les substancies hiimiques del sol. Per a la
despolimeritzacié dels fenols i la seva identificacié, ha estat molt 1til I'atac

dels extractes aquosos amb hidroxid sodic, 0xid de coure i sal de Mohr.

15. Per a l'adequada utilitzacié agroldgica d’oliassa es recomana no aplicar

poc abans de la germinacio, en époques de maxima necessitat de nitrogen ni a
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conreus herbacis, més sensibles a la fitotoxicitat. Cal evitar la utilitzacié en
sols acids o amb textura sorrenca, essent més recomanable 'aplicacié a sols
calcaris de textura fina i amb nivells freatics prou profunds, fins a dosis de

180 m3 hal, excepte en zones arides o d’alt risc de salinitzacid.
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