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1. INTRODUCCIO

1.1 Antecedents

La paraula clima prové del grec Klima, que significa inclinacio, i fa referéncia a I'angle
d’incidencia dels raigs solars sobre una regi6é de la Terra delimitada per dues latituds i per tant,
a les condicions meteoroldgiques dominants que s’hi manifesten. Una definici6 més estandard
de clima seria el conjunt de condicions que caracteritzen I'atmosfera d’un lloc determinat.
Aquestes condicions estan definides pels valors mitjans dels diferents parametres climatics
(temperatura, precipitacio, humitat, vent, pressio, etc.) i la seva variabilitat (episodis extrems),
durant un periode de temps definit entorn dels 30 anys segons la Organitzacié Meteorologica
Mundial (OMM). Podem considerar el clima a diferents escales geografiques i temporals.
Parlarem de microclima, clima local o clima global en funcié de I'extensié de I'area que estem
analitzant, i a la vegada, podem recopilar dades amb un abast de desenes, milers o fins i tot
milions d’anys.

El desenvolupament industrial i tecnologic de I'espécie humana en els darrers 200 anys
ha provocat alteracions importants sobre els réegims climatics al nostre planeta, I'alliberament
massiu de dioxid de carboni a I'atmosfera i el consegiient augment de I'efecte hivernacle
natural han fet que I'estudi del clima hagi esdevingut una de les principals preocupacions de la
societat actual. Els efectes del canvi climatic seran molt diversos, no tan sols sera visible un
augment de la temperatura, siné que també es veuran afectats altres parametres fisics relatius
al clima com ara els corrents oceanics o0 la circulaci6 atmosférica. D'aquesta manera,
mitjancant el coneixement i la comprensié dels cicles climatologics passats podrem predir amb
una fiabilitat més elevada les caracteristiques dels régims climatics futurs, la responsabilitat de
I'ésser huma en la naturalesa d’aquests, les conseqiiéncies que tindran sobre els ecosistemes i
les especies que hi habiten i els impactes socials, economics i politics sobre la poblacié

humana del planeta.

Quan parlem de clima ens referim principalment a dos factors: precipitacio i
temperatura. Una de les maneres de predir com es poden veure influenciats aquests dos
parametres pel context global de canvi climatic és mitjancant I'estudi de les variacions
climatiques al llarg de la historia de la Terra.

El nostre planeta conté nombroses evidéencies de la seva historia climatica en multitud
de registres, I'analisi d'aquests proporciona la informacié necessaria per reconstruir el clima del
passat i realitzar projeccions sobre el clima del futur. Una d'aquestes evidéncies son les
substancies lipidiques d’origen vegetal conegudes com a lipids alquilats. Els registres
sedimentaris de lipids alquilats proporcionen una senyal del tipus de vegetacié que trobem en
una zona en el temps i per tant donen informacié sobre la precipitacié i la temperatura,

proporcionant d’aquesta manera, una idea general del clima present en aquella area.



1.2 Objectius

Aquest projecte de final de carrera s’ha desenvolupat en el marc del projecte
TETRACLIM (Tetraether membrane and alkyl lipids in Iberan lakes as proxies for continental
reconstruction) que realitza I'ICTA (Institut de Ciéncia i Tecnologia Ambientals). L'objectiu del
projecte TETRACLIM és obtenir reconstruccions quantitatives a resolucié decadal de climes
continentals (temperatura i precipitacid) a la Peninsula Iberica a partir de registres lacustres de
I'Holoce.

La contribucié d’aquest projecte de final de carrera ha estat I'assaig de biomarcadors
climatics sobre una col-leccié de mostres de sols de tot Espanya properes als llacs estudiats al
projecte TETRACLIM. S’han estudiat un tipus de biomarcadors coneguts com a lipids alquilats
amb la finalitat de:

- Avaluar si els sols esdevenen una font fiable per a la recerca i quantificacié de lipids
alquilats.

- Observar si les relacions existents entre lipids alquilats i variables climatiques es poden
aplicar a la Peninsula Ibérica.

- Determinar si els lipids alquilats sén una font fiable per a la reconstruccié de canvis en
la temperatura i precipitacié a la Peninsula Ibérica.

- Comprovar la viabilitat dels lipids alquilats com a biomarcadors cuticulars de plantes
superiors.

- Observar si el tipus de vegetacid que evidencia la senyal dels lipids correspon a la

vegetacio potencial del punt de mostreig.

Posteriorment es compararan les dades obtingudes dels sols amb els resultats derivats de
'analisi dels sediments lacustres del projecte TETRACLIM i s’observara si existeix una

correspondencia entre el senyal climatic proporcionat pels sols i el proporcionat pels llacs.

1.3 Meéetodes indirectes d’'analisi climatic

Per tal d’entendre la variabilitat climatica és necessari disposar de registres historics
instrumentals dels diferents parametres del clima. Aquests, malauradament sén relativament
recents en el temps i tan sols abasten els Gltims 250 anys. Aix0 fa que sigui necessari recorrer
a d’altres métodes d’obtenci6 de dades climatiques amb una escala temporal més extensa. Es
en aquest context on apareix la paleoclimatologia, ciéncia que estudia el clima del passat a
través d’'indicadors geologics naturals que revelen com han evolucionat la temperatura i d’altres
parametres climatics en les diferents etapes de la historia de la Terra. Mitjancant métodes
indirectes o proxies es pot extreure la informacié continguda en els diferents registres naturals i
reconstruir de forma quantitativa parametres ambientals passats.

La utilitzacié d'un proxy com a font de reconstruccié climatica s’ha de realitzar amb

precaucio, ja que les dades obtingudes mai correspondran a una veritat absoluta i per tant sera



recomanable recérrer a I'analisi multiproxy per tal de corroborar els resultats obtinguts i obtenir
una major fiabilitat.

Es pot obtenir informaci6é climatica mitjancant I'analisi dels fossils, minerals, isotops
estables, bombolles d’aire 0 de compostos moleculars especifics d’alguns organismes que han
guedat emmagatzemats en diferents tipus de registres geologics. Alguns dels principals proxies

climatics més emprats en paleoclimatologia sén fruit de I'estudi de registres com ara:

1.3.1 Dades historiques:

Existeix una especialitat dins la paleoclimatologia que utilitza la informacié continguda
en fonts documentals historiques per tal de conéixer el clima del passat, es tracta de la
Climatologia Historica. L'origen d’aquest tipus de documentacié es pot trobar en llibres d'actes
de fets memorables, documentacié de comunitats religioses, memories o diaris de persones de
ciutat o responsables d’explotacions agricoles, etc. Tot i aixi la principal limitacié que presenta
aquest tipus d’informacié és si ha estat generada de forma directa o indirecta, ja que en el
primer cas contenen la informacié climatica de forma integra i amb la garantia per a la
climatologia historica de que el seu contingut no s’ha alterat posteriorment, mentre que en el
segon cas la informacio pot haver estat alterada o omesa (Barriendos Vallvé, n.d.). Alguns dels
primers registres de dades meteorologiques qualitatives estan datades al segle XIV a
Anglaterra o al segle XVI a Suissa.

La climatologia historica ha trobat evidéncies documentals de I'existéncia de dos cicles
climatics rellevants del passat més recent i corroborats posteriorment mitjancant estudis
cientifics. Es tracta del Optim Climatic Medieval (700 dC — 1300 dC) i la Petita Edat de Gel
(1350 dC — 1850 dC), amb dos episodis de fred molt importants a principis dels segles XIV i
XIX.

1.3.2 Coralls:

Els coralls proporcionen un registre inalterat de les condicions quimiques i fisiques que
existien en l'aigua del mar que els envolta en el moment de la formaci6é del seu esquelet de
carbonat de calci (CaCOs3). La informacié que aporten es limita a la relativa a I'habitat que
ocupen, és a dir, els primers 50 — 75 metres de la superficie oceanica, tot i aixi existeix un
interés creixent en estudiar els coralls de profunditats més significatives (fins als 10.000
metres). El creixement corali es visible mitjancant la formacié d’'anells als seus esquelets. Cada
anell de creixement té una banda de major i una de menor densitat, a causa de les diferents
taxes d’extensio i calcificacié que es produeixen en els mesos calids i freds de I'any (Knutson,
Buddemeier, & Smith, 1972), per tant a escala macroscopica, observant el gruix de les bandes
es podria fer una prediccio relativa de la durada i intensitat dels periodes calids i freds. Tot i aixi
existeixen técniques que permeten obtenir una informacié més detallada, un clar exemple és la
composicié isotopica d’oxigen (6180), que permet obtenir mesures de la temperatura superficial
de laigua del mar (Sea Surface Temperature, SST) i la salinitat (Druffel, 1997). També es
poden aplicar les relacions Sr/Ca o Mg/Ca per obtenir registres de SST (Beck et al., 1992; Yu et



al., 2005). Una altra relacio util és la M/Ca (on M equival a cations divalents en concentracions
traca) per coneixer la concentracié d'aquests elements a les aiglies marines (Sholkovitz &
Shen, 1995).

1.3.3 Testimonis de gel:

Les glaceres polars o de les muntanyes també esdevenen una font de dades
paleoclimatiques important. Poden aportar dades referents a temperatura, precipitacio, humitat,
forca del vent i fluxos d’aerosols d’origen mari, volcanic, terrestre, cosmogénic 0 antropogénic
(Petit et al., 1999; Simoneit, 1984; Simoneit & Mazurek, 1982). La neu que cau anualment
sobre les glaceres atrapa gasos atmosferics i impureses a mesura que es va transformant en
gel, preservant d’aquesta manera una mostra dels constituents fisics de la columna d’aire que
es troba sobre la superficie del gel (Langway Jr, 1967). Aquesta acumulacié es visible
mitjancant la formacié d'estrats, que es poden interpretar a escala mil-lenaria, obtenint
informacié sobre els cicles climatics de la historia de la terra, o a escala anual, presentant una
informacio relativa a fenomens puntuals com per exemple erupcions volcaniques (Langway Jr,
Clausen, & Hammer, 1988). Entre les impureses atrapades al gel i podem trobar particules de
pols i pol-len que permeten conéixer I'abundancia, el tipus de plantes o la precipitacié del
moment (Liu, Reese, & Thompson, 2005; Miyake et al., 2006; Simoneit, 1977).

Les moléecules d’aigua que formen el gel també fan la seva contribucié de cara a
I'estudi paleoclimatic, mitjancant la seva composicio isotopica en oxigen (6180) i hidrogen (&D),
podem coneixer la temperatura del vapor d'aigua que les va formar i per tant, la de l'aire
ambient que les contenia (Dansgaard, 1964). Per (ltim, les bombolles d'aire atrapades al gel
permeten obtenir informacié de la composicié gasosa de I'atmosfera a la qual pertanyien, la
preséncia d’elements en concentracions traca o les variacions de temperatura d'aleshores
(Etheridge, Pearman, & de Silva, 1988; Lang, Leuenberger, Schwander, & Johnsen, 1999;
Severinghaus & Brook, 1999; Severinghaus, Grachev, Luz, & Caillon, 2003).

1.3.4 Espeleotemes:

Es tracta d'estructures geologiques formades per precipitacié quimica de diversos
elements minerals, clars exemples en sén les tipiques estalagmites i estalactites de les coves.
La seva potencialitat com a indicadors paleoclimatics és immensa, ja que poden proporcionar
informacié sobre les temperatures anuals mitjanes, la precipitacid, el tipus vegetacié o la
circulacié atmosférica a través de I'estudi dels seus isotops estables, les variacions de les taxes
de creixement, variacions en les concentracions d’elements traca o la naturalesa del pol-len

atrapat en elles (McDermott, 2004).

1.3.5 Anells dels arbres i dendrocronologia:
Al llarg del seu cicle vital, els arbres, formen anells de creixement anuals que
esdevenen un registre de les condicions climatiques en les quals ha crescut. Aquest cicle es

pot prolongar de centenars fins a milers d’anys, d’aquesta manera, I'estudi i combinacié dels
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patrons d'anells d’arbres de diferents periodes ha permés elaborar reconstruccions climatiques
de fins a 10.000 anys enrere. De forma general, en una epoca humida i de condicions
favorables l'individu augmentara el seu creixement i aquest fet quedara recollit en un anell més
ample, mentre que en una estacio seca o de condicions desfavorables el creixement es limitara
i 'anell resultant sera més estret. L'estudi dels anells dels arbres permet obtenir informacié
sobre la precipitacio i la temperatura a través de I'amplada i la densitat dels anells, perd també
es pot coneixer la composicié del dioxid de carboni atmosféric mitjancant I'analisi isotopic del
carboni (6130) present a la fusta i capturat durant la fotosintesi (Leavitt & Long, 1991; Saurer,

Siegenthaler, & Schweingruber, 1995).

1.3.6 Sediments oceanics i lacustres:

Grans quantitats de llims, sorres, materia organica i altres tipus de sediments
s’acumulen des de temps immemorials en el fons de llacs i oceans. Aquests materials contenen
nombrosos organismes fossils, restes d’organismes o molécules que poden ser (tils per a
interpretar el clima del passat. Un aspecte que atorga especial importancia als sediments com
a font de proxies paleoclimatics és la preséncia de matéria organica, ja que aquesta
proporciona un indicador directe de les condicions ambientals que hi havia en el moment de la
seva deposicid (Castafieda & Schouten, 2011). Als sediments la mateéria organica prové
principalment, en ordre decreixent d’abundancia, de: fitoplancton, plantes superiors, bacteris i
zooplancton (Killops & Killops, 1993). A nivell bioquimic és una barreja complexa de
carbohidrats, lipids, proteines i d’altres productes resultants de la degradacié i descomposicié
de la biomassa d’aquests organismes.

Els llacs s6n més petits que les conques oceaniques i proporcionalment reben més
detritus terrigens i nutrients, aixo fa que tinguin un grau de producci6 primaria i sedimentacié de
matéria organica major que els oceans. Les taxes de sedimentacié als llacs poden estar al
voltant d’'un metre cada mil anys, mentre que en els oceans oscil-la entre un i deu centimetres
cada mil anys, d’aquesta manera, la matéria organica s’enterra més rapidament i es conserva
millor (Peters, Walters, & Moldowan, 1993).

Aixi doncs, I'existéncia de fenomens de curta durada que puguin modificar I'aportacié i
sedimentacié de la matéria organica quedara recollida de forma més clara en els sediments
dels llacs, i s'obtindra una informacié estratigrafica amplificada i de major resolucié. Un clar
exemple d’aquesta tendéncia és el transport de nutrients des de la conca dels voltants fins al
llac, aquest augmenta o disminueix en funcié de la precipitacié a escala local, fent aixi que
'acumulacié de matéria organica als sediments esdevingui un paleoindicador de precipitacié
molt Gtil (Meyers, 1997). A més, els sediments lacustres contenen evidéncies dels cicles
paleoclimatics i paleoambientals que hi ha als continents, ja que registren a escala local i
regional les respostes d’aquests davant les variacions climatiques globals (Meyers, 2003).

Les aportacions de materia organica als sediments lacustres poden tenir el seu origen
en: les plantes que viuen al voltant del llac, microbis que viuen als sols i als sediments o varis

tipus d’algues i microorganismes que viuen a laigua. A part d’aquestes fonts locals de
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produccié de matéria organica, existeixen altres mitjans pels quals aquesta aportacié es pot
veure incrementada. El vent pot transportar pol-len, cendres i particules de pols de llocs
llunyans que quedaran atrapades als sediments i que poden ser utilitzats com a proxies per
coneixer la circulacié atmosférica (Simoneit, 1977; Simoneit & Mazurek, 1982). Tot i aquestes
aportacions externes, és la matéria organica de les plantes que han viscut a les aigies i als
voltants del llac la que constitueix la principal aportaci6 de detritus als sediments lacustres
(Meyers & Ishiwatari, 1993). Aquestes plantes es poden classificar en dos grups segons la seva
composicié bioquimica (Meyers, 2003):

- Plantes no vasculars que tenen poques o nul-les quantitats de cel-lulosa i lignina, com
per exemple el fitoplancton.

- Plantes vasculars que contenen en major proporcid teixits llenyosos i poden ser
relativament riques en ceres, com per exemple herbes, arbustos, arbres i macrofits
emergents dels llacs.

La contribucié relativa de cada un d’aquests dos grups en la generacié de matéria
organica esta fortament influenciada per la morfologia lacustre, la topografia de la conca i les
abundancies relatives de les plantes aquatiques i terrestres. En paleoclimatologia, s'utilitza
I'analisi de la composicié organica elemental de la matéria organica present als sediments per
observar I'existéncia aquests dos grups de plantes i la predominanca d'una respecte l'altra,
obtenint d’aquesta manera una idea general de I'aspecte de I'ecosistema en aquell moment i de
les condicions climatiques que hi s’hi donaven.

1.3.6.1 Pol-len:

Com s’ha vist amb anterioritat, el pol-len és un element present en multiples registres
geologics i que degut a la seva naturalesa ofereix principalment informacié sobre el tipus de
vegetacioé del qual prové. L’abundancia i varietat de les diferents espécies de pol-len sén un
indicador directe de la vegetaci6 present en un lloc concret i per tant de les condicions
climatiques que hi existeixen. Per tant I'estudi del pol-len permetra obtenir informacio relativa a

la temperatura o la humitat.

1.3.6.2 Fossils:

Les diatomees i els foraminifers sdn microorganismes amb closca que es poden trobar
en ambients aquatics i marins, tant en el plancton com en el bentos d’aquests ecosistemes. Les
closques dels foraminifers estan formades per carbonat calcic (CaCO3), mentre que les de les
diatomees per dioxid de silici (SiO). Un cop morts les closques s’acumulen en els sediments i,
com en el cas dels coralls, I'estudi de la seva composicio isotopica d’oxigen o la utilitzacié de
les relacions Sr/Ca o Mg/Ca permetra coneixer la temperatura aproximada de l'aigua on van
créixer. També cal mencionar que I'abundancia relativa entre diatomees i foraminifers i

'abundancia i varietat d’espécies sera representativa de les condicions ambientals del seu
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desenvolupament, a més la preséncia d’espéecies amb requeriments ecoldgics concrets sera

significativa de I'existéncia de condicions ambientals concretes.

1.3.6.3 Biomarcadors:

Els marcadors bioldgics o biomarcadors sén molécules o compostos bioquimics
particulars d’'un organisme o element biotic en concret que transmeten informacié de les
condicions en les quals es van fabricar (Peters et al., 1993). La seva utilitat com a proxies
climatics depén principalment de la capacitat de resistencia a la degradacié que es produeix
durant la sedimentacié i un cop s'incorporen als sediments (Rosell-Melé & McClymont, 2007).
Podem trobar biomarcadors terrestres sintetitzats per les plantes que proporcionen informacio
sobre la vegetaci6é continental, o d’'altres d’origen mari o lacustre sintetitzats pel fitoplancton
que proporcionen informacié de la zona fotica d'aquests medis. Dins dels biomarcadors
aquatics n’existeixen dos que adquireixen especial rellevancia degut a la seva especificitat
taxonomica, les alquenones i els glicerol dialquil glicerol tetraéters isoprenoides (GDGT'’s).

Les alquenones sén cetones amb llargues cadenes de carboni sintetitzades per un
grup d’algues unicel-lulars anomenades haptofites (eucariotes). El nombre de dobles enllagos
presents en les cadenes de carboni d’aquestes molécules s’ha utilitzat per elaborar I'index
U 37, un proxy que permet calcular la SST (Brassell, Eglinton, Marlowe, Pflaumann, &
Sarnthein, 1986). De forma general una major preséncia d'alquenones amb tres dobles
enllagos respecte a alquenones amb dos dobles enllagos indica que les aigies en les que ha
crescut I'alga son fredes, mentre que el cas contrari indicaria un creixement en aigies calentes.
Els valors d’aquest index oscil-len entre 0 i 1 i correspondrien a valors anuals mitjans de SST
d’entre 0°C i 26°C.

Els GDGT's isoprenoides soén lipids de membrana exclusius dels organismes
unicel-lulars del domini Arquea. La seva estructura quimica consta de dues cadenes
isoprenoides unides a dos grups glicerol terminals mitjancant enllacos éter. La utilitat com a
biomarcadors dels GDGT's radica en el fet de la formacié de ciclopentans a les cadenes
isoprenoides a mesura que augmenta la temperatura de I'aigua, un mecanisme que serveix per
mantenir I'estabilitat i permeabilitat de la membrana. La majoria d’organismes que produeixen
aquestes molécules estan, per tant, adaptats a les altes temperatures (extremofils), pero
existeix un subgrup anomenat crenarqueotes amb una distribucié mesofila, presents en aiglies
fredes i calentes de llacs i oceans. En aquest cas, I'adaptacioé a una temperatura més baixa de
I'aigua es fa mitjancant I'aparicié d’'un ciclohexa a les cadenes isoprenoides, que contribueix a
mantenir la densitat de la membrana lipidica (Eglinton & Eglinton, 2008; Huguet et al., 2006;
Huguet, Martrat, Grimalt, Sinninghe Damsté, & Schouten, 2011). En paleoclimatologia s’ha
utilitzat aquesta variacié en l'estructura quimica d’aquests lipids de membrana per elaborar
diversos proxies. Un d'ells és el TEXgs (index de tetraéters amb 86 atoms de carboni) que
calcula la SST anual mitjana en funcié de la proporcié dels diferents GDGT's i el seu hombre de

ciclopentans (Schouten, Hopmans, Schefub, & Sinninghe Damsté, 2002).
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1.4 Les plantes com a font de biomarcadors

L'adaptacio de les plantes a la vida terrestre, i per tant a la colonitzacié d’aquest medi,
va ser marcada per I'aparicio, entre d’altres factors, d’'una cuticula cerosa als seus teixits que
actuava de barrera contra la pérdua d’aigua. Una barrera que a la vegada havia de ser eficient,
transparent per permetre el pas de la radiacié fotosinteticament activa, flexible i alhora auto-
reparable (Riederer & Schreiber, 2001). Aquesta cuticula és present en I'epidermis herbacia de
parts de la planta en contacte amb I'atmosfera, com ara fulles, tiges, fruits i els organs de les
flors, mentre que les parts llenyoses o subterranies estan cobertes per suberina (Kunst &
Samuels, 2003; Pollard, Beisson, Li, & Ohlrogge, 2008). La cuticula juga un paper molt
important en la fisiologia i ecologia de la planta ja que serveix de primera zona d’interaccié amb
el medi i d'altres organismes a tots els nivells trofics (Miller & Riederer, 2005), actua com a
Ultima barrera davant la pérdua d’aigua i en regula el balang, minimitza els danys mecanics de
les cél-lules foliars, és la primera defensa contra la penetracié de contaminants, insectes o
fongs patogens i la primera capa de proteccio contra la radiacio solar nociva (Dodd & Poveda,
2003; G. Eglinton & Hamilton, 1950).

Les ceres presents a la cuticula estan formades per diversos components quimics que
poden ser utilitzats com a biomarcadors. Aquestes, per tant, permeten coneixer el tipus de
vegetacio i la composicié dels ecosistemes terrestres, i proporcionen informacié sobre el clima
continental, ja que aquest és el principal factor que modelitza la composici6 de les ceres durant

la seva biosintesi.

1.4.1 Estructurai composicio de la cuticula:

A nivell morfoldgic, la cuticula és una fina membrana continua d’'un gruix aproximat de
0,1 a 10 micrometres, esta formada per dues matrius polimériques de cutina i cutan,
polisacarids i diverses ceres cuticulars (Kirkwood, 1999; Pollard et al., 2008; Riederer &
Schreiber, 2001). Tot i l'aparent heterogeneitat d'aquesta estructura, la cuticula presenta
diverses capes clarament diferenciades i amb una composicié quimica especifica (Jetter,
Schaffer, & Riederer, 2000).

A la Figura 1.1 es pot apreciar I'estructura de la cuticula. La capa més inferior,
anomenada capa cuticular o cuticula secundaria, sorgeix de la impregnacio, amb cutina i ceres
(ceres intracuticulars), de les parets de les cél-lules epidérmiques més superficials i conté
nombroses incrustacions de pectina, cel-lulosa i altres polisacarids. Per damunt d’aquesta, a un
nivell mig, apareix la capa anomenada propiament cuticula o cuticula primaria, formada
principalment per cutina incrustada amb ceres (ceres intracuticulars). La capa més superficial
consta tan sols d’una fina pel-licula de ceres hidrofobiques (ceres epicuticulars) (Heredia, 2003;
Miller & Riederer, 2005; Riederer et al., 2006). En algunes espécies, les ceres de la capa
externa, poden cristal-litzar i formen estructures amb una gran varietat de formes i patrons
(Barthlott et al., 1998). Amb la formacié d’aquestes microestructures el caracter hidrofobic de

les ceres cuticulars es veu amplificat, d’aguesta manera, l'aigua en contacte amb la fulla
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s’acumula en forma de petites gotes i neteja la superficie foliar quan cau per efecte de la

gravetat. Aquest fenomen es coneix amb el nom d’efecte Lotus, ja que fou per primera vegada

Ceres superficials
// Cuticula

{ __ Capa cuticular

descrit en aquesta planta.

Paret cel-lular

g Espai

—— intercel‘lular

5 \ Membrana

: \ plasmatica
Tonoplast
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epidérmica

\ Vacuola

\e

Figura 1.1: Estructura de la cuticula. Font: Adaptada, Plant Physiology Online.

1.4.2 Les ceres cuticulars:

Tal com s’ha descrit, la cuticula es troba impregnada i recoberta de ceres cuticulars.
Les ceres son una barreja lipidica formada a les cél-lules epidérmiques i que es desplaca a
través de la membrana, la paret cel-lular i la cuticula fins arribar a la superficie de la fulla. En el
medi terrestre, les plantes estan sotmeses a una amplia varietat de factors ambientals
estressants modelats principalment per les condicions climatiques del seu entorn, s'ha
comprovat que I'abundancia i composicié quimica de les ceres cuticulars s'altera degut als
efectes de la temperatura, humitat, llum, estrés osmatic, vent, altitud o pol-lucié (Dodd & Afzal-
Rafii, 2000; Dodd & Poveda, 2003; Shepherd & Griffiths, 2006). A part dels factor exdogens
descrits, també s’ha observat que factors endogens com l'edat de la fulla condicionen la
naturalesa de les ceres, amb major preséncia de ceres en organs o fulles joves en
desenvolupament respecte a les parts velles més properes a la senescéencia (Kirkwood, 1999;
Kolattukduy, 1985).

Quimicament, les ceres estan formades principalment pel grup dels lipids alquilats,
constituit per hidrocarburs alifatics de cadena llarga anomenats alcans (n-alcans), alcanols (n-
alcanols, hidrocarburs amb un grup funcional alcohol), acids alcanoics (n-alcanoic acids,
hidrocarburs amb un grup funcional carboxil) i ésters cerosos (ésters d’acids grassos i alcohols)
(Figura 1.2). També hi podem trobar d’altres components en menor proporcié (aldehids, diols,
terpens, flavonoides, hidrocarburs aromatics, etc.) (Diefendorf, Freeman, Wing, & Graham,
2011; G. Eglinton & Hamilton, 1950; Kolattukduy, 1966, 1970).
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Figura 1.2: Estructures dels lipids alquilats, I: n-alcans (n-Cjs), Il: n-alcanols (n-Cy), IlI: n-

alcanoic acids (n-C»y) i IV: ésters cerosos. Font: (Diefendorf et al., 2011).

Les cadenes dels lipids alquilats estan constituides per un nombre variable de carbonis
en funcié del tipus de lipid (alcans, alcanols o acids alcanoics) i el tipus de planta al qual
pertanyi.

En el cas dels alcans, les cadenes solen tenir un nombre imparell de carbonis i una
longitud, d’entre 23 i 35 carbonis (n-Co3 i N-C35). S’ha observat una predominanca per longituds
de 31 carbonis (n-C3;) en vegetacio herbacia, n-C,9 0 n-C,7 per vegetacid arbustiva o forestal,
n-Cas, N-C,3 0 N-C,; per macrofits flotants o emergents i n-Cy7 per algues.

Pel que fa a alcanols i acids alcanoics, s'observa una predominanca de cadenes amb
un nombre parell de carbonis. Els alcanols de plantes superiors tenen una longitud de cadena
d’entre 22 i 30 carbonis, amb preferéncia per n-C,s, N-Cyg i N-C3g per plantes terrestres, n-Cyy
per macrofits submergits o flotants i entre n-C,, i n-C16 en el cas de les algues. En els acids
alcanoics, les longituds solen estar al voltant de n-Czq i Nn-C,4 per plantes terrestres i n-Cyg, n-
Ci4, N-Cy; per algues (Diefendorf et al., 2011; Eglinton & Eglinton, 2008; Ficken, Li, Swain, &
Eglinton, 2000; Meyers, 2003; Ortiz et al., 2010; Pancost & Boot, 2004; Rosell-Melé &
McClymont, 2007; Sachse, Radke, & Gleixner, 2006)

1.4.3 Degradacio6 de les ceres cuticulars:

Els diferents components de les ceres cuticulars i, en general, tota la matéria organica
gue va a parar als sols i sediments es veu sotmesa a varis processos de degradacio. A l'interior
del sol, els lipids poden apareixer de forma lliure, enllagats quimicament amb materials hdmics
o fisicament absorbits en particules d’argila. Com hem vist, I'existéncia de biomarcadors es deu
principalment a la capacitat de resisténcia de les seves estructures a aquests processos
degradadors. En els sols la degradacié dels lipids esta condicionada principalment per I'activitat
microbiana i les caracteristiques fisicoquimiques d'aquests. Essent els soOls acids, secs i
anaerobics els més idonis per a la conservacié de lipids degut a la inhibicié de I'activitat
microbiana que presenten. Tot i aixi, s’ha comprovat que els alcans veuen augmentat el seu
grau de conservacio en sols lleugerament basics (Bull, Van Bergen, Poulton, & Evershed, 1998;
Logan, Smiley, & Eglinton, 1995).

La degradaci6 dels diversos hidrocarburs alifatics s’inicia amb I'oxidacié dels alcans a
alcanols i finalment amb la formacié de l'acid alcanoic corresponent. Aquests acids grassos
poden ser facilment metabolitzats per diferents espécies de bacteris aerobics donant lloc a la

formacié d'acids alcanoics de cadena curta. Malauradament, com que els productes de
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degradacio dels lipids alifatics no poden distingir-se especificament dels seus precursors
biologics, és dificil determinar-ne I'extensio de la seva degradacio, ja que no es pot saber si es
tracta d’'un compost en la seva forma original o bé fruit de I'accié dels processos de degradacio.
D’aquesta manera, la degradacié només pot ser detectada per 'augment o la disminucio de les

concentracions de les diferents classes de lipids (Otto & Simpson, 2005).

1.4.4 Analisi de biomarcadors cuticulars:

La preséncia en sols i sediments de biomarcadors cuticulars com els lipids alquilats
proporciona una senyal directe del tipus de vegetacié de la qual provenen. Per tant, I'estudi
d'aquests esdevé un proxy de vegetacié continental de gran utilitat. Com hem vist, la longitud
de cadena és un dels aspectes daquests biomarcadors al qual podem recérrer per
caracteritzar la vegetaci6. En aquest sentit, s'utilitzen la longitud mitjana de la cadena (Average
Chain Lenght, ACL) i I'index de preferéncia del carboni (Carbon Preference Index, CPI) per
interpretar la informacioé extreta. No només la longitud de cadena ens aporta informacié sobre el
tipus de plantes superiors, un altre aspecte que també es pot utilitzar és la composicié isotopica
d’aquests per coneixer la via fotosintéetica utilitzada per la planta.

1.4.4.1 index de Preferéncia de Carboni:

L'index de Preferéncia de Carboni o CPI s'utilitza per observar la degradacié que han
sofert els lipids alquilats degut a processos diagénics. Aquest index es essencialment una
representacié numeérica del grau de conservacié de longitud de la cadena biologica original dels
geolipids. L'index calcula la preferencia de cadenes d’hidrocarburs amb un nombre imparell
d'atoms de carboni respecte a cadenes amb un nombre parell d’atoms de carboni. Aquesta
relacié permet establir I'origen dels d’hidrocarburs i diferenciar entre aportacions de plantes o
aportacions bacterianes i petrogéniques. La férmula utilitzada per calcular el CPI en alcans és

la seglent (Bray & Evans, 1961):

(n'Czs"‘n'CzT"n'029+n'C31+n'C33)
(n'Cze"‘n'Czs"'n'Cso+n'C32+n'C34)

(n'Czs+n'C27+n'029+n'C31+n'Css)
(n'Cz4+n'C26+n'Czs+n'C30+n'Csz)

CPI = % . + (equacio 1.1)

En el cas dels alcans, valors de CPI superiors a 1 indiquen una preferencia per
cadenes amb un nombre imparell de carbonis. L'aportacié d'alcans per part de plantes
superiors correspon a valors de CPI superiors a 4, mentre que valors propers a 1 corresponen
a un origen petrogénic. Valors entre 1 i 4 es considera que poden ser deguts a producci6 per
part d'algues o per accid6 de la degradacié natural, acci6 microbiologica o contaminacio
petrogénica. (Diefendorf et al., 2011; Horikawa, Murayama, Minagawa, Kato, & Sagawa, 2010;
Killops & Killops, 1993; Meyers & Ishiwatari, 1993; Simoneit et al., 2004). La utilitat del CPI com
a indicador climatic radica en el fet de que permet atribuir valors baixos de I'index a ambients

calents i humits que afavoreixen la degradacié de la matéria organica, mentre que valors alts
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de I'index corresponen a climes freds i secs que dificulten la descomposicié d’aquesta (Luo,
Peng, Ll, Zheng, & Wang, 2012). D’aquesta manera, I'index es pot utilitzar com a proxy
paleoclimatic de precipitacio i temperatura.

L'estudi d’hidrocarburs biotics com els alcans ha esdevingut més conflictiu d'enca
I'aparicio i increment de la contaminacio per hidrocarburs d’origen petrogénic a finals de 1800.
Tal com s’ha explicat, un dels trets caracteristics dels hidrocarburs petrogenics és I'abséncia
d'una preferéncia per longituds de cadena amb un nombre imparell de carbonis, ja que tenen
un CPI proper a 1. Un altre fet significatiu d’aquest tipus d’hidrocarburs és la presencia d'una
fraccid amb gran diversitat d’estructures moleculars (varis milers de components individuals)
anomenada UCM, de les sigles en anglés “unresolved complex mixture”, ja que no pot ser
separada pels mitjans estandard de cromatografia de gasos (Killops & Killops, 1993; Peters et
al., 1993), és una barreja que resisteix els efectes de la degradacié bacteriana molt millor que

els alcans i per tant roman en el medi quan aquests ja han estat degradats.
1.4.4.2 Longitud mitjana de cadena:

La longitud mitjana de cadena o ACL és una parametre que descriu el nombre mig
d’atoms de carboni que contenen les molécules del lipid que estiguem estudiant. En alcans la
mitjana es fa amb els carbonis imparells mentre que en alcanols i acids alcanoics amb els

parells. La formula general utilitzada en alcans és la segient;

25n'C25+27n'C27+29n'C29+31n'C31+33n'C33+35n'C35)

ACL = (
(n'Czs+n'C27+n'C29+n'C31+n'C33+n'Css)

(equacio 1.2)

Com hem vist, les plantes tenen alcans imparells de cadena llarga a les seves ceres
cuticulars, aquests actuen com a mecanismes de regulacié de la humitat (Tulloch, 1967). Tot i
gue no existeixen estudis especifics, una major longitud de cadena dels alcans pot indicar que
s’han sintetitzat en climes tropicals o calids, tot i que també pot suggerir que ho han fet sota
condicions d’estrés hidric en resposta a elevades temperatures i sequera, ja que es considera
que la planta tendeix a afegir molécules amb una major longitud de cadena evitar la pérdua
d’aigua. Per altra banda, longituds de cadena relativament més curtes podrien ser evidéncies
de climes més freds i humits, en els quals el manteniment del balan¢ hidric no és tant estricte.
Aquestes evidencies permeten considerar els biomarcadors cuticulars com proxies de
temperatura i precipitacié continental (Cranwell, 1973, 1981; Gagosian & Peltzer, 1986;
Poynter, 1989).

De manera similar a d’altres parametres que avaluen la longitud de cadena dels alcans,
com el CPI i 'ACL, la relaci6 Cs;/C,; es pot utilitzar en alcans com a index que avalua la
variabilitat de la longitud de cadena en resposta a les condicions climatiques. Tal i com s’ha
explicat anteriorment les plantes tendeixen a afegir compostos amb major longitud de cadena

en condicions de sequedat per tal d’evitar la pérdua excessiva d'aigua, d’aquesta manera, la
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relacié pren valors baixos en condicions d’humitat altes (major proporcio de C,;) i valors alts en
ambients més secs (major proporcié de Cz;). Aquesta i d’'altres relacions, esdevindrien per tant,
un altre métode d’avaluar I'impacte de la humitat sobre les longituds de cadena i es podrien
utilitzar com a proxies de precipitacio. (Horikawa et al., 2010; Li, Qianyu, Tian, Wang, & Wang,
n.d.)

1.4.4.3 Composicio isotopica de carboni:

La composicio isotopica del carboni (6130) dels alcans pot ser utilitzada per identificar la
via fotosintética de les plantes que els van sintetitzar. De forma general, les plantes que
utilitzen la via C3 durant la fotosintesi tenen menys quantitat de 3¢, mentre que les que utilitzen
la via C4 en tenen més. Pel que fa a les plantes CAM, com que poden utilitzar les dues vies per
fixar el carboni, presenten valors intermedis. Les plantes C3 son tipiques de climes temperats i
intensitats solars moderades; les C4 de tropics, regions arides i medis calorosos, secs i
assolellats; i les CAM de regions amb altes temperatures dilirnes i nits més fresques. Per tant,
I'estudi de la composicio isotopica del carboni dels lipids cuticulars pot ser utilitzada com a
proxy per tal d’obtenir una referéncia aproximada del clima continental (Bi, Sheng, Liu, Li, & Fu,
2005; Brincat, Yamada, Ishiwatari, Uemura, & Naraoka, 2000; Duan & He, 2011; Schefub,
Ratmeyer, W.Stuut, Fred Jansen, & Sinninghe Damsté, 2003).
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2. AMBIT D’ESTUDI

2.1 Ubicacio

Les mostres analitzades provenen de sols de diferents punts d’Espanya. La selecci6

dels punts de mostreig s’ha fet en base a dos criteris, en primer lloc, la proximitat dels punts de

mostreig als llacs considerats ambit d’estudi pel projecte TETRACLIM, de tal manera que

s’obtingui informacié de les mateixes conques sedimentaries. En segon lloc, la representativitat

de les ubicacions escollides de les diferents condicions climatiques regionals que es donen al

territori espanyol, especialment pel que fa a la pluviositat.

La campanya de recollida de les mostres es va realitzar a I'Octubre de 2011. La

seglent taula recull algunes caracteristiques geografiques de les localitzacions on es va dur a

terme la presa de mostres (Taula 2.1) i a la pagina segiient podem observar un mapa on es

representen les ubicacions dels punts de mostreig en el territori espanyol (Figura 2.1).

Longitud Latitud (r':]‘.lsgid.;) Precipitacié (mm) U rr(lcl)'gz)ina
AM 4°37'1.2"0 | 37°18'57.6"N 398 505 16
CA 2°5'9.6"0 | 42°15'46.8"N 530 450 13
CAR 6°46'30"0 | 42°29'34.8"N 500 886 12
CAR-M 6°47'31.2"0 | 42°29'27.6"N 540 948 12
CAY 2°59'34.8"0 | 42°46'29.9"N 672 471 11
CER 5°55'33.6"0 | 40°19'8.4"N 1015 866 12
CER-B 4°14'52.8"0 38°15'0"N 643 771 15
cov 5°2'6"0 43°18'7.2"N 523 1455 12
E 0°31'30"O 42°1'51.6"N 679 494 14
ER 4°59'2.4"0 43°16'12"N 1130 995 10
EST 0°11'52.8"0 | 41°4'4.8"N 348 415 14
MA 2°52'37.2"0 | 39°24'35.9"N 692 416 14
Ml 4°20'5.9"0 | 38°56'9.6"N 658 532 14
MO 0°59'45.6"E | 42°19'51.6"N 1052 805 9
oL 6°17'2.4"0 | 37°57'50.4"N 533 776 16
RE 1°8'34.8"0 41°51'0"N 509 405 15
SAL 5°37'40.8"0 | 40°37'8.4"N 963 593 11
SAN 6°42'50.4"0 | 42°8'2.4"N 1160 1235 10
SAN-C 6°42'3.6"0 | 42°7'51.6"N 1053 1255 10
TA 1°58'15.6"0 | 40°39'10.8"N 1145 716 10
TO 2°3'7.2"0 | 40°32'45.6"N 1174 1002 11
ZA 5°47'41.9"0 | 37°2'9.6"N 45 611 18
Z0 4°40'58.8"0 | 37°29'16.8"N 312 520 17

Taula 2.1: Parametres geografics dels punts de mostreig. Sistema de referéncia coordenades
GPS: WTS 84. Font: Elaboracié propia.

23




N S—
0 50 100 200 300 400

Figura 2.1: Ubicacié dels punts de mostreig. Font: elaboracié propia.

Les fotografies segiients s6n un exemple de l'alta diversitat paisatgistica dels punts de mostreig
(Figura 2.2), també s’han recollit en una taula el tipus de vegetaci6 i altres observacions de les

localitzacions seleccionades (Taula 2.2).

Figura 2.2: Morfologia d’alguns punts de mostreig. A: Parc Natural Alto Tajo, prop de la llacuna
Taravilla (TA). B: Desert dels Monegros (RE). C: Pics d’Europa, prop del llac Ercina (ER). D:
Llacuna Zarracatin (ZA). Font: Elaboracié propia.
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Provincia | Tipus vegetacio Observacions zona
AM Cordova Forestal Llacuna Amarga, reserva natural
CA La Rioja Herbaci Calahorra, terreny erm entre zones agricoles
CAR Lled Forestal Llac Carucedo, bosc de salzes vora l'aigua
CAR-M Lled Forestal Llac Carucedo, alzinar amb dens sotabosc en un
pendent de muntanya
CAY Alaba Forestal Llac Caicedo de Yuso, bosc d'alzines amb poc
sotabosc
CER Salamanca Forestal Sierra de Béjar, pineda, zona recreativa
CER-B Cordova Forestal Parc Natural Sierra Cardefia y Montoro, dehesa
cov Astaries Herbaci Picos de Europa, prat de pastura de vaques
E Osca Forestal Ribagorca, Llacuna d’Estafia, terreny erm agricola
ER Astiries Herbaci Plcos_!Eurqpa}, Llac Ercina, parc natural amb molta
pressio turistica
EST Arag6 Forestal E,mbassamerlt de la Estanca, pineda, indicis
d’antropitzacio
MA Conca Herbaci Llacuna Manjavacas, terreny agricola
Mi C::aé}d Forestal Llacuna Volcanica de Michos, terreny agricola
MO Lleida Forestal Estany de Montcortés, roureda
oL Huelva Forestal Sierra de Huelva, sureda
RE Saragossa | Herbaci-arbustiu | Desert dels Monegros, Remolinos
SAL Salamanca Herbaci Dehesa, ramaderia amb pastura d’ovelles
SAN Zamora Forestal P.N Lago de Sanabria, Llac Sanabria, pendent de
la muntanya amb dens sotabosc
SAN-C Zamora Forestal P.N Lago de Sanabria, Llac Sanabria
TA Guadalajara Forestal-mixt P. N Alto Tajo, Llacuna de Taravilla
TO Conca Forestal-mixt Alto Tajo, Llacuna del Tobar, alzinar
ZA Sevilla Herbaci Llacuna Zarracatin, terreny agricola intensiu de
moresc
Z0 Cordova Forestal Llacuna de Z6fiar, camp d'oliveres

Taula 2.2: Tipus de vegetaci6 dels punts de mostreig. Font: Elaboraci6 propia.
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2.2 El clima a la Peninsula Ibérica

2.2.1 Escalatemporal i geografica:

Si observem el nostre planeta podem constatar que la configuracié climatica presenta
una clara component zonal modelada per la latitud i els grans fluxos de circulacié atmosférica.
Tot i aixi, per damunt d’aquesta configuracio i intervenen factors geografics com ara l'alcada, la
topografia, els corrents marins i la propia distribucié de les zones emergides i els mars, que
fraccionen aquests grans dominis en unitats més petites analitzables a altres escales més
reduides. Per altra banda, el clima és un sistema en equilibri dinamic sotmés a fluctuacions
amb una duracié molt variable, que poden oscil-lar entre desenes fins a milers o milions d’anys.
Per tant, en qualsevol estudi climatic és important adoptar una escala temporal i geografica en
funcio dels objectius que es vulguin assolir (Cuadrat & Pita, 1997).

A nivell geografic es poden diferenciar quatre escales: macroclimatica, mesoclimatica,
clima local i microclima. En aquest projecte la zona d’estudi és Espanya, per aquest motiu s’ha
tingut en compte la informacié climatica a escala mesoclimatica. Els mesoclimes o climes
regionals, son subunitats zonals dels macroclimes i fan referéncia a aquelles condicions
meteorologiques que es solen produir en regions d’entre 200 i 2.000 quilometres. En aquestes,
la circulacié atmosferica i el clima en general venen determinats per influéncies a gran escala i
sovint exteriors a la regio.

L’'aproximacié al coneixement del clima es pot fer també des de diferents escales
temporals, principalment son: la paleoclimatica, la secular i la instantania. Com hem descrit,
I'escala paleoclimatica permet obtenir informacié d’époques molt més llunyanes als nostres
temps mitjangcant recursos geologics i paleobioldgics, mentre que la secular i la instantania fan
referéncia a fonts directes procedents d’estacions meteorologiques que permeten estudis
estadistics suficients per definir les caracteristiques basiques del clima. L'escala secular
analitza llargues series meteorologiques amb un abast de centenars d’anys, mentre que
I'escala instantania examina el present en relacié a un periode minim preestablert de 30 anys.
En el nostre cas, la informacié directe extreta de les mostres pertany a I'escala paleoclimatica,
tot i que s’ha complementat amb altres recursos fruit de I'analisi actual del clima i per tant

d’escala temporal secular o instantania.

2.2.2 Variabilitat climatica a la Peninsula Ibérica:

Geograficament la Peninsula Ibérica, de la qual forma part Espanya, pot semblar un
petit apéndix d’Eurasia. Tot i aixi podria considerar-se un mini-continent, ja que en ella hi sén
presents tots els trets climatics continentals i si poden identificar gairebé tots els climes del
mon, fins i tot el subtropical si es tenen en compte les llles Canaries. Tot i la seva reduida
extensio, I'acci6 moderadora del mar esta atenuada en algunes zones per la complexitat i
altitud dels sistemes muntanyosos. Per altra banda, si es té en compte que l'existéncia de

zones arides és una caracteristica tipicament continental, veiem que fins i tot la peninsula
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presenta evidéncies en aquesta direccio, ja que hi podem trobar abundants regions semi-
arides.

Per tal de conéixer el clima de la Peninsula Ibérica cal saber quins sén els elements
climatics més importants que el caracteritzen. Els elements climatics es poden considerar com
aquells factors, propietats i condicions en que podem descompondre el clima per el seu estudi,
els més rellevants son la temperatura i la precipitacié, perd0 també n’hi ha d'altres més
secundaris com la radiacioé solar, la humitat, el vent o la pressio.

Com hem dit, la temperatura, és un dels dos elements clau del clima i desenvolupa un
rol fonamental en la distribucié de la vida vegetal i animal sobre el territori. La distribucié de la
temperatura a la peninsula és molt complexa, pero principalment depén de I'alcada, la latitud i
la continentalitat. Les precipitacions sén, juntament amb la temperatura, el segon factor que
permet dividir la peninsula en regions climatiques. La distribucio de les pluges és molt irregular
a causa dels abundants accidents orogénics que configuren el relleu peninsular i la seva
orientacié respecte la circulacié atmosferica. Pel que fa als elements secundaris, la radiacié
solar manifesta un paper més significatiu sobre el clima, ja que actua com a motor del cicle
hidrologic i condiciona per tant, la circulaci6 de les grans masses d’aire atmosféric que
determinaran la intensitat i distribucié de les precipitacions. La interaccié que es produeix entre
temperatura, precipitacié i radiacio solar és la causa de la variabilitat climatica present a la
Peninsula Ibérica. La figura 2.3 mostra el rang de variabilitat dels elements que condicionen el

clima a la peninsula ibérica aixi com el relleu d’aquesta.
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Figura 2.3: Variabilitat d’alguns elements (temperatura mitjana, precipitacié anual i radiacio
solar) i factors (relleu) climatics a la peninsula ibéerica. Font: Atles Climatic Digital de la

Peninsula Ibérica (Ninyerola, Pons, & Roure, 2005).
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En la caracteritzacié climatica també apareixen diversos factors que modifiquen el
clima d'una regié a través de la seva influéncia sobre els elements climatics, aquests sén la
latitud, l'alcada, el relleu i la seva orientacio, la proximitat al mar i la circulacid oceanica.
L'analisi de les interaccions entre elements i factors climatics ha permés configurar la
distribucié climatica d’Espanya. Un dels sistemes de classificacié de la variabilitat climatica és
el de Koppen-Geiger, aquest, defineix els diferents tipus de clima en funcié dels valors mitjans
mensuals de precipitacié temperatura. La figura 2.4 mostra el resultat de I'aplicacié d’aquest

sistema de classificaci6 a les regions d’Espanya, Portugal i les llles Balears (AEMET, 2011).
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Figura 2.4: Classificacié climatica de Koppen-Geiger a Espanya, Portugal i llles Balears. Font:
Atlas Climatico Ibérico AEMET.

Aquesta classificacié identifica sobre el territori espanyol una varietat de 13 climes
diferents, aquests es poden agrupar en quatre grups diferents. En primer lloc els climes tipus B,
sén climes secs amb una precipitacié anual inferior a I'evapotranspiracié potencial, es poden
subdividir en estepari (BS) o desertic (BW) i en varietats calida i freda segons si la temperatura
anual es troba per sobre (BSh i BWh) o per sota (BSk o BWk) dels 18°C. Podem localitzar
aquestes varietats climatiques a les provincies de Murcia, Almeria, Alacant o Extremadura.

En segon lloc trobem els climes Tipus C, sén climes temperats, amb la temperatura
mitjana del mes més fred esta entre els 0 i 18°C, i la temperatura dels mesos calids per sobre
de 10°C. Distingeix els subtipus Cs i Cf segons si s'observa un periode marcadament sec a
I'estiu 0 no respectivament, i també selecciona les varietats “a” si I'estiu és calorés (temperatura
mitjana del mes més calid és superior a 22°C), “b” si I'estiu és temperat (temperatura mitjana

del mes més calid es igual 0 menor a 22°C i té quatre mesos 0 més amb una temperatura
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mitjana superior a 10°C) i “c” si I'estiu és fred (temperatura mitjana del mes més calid es igual o
menor a 22°C i té menys de quatre mesos amb una temperatura mitjana superior a 10°C).
D’aquesta manera, observem la varietat Csa, la més representativa de la Peninsula Ibérica i
Balears, que es pot trobar en un 40% del seu territori; el tipus Csb, caracteristic de les arees
muntanyoses de linterior; el tipus Cfa, al nord-est a alcades mitjanes que envolten els Pirineus i
el Sistema lIbéric; i finalment Cfb, tipic de la regié cantabrica, l'altipla nord i gran part dels
Pirineus exceptuant les arees de major altitud.

En tercer lloc apareixen els climes Tipus D, es tracta de climes freds, en els quals, la
temperatura mitjana del mes més fred és inferior a 0°C i la del més calid superior als 10°C. Els
subtipus i varietats d’aquesta classificacid son els mateixos que els de la classe C. Trobem
climes freds amb estius secs que poden ser temperats (Dsb) o freds (Dsc) i que es donen a les
zones d’alta muntanya de la Serralada Cantabrica, Sistema Ibéric, Sistema Central i Sierra
Nevada. | també apareixeran, climes freds sense estacié seca amb estius temperats (Dfb) o
estius frescs (Dfc) en zones d’alta muntanya dels Pirineus i petites arees de la Serralada
Cantabrica i el Sistema Iberic.

Finalment, en quart lloc, trobem els climes Tipus E, climes polars, en els que tots els
mesos de l'any presenten temperatures mitjanes per sota els 10°C. S6n molt escassos a
Espanya i només a apareixen a petites arees d'alta muntanya als Pirineus Centrals coincidint
amb les majors algades del sistema, s’identifiquen com a subtipus T, referent amb a la tundra, i

presenta uns valors mitjans de temperatura del mes més calid entre 0 i 10°C.

2.2.3 Biogeografia de la Peninsula Ibérica:

La Peninsula Ibérica forma part del gran reialme Holartic, un regne floristic que inclou
totes les zones de clima temperat i artic d’Europa, América del Nord, Asia i la part més
septentrional d’Africa. Segons Ozenda (1982), el regne es pot subdividir en onze regions
floristiques o biogeografiques, tres de les quals sén presents a la Peninsula Ibérica. Aquestes
sén la regié Eurosiberiana, la regié Mediterrania i la regié Macaronesica. La regié Eurosiberiana
es localitza des de el nord de Portugal, Galicia, la cornisa Cantabrica fins als Pirineus
occidentals i centrals. La regi6 Mediterrania ocupa la resta de la superficie de la Peninsula
incloses les llles Balears. Finalment, la regi6 Macaronésica esta formada només per les llles
Canaries (Méndez Gutiérrez del Valle & Molinero Hernando, 1993).

La dependencia de la vida vegetal respecte al clima, ja sigui a través de la seva
diversitat i limits de distribucié de les espécies o en I'estabilitat de les biocenosis, s’ha posat en
evidéncia a partir d’'observacions precises i de la definicié de diversos indexs numeérics i grafics
que posen al descobert que els principals elements climatics que influeixen sobre el
desenvolupament de la flora i la vegetacié sén la precipitacié i la temperatura. Aquests dos
elements configuren un mosaic climatic molt variat sobre el territori, fent d’Espanya un territori
molt ric en espécies vegetals. Com hem vist amb anterioritat, a Espanya i hi trobem dues grans
regions biogeografiques, I'Eurosiberiana i la Mediterrania, aquestes alhora es poden subdividir

en zones fitogeografiques en funcié de la composici6 floristica, I'estructura de la comunitat i els
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condicionaments ecologics. Aquestes son: la zona Eurosiberiana, la zona Submediterrania, la
zona Mediterrania, la zona Mediterrania seca i la Mediterrania semi-arida. Tal com els seus
noms indiquen, la primera forma part de la regié biogeografica Eurosiberiana, mentre que les
altres quatre de la Mediterrania, amb un predomini de xerofits esclerdfil-les adaptats a suportar
I'eixutesa estiuenca (Figures 2.5 2.6).

La zona de vegetacio Eurosiberiana, presenta les especies tipiques de I'ambit centre-
europeu, amb frondosos boscos caducifolis. Les fagedes (Fagus sylvatica), rouredes humides
atlantiques de roure pénol (Quercus robur) i de fulla gran (Quercus petraea), les pinedes de pi
negre (Pinus mugo ssp. uncinata) d’alta muntanya i les avetoses (Abies alba als Pirineus i
Abies pinsapo al Sistema Bétic), formen I'estrat forestal, que es complementa amb vegetacié
arbustiva d’alta muntanya i la preséncia de prats alpins entre els 2.300 i 2.400 metres d'al¢ada.
Cal mencionar que dins d’aquesta zona apareixen signes de la incidéncia Boreoalpina, amb un
paisatge caracteristic d’alta muntanya, que canvia totalment i deixa d’estar dominat pels
caducifolis per a passar a estar protagonitzat pels boscos de coniferes. L’Alta muntanya es pot
diferenciar en tres estatges de diferents caracteristiques: I'estatge subalpi, I'estatge alpi i els
prats nivals. Es cert que I'element ecologic decisiu a l'alta muntanya és el fred, perd d'altres
factors com la radiacié solar, les boires, el vent o I'oscil-lacié térmica també incideixen de
manera directa o indirecta en la fisiognomia i caracteristiques de la vegetacié de la zona.

La zona de vegetacié Submediterrania, t&¢ un caracter clarament de transicid, amb
mescla de formacions arbories esclerdfil-les i caducifolies. En son exemples tipics les rouredes
seques de roure martinenc (Quercus pubescents), reboll (Quercus pirenaica), de fulla petita
(Quercus faginea) i africa (Quercus canariensis), juntament amb pinedes submediterranies de
pi roig (Pinus sylvestris) i pinassa (Pinus nigra). Aquesta zona, és el resultat de la penetracio de
I'element mediterrani a la regié eurosiberiana quan troba les condicions climatiques adients, de
la mateixa manera que ho fa I'element eurosiberia que prolifera quan troba sols humits o altres
estacions favorables.

Pel que fa a la zona de vegetacié mediterrania cal mencionar que és la més extensa al
llarg de la peninsula. En aquesta zona hi abunden els boscos d’arbres de fulla petita i coriacia,
per la qual cosa es coneixen amb el nom de boscos esclerofil-les, i en son clars exemples
arbres com l'alzina (Quercus ilex ssp. ilex), la carrasca (Quercus ilex ssp rotundifolia) o la
surera (Quercus suber). En general, I'estrat arbori és continu i generador de molta ombra, per
bé que no sol assolir molta alcada (5 — 12 metres). El sotabosc esta format per un estrat
arbustiu i lianoide, aixi com per un estrat herbaci poc desenvolupat. També hi trobem diverses
pinedes, formacions integrades per pins (Pinus spp),que, en general, fan poca ombra, per
aquest motiu no arriben a originar un microclima netament forestal.

La zona amb vegetacié mediterrania seca esta constituida principalment per masses
arbustives de maquies (litorals i continentals) i savinars (litorals), algunes espécies tipiques sén
el margall6 (Chamaerops humilis), el garrofer (Ceratonia siliqua), I'ullastre (Olea europaea ssp
sylvestris), el garric (Quercus coccifera) i el llentiscle (Pistacia lentiscus). Les maquies i

garrigues sén formacions denses, altes (1,5 — 2,5 metres) i impenetrables que constitueixen el
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climax alli on el clima o el tipus de sOl no permet I'establiment de formacions boscoses.
Finalment, la zona de vegetaci6 mediterrania semi-arida presenta formacions de maquies i
espinars subdeseértics amb especies com la bufera (Withania somnifera), I'ar¢ de tanques

(Lycium europaeum), I'espart (Stipa tenacissima) o el cornical (Periploca angustifolia).
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Figura 2.5: Regions biogeografiques presents a Espanya. Font: elaboracié propia.
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Figura 2.6: Zones fitogeografiques presents a Espanya. Font elaboracié propia, adaptat de
Rivas-Martinez (1987).
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3. METODOLOGIA

3.1 Introduccio6

El procés d'analisi de lipids alquilats consta de diverses etapes, préviament a la
manipulacié estrictament de laboratori s’ha realitzat una preparacid que ha consistit en
I'eliminacioé del material groller i la homogeneitzacié de la totalitat de la mostra, per tal de que
les petites fraccions destinades a I'analisi fossin representatives del conjunt real. A continuacié
es realitzen els processos d’extraccio, purificacié i fraccionament per tal de deixar la mostra
llesta per a l'analisi instrumental amb cromatograf de gasos i espectrometre de masses.
Finalment es du a terme I'analisi i interpretacio dels resultats.

Tot el material que intervé al llarg de les diverses etapes procedimentals segueix un
estricte protocol de neteja que garanteix I'eliminacié de possibles fonts de contaminacié que
puguin alterar els resultats obtinguts. Per tal d’eliminar qualsevol resta de matéria organica, el
material de vidre reutilitzable s’introdueix en un cubeta d’acid nitric (HNO3) al 1% V/V durant 24
hores, a continuacio, s’eshandeix amb aigua destil-lada i es submergeix 24 hores més en una
cubeta que conté una solucié de detergent al 2%, posteriorment, es torna a esbandir amb aigua
destil-lada i es posa a assecar a I'estufa a 105°C. Un cop sec, s’embolica amb paper d’alumini i
es mufla a 450°C durant 4 hores. En el cas del material graduat, transcorregudes les 24 hores
a la cubeta de detergent, s’esbandeix amb acetona i s’embolica amb paper d’alumini.

El protocol de neteja detallat i seguit durant la manipulacié del material al laboratori ha
sigut el 1.9 1.6 “Utilitzacié de les cubetes” elaborat pel Laboratori LERA ICTA.

El fet de treballar en un laboratori també implica I'adopcié de diverses mesures de
seguretat per part de I'analitzador. En aquest cas, la utilitzacié de guants i ulleres de proteccié
és indispensable, aixi com la utilitzacié de la campana d’extraccié per tal de minimitzar el risc
d’inhalacié de vapors d’acids i dissolvents.

Tot i I'atencié que es posa en la neteja del material i en evitar la contaminacié de les
mostres, sempre existeix un risc d'alteracié dels resultats. Per tal de saber si s’ha produit una
contaminacié de la mostra s'utilitzen blancs, aquests reben el mateix tractament que una
mostra normal i serveixen per identificar i quantificar I'alteracié que hauran patit les mostres i
tenir-la en compte en els resultats.

Durant el procés analitic també es poden produir pérdues dels compostos que ens
interessen a causa de la naturalesa de les técniques (canvis de recipients, utilitzacié pipeta,
etc.). Obviament, també ens interessa quantificar aquesta pérdua i per aquest motiu s'utilitzen
patrons. Sén substancies amb un comportament similar a les que busquem a la mostra i que
introduim en concentracions conegudes amb la finalitat de conéixer quina ha estat la seva
pérdua una vegada finalitzat el procés. D’'aquesta manera, podem obtenir una idea de la
recuperacié que hem obtingut respecte a la quantitat total present a la mostra original.
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El seglient esquema recull totes les etapes de la metodologia emprada en I'analisi de
les mostres:

—;[ PREPARACIO PREVIA ]
!

EXTRACCIO:

Extraccié de neteja
Introduccié mostra
Introduccié patrons
Addici6 dissolvent
Introduccié microones

!

ELIMINACIO CONTINGUT AIGUA ] |NTERPRETAC|° DE
l RESULTATS

RECOLLIDA
DE MOSTRES

A

[ EVAPORACIO ROTAVAPOR

|

[ FRACCIONAMENT
ANALISI:

* GC-MS
* |Interpretacio cromatogrames)

R

* Calculs corresponents

—b{ DETERMINACIO Loss On Ignition }

Figura 3.1: Esquema de la metodologia analitica. Font: Elaboracio propia
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3.2 Material i equip de laboratori

3.2.1 Material:

Material de vidre:

*  Tubs d’assaig (13x100mm i 16x100mm).

* Embuts.

* Provetes (10mL, 100mL i 250mL).

e Balons (100mL).

e Xeringues de vidre (10 pL, 100 pL i 500 pL).

*  Suport columna cromatografica (Xeringa, 110mm, &15mm)
e Envasos i taps vidre esmerilat.

* Pipetes Pasteur (230mm i 150mm).

* Vas de precipitats (100ml).

Material de plastic:

* Recipients de teflé6 microones.
e Gradeta.
* Bosses hermétiques.

Dissolvents i acids:

* Diclorometa (DCM) CH,ClI, Merck.

¢ n-hexa CgHis Merck.

¢ Metanol CH,O Merck.

e Acetona C3HgO Merck.

e Iso-octa CgHqg Merck.

¢ Cloroform CHCI; FLUKA.

e 2-propanol CH3;CH(OH)CH3; Merck.

* Dietileter (CH3CH,),O Sigma-Aldrich.
» Acid acétic CH;COOH Sigma-Aldrich.

Adsorbents:

*  Aminopropil Sharlab 40-60 um NH, sorbent.
e Sulfat de sodi NA,SO, Merck.

Altres materials:

e Secador.

e Safates d’alumini grans (22x15cm).
e Safates d’alumini petites (& 43mm).
* Agitador magneétic.

e Garbell (& porus 2mm).

e Taps vials.

e Cot6.

* Rotllo de paper d’alumini 11um 250m.
* Morter.

* Espatula.

* Pinces.

* Bol d'alumini.

¢ Guants.

* Ulleres de proteccio.
* Mascareta.
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3.2.2 Aparells i equipament de laboratori:

* Cromatograf de Gasos Agilent Technologies 7890-A System.

* Espectrometre de Masses Agilent Technologies 5975-C inert MSD with Triple-Axis
Detector.

e Campana d’extraccio Burdinola OR-ST 1500.

* Balanca analitica AND GX-2000-EC.

* Balanca de precisi6 AND GR-200-EC.

* Microones CEM MARS-X.

e Assecador flux de nitrogen.

* Rotavapor (Bichi Rotavapor R-200 i Bichi Heating Bath B-490).

e Centrifuga Hettich Rotofix 32.

e Dessecador.

e Estufa Memmert P-Selecta.

e Mufla Obersal XB-2-115.

e Congelador.

* Nevera.

3.3 Recollida de les mostres

Un cop escollit el sol que es vol mostrejar s’aparta mitjancant una pala la fullaraca,
vegetacio superficial o I'humus que formaria I'horitzé organic més superficial del sol. Un cop
tenim el sol descobert hi col-loquem un quadrat de ferro, de vint centimetres de costat, per tal
de delimitar I'area d’extraccié de la mostra. Utilitzarem pala, pic o espatula per tal de recollir
tota la fraccié de sol compresa en aquest quadrat fins a una profunditat aproximada de cinc
centimetres. El sol es diposita en safates d’alumini, s'emboliquen amb paper de plata i es
guarden en bosses de plastic segellades herméticament. Finalment es realitza I'etiquetatge de
la bossa i s’enregistra la posicié geografica del punt de mostreig mitjancant GPS. De cada zona
de mostratge es prenen tres répliques de les mostres de sol.

Precaucions: per tal devitar contaminacions de les mostres cal situar el punt de
recollida allunyat de focus emissors d’hidrocarburs com ara carreteres i recollir les mostres

utilitzant guants.

3.4 Preparacio de les mostres

Una vegada al laboratori s’agafen les safates de les tres répliques de cada mostra i
s’aboca el seu contingut en un bol d’alumini on es realitza una homogeneitzacié mitjangcant una
espatula. Es prepara una safata de vidre i es cobreix amb paper d’alumini, posteriorment, la
mostra homogeneitzada es fa passar per un garbell (diametre del porus 2mm) de tal manera
que la terra fina resultant quedi recollida al paper d’alumini de la safata. De la fraccié
d’elements grollers que queda al garbell se’'n tritura amb un morter els agregats de sorra
visibles i s’utilitzen pinces per separar-ne les arrels i restes vegetals per una banda i les pedres

per l'altra, per tal de pesar-les posteriorment.
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Finalment, s’aboca la terra fina recollida en una safata d’alumini (tarada préviament) i
es pesa a la balanca analitica, idealment es recomana recollir com a minim un quilogram de
terra fina de la mostra, sempre que les mides de la safata o la densitat de la mostra ho
permetin. S'anota el pes net de la mostra, es tapa amb paper de plata la safata i s’identifica
amb el codi corresponent. Les quantitats resultants del procés d’homogeneitzacio, aixi com les
fraccions de pedra i restes vegetals queden recollides a la taula A6.

Precaucions: utilitzar la campana mobil de succié d'aire per tal de no contaminar la
mostra i recollir la pols generada durant el procés. Tot el material s’ha de netejar primer amb

aigua i després amb acetona entre mostra i mostra. Un cop net s’eixuga amb I'assecador.

3.5 Extracci6 de la mostra

Per tal de conéixer el contingut en lipids alquilats de les mostres es realitza un
procediment d’extraccié al microones. Aquest metode transferira de la mostra al solvent utilitzat

els compostos quimics que volem estudiar.

3.5.1 Extraccio6 de neteja:

Préviament a la introduccié de les mostres al microones cal realitzar una extraccio de
neteja. Aquest pas serveix per eliminar les restes organiques d’altres substancies que hagin
pogut quedar adherides als recipients i que podrien alterar els resultats de les mostres. Per fer
I'extraccié de neteja es dipositen 50mL de diclorometa:metanol (3:1) i un agitador magnetic a
cada recipient, aquests s’introdueixen al microones i s'aplica el programa “BIOMARKERS”. Un
cop finalitzada I'extracci6 s’aboca el dissolvent, es recuperen els agitadors i els recipients

gueden llestos per a la seva utilitzacio.

3.5.2 Introducci6 de la mostra:

S’agafa una mostra, es pesen 10 grams i s’introdueixen a linterior del recipient
juntament amb un agitador magnétic. A cada tongada d’extraccié amb el microones es realitza
un blanc sense mostra. L'objectiu del blanc és detectar la preséncia i intensitat d’algun tipus de
contaminacio que es produeixi durant el procés analitic de les mostres. Les quantitats pesades

de cada mostra queden recollides a la Taula A2 de I'annex.

3.5.3 Introducci6 dels patrons interns:

Els patrons o estandards interns son substancies que s'introdueixen a les mostres al
principi del procés analitic. La seva finalitat és fer visible la pérdua de compostos del nostre
interés que pot ocorrer durant la realitzacié de les diferents fases de treball al laboratori. Com
que tenen una concentracié coneguda permeten observar i quantificar aquestes pérdues i
alhora calcular la magnitud de la recuperacié de I'extracte realitzat en relacié a la quantitat real

present a la mostra.
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Amb la mostra present en el recipient es produeix a introduir el patré6 mitjancant una
xeringa de vidre, en aquest estudi s’han utilitzat les quantitats seglents:
Per a les mostres:

* Patr6 d'alcans C-36 (53 ng/uL): 200 uL
* Patré de GDGT's GR-STD (2 pg/10puL): 20 pL

Per al blanc:

* Patr6 d'alcans C-36 (53 ng/uL): 200 uL
* Patré de GDGT's GR-STD (2 pg/10uL): 20 pL
* Mix alcohols: 400 puL
0 C30-OH (23 ng/ L)
0 Cy-OH (33 ng/ L)
¢ Acids alcanoics:
0 400 pL acid estearic (25 ng/ pL)
0 400 pL C,4COOH (26 ng/uL)

Com es pot observar els patrons d’alcohols i acids alcanoics només s’han introduit als
blancs, s’ha realitzat d’aquesta manera per tal de que no interfereixin en el resultat de les
mostres, ja que els patrons utilitzats si que son presents de forma natural a les mostres i per
tant la senyal obtinguda seria major que a la realitat. Per tant, en aquests casos, actuaran com

a patrons externs enlloc d’interns.

3.5.4 Addicio6 del dissolvent d’extraccio:
Finalment s’introdueixen 50mL de dissolvent d’extraccié diclorometa:metanol (3:1) i es

segellen herméticament els recipients.

3.5.5 Introduccié al microones:

Un cop introduides les mostres al microones s'inicia el procés d’extraccié. Es realitza
una rampa d’augment de la temperatura fins a 70°C en dos minuts i mig, aplicant una poténcia
de 1200W, a continuaci6 es manté aquesta temperatura durant cinc minuts i s'inicia el
refredament. La utilitzaci6 del microones s’ha fet seguint el protocol 1.3 “Utilitzacié del
microones” elaborat pel Laboratori LERA ICTA. El nombre total de mostres analitzades és de
23, per aquest motiu, com que la capacitat del microones és de 14 recipients per operacio,
s’han realitzat dues sessions d’extraccié. La primera formada per 13 mostres i un blanc i la

segona per 11 mostres (una mostra repetida) i un blanc.

3.6 Eliminacio del contingut d’aigua de les mostres

Una vegada acabat el procés d’extraccié al microones, el dissolvent d’extraccié conté
els compostos solubilitzats de la mostra i una quantitat indeterminada d’aigua que es trobava
de forma natural en aquesta. Per tal d’extreure l'aigua s’hauria pogut optar per realitzar

préviament un assecat de la mostra a l'estufa, tot i aixi, aquest procediment s’ha descartat
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perqué podria alterar els compostos organics presents en aquesta. En aquest cas, s’ha optat
per una eliminacié de l'aigua mitjancant columnes de sulfat de sodi (NA,SO,) després de
realitzar I'extraccié al microones. Previament a la seva utilitzacié i per tal d’eliminar qualsevol
resta de matéria organica s’ha posat el sulfat de sodi a la mufla durant 6 hores a 450°C. La
utilitzacié de la mufla s’ha fet seguint el protocol 1.8 “Utilitzacié de la mufla” elaborat pel
Laboratori LERA ICTA.

Les columnes es realitzen utilitzant com a suport el cos de xeringues de vidre. Es
col-loca una mica de cot6 a la part més propera a la punta de la xeringa i s'afegeix el sulfat de
sodi per la part superior mitjangant una espatula. A continuacié, amb l'ajuda d'una pipeta,
s'introdueix I'extracte liquid del recipient per la part superior de la columna i es recull el

dissolvent sense aigua en un balé correctament identificat amb el codi de la mostra.

3.7 Evaporacio al rotavapor

Com que la mostra que volem analitzar es troba continguda en un volum bastant
considerable de dissolvent (50mL), és realitza un procés de concentracié mitjangcant evaporacié
al Rotavapor a una temperatura de 25°C. La utilitzaci6 d’'aquest aparell s’ha fet seguint el

protocol 1.6 “Utilitzacié del rotavapor” elaborat pel Laboratori LERA ICTA.

3.8 Introduccio de la mostra concentrada en tubs d’assaig

Cal mencionar que per a augmentar el grau d’extraccié dels compostos desitjats, cada
mostra s’ha sotmés a dos processos d’extraccié al microones. Aixi doncs, un cop evaporat
I'extracte liquid resultant de la primera extraccié, es tornen a realitzar els passos 2.5.4, 2.5.5,
2.6 i 2.7. El resultat final és un balé que conté el producte de dues extraccions al microones
evaporades.

S’agafa el balé6 amb la mostra evaporada, amb una pipeta Pasteur s’introdueix un petit
volum de DCM 3:1, s’homogeneitza el contingut del bald, intentant re-dissoldre les restes que
hagin pogut quedar per les parets i es trasllada a un tub d’assaig correctament identificat. Es
repeteix el aquest procediment fins a omplir un 80% de la capacitat del tub d’assaig.
Posteriorment es centrifuguen el tub a 1500 rpm durant 10 minuts seguint el protocol 1.4
“Utilitzacié de la centrifuga” elaborat pel Laboratori LERA ICTA. Finalment es trasllada el
sobrenedant resultant de la centrifugacié a un segon tub d’assaig correctament identificat i es
col-loca a l'assecador de flux de nitrogen per tal d’evaporar el dissolvent i obtenir un extracte
sec. La utilitzaci6 de l'assecador de nitrogen es fa seguint el protocol 1.7 “Utilitzacio de

'assecador de N,” elaborat pel Laboratori LERA ICTA.
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3.9 Fraccionament amb columnes d’aminopropil

3.9.1 Introduccié:

L'objectiu del procés de fraccionament és separar els diferents compostos de la mostra
en funcié de la seva polaritat i mida molecular. Per tal de realitzar aquesta separacié el métode
escollit ha estat la cromatografia en columna. Aquesta técnica es basa en les interaccions de la
mostra amb una fase estacionaria i una fase mobil que formen el sistema.

La fase estacionaria es col-loca a l'interior d’'una columna de vidre i s'impregna amb la
fase mobil, a continuacié s’introdueix per la part superior la mostra que volem fraccionar i es va
afegint fase mobil. Aquesta facilita I'eluci6 de la mostra a través de la columna mitjangant
'accié de la gravetat. Els compostos de la mostra menys polars, que tenen poca o nul-la
capacitat d’interacci6 amb la fase estacionaria, seran els primers en sortir de la columna, en
canvi, les substancies més polars es veuran més retingudes dins el sistema i d’'aquesta manera
es podran recollir en una altre fraccid. El temps que es necessita per fer fluir un compost per la
columna s’anomena temps de retencio, és caracteristic de cada substancia i depén de
parametres com la pressié, el diametre de la columna i la composici6 de la fase mobil i
I'estacionaria. Per tal de millorar el fraccionament es poden utilitzar diferents fases mobils, és a
dir, diferents dissolvents. L’addicié de diferents solvents es realitza principalment per afegir un
gradient de polaritat a la fase mobil durant la cromatografia. Els components més apolars de la
mostra tindran una afinitat major amb dissolvents apolars, de la mateixa manera que els
compostos més polars seran més facilment solubles en dissolvents polars, d’aquesta manera el
fraccionament resultant és més selectiu.

La cromatografia realitzada és una adaptacio de Gale Bateman & Jenkins (1997). La
fase estacionaria utilitzada ha estat aminopropil i s’han utilitzat tres dissolvents per tal d’aplicar
addicionalment un gradient de polaritat, la fase mobil doncs, estava formada per (de menys
polar a més polar): cloroform:2-propanol (2:1), acid acétic en dietileter (2% V/V) i metanol. Per
tant, un cop realitzada la cromatografia s’han obtingut tres fraccions, la primera amb els alcans i
els alcanols, la segona amb els acids grassos i la tercera amb els GDGT'S presents a cada

mostra. El procés realitzat al laboratori queda recollit en I'apartat segient.

3.9.2 Procediment:

Com a suport per a la fase estacionaria s’ha utilitzat una xeringa de vidre de 15 mm de
diametre i 110 mm de llargada. L’'aminopropil ha estat netejat préviament mitjancant un soxhlet
amb DCM:Metanol (2:1) durant 12 hores, la utilitzacié del soxhlet es fa seguint el protocol 1.10
“Utilitzacié del Soxhlet” elaborat pel Laboratori LERA ICTA. Amb unes pinces s'afegeix una
mica de coté a la base per tal de no perdre la fase estacionaria i es fixa la columna al seu
suport. A continuacié pesem 500 mil-ligrams d’aminopropil i els afegim a la columna.

El primer pas de la cromatografia és realitzar un acondicionament de la columna amb
n-hexa, d'aquesta manera s’humidifica la fase estacionaria i s'aconsegueix una distribucié

homogenia de la mostra per tota la columna millorant la qualitat del fraccionament.
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S’agafa el tub que conté la mostra, s’hi afegeixen 0,5mL de cloroform i es transfereixen
a la part superior de la columna.

Tot seguit es mesuren amb una proveta 4mL del primer dissolvent (cloroform:2-
propanol, 2:1), es dipositen al tub primari de la mostra per tal de recollir les restes que encara
puguin haver-hi i es traspassen els 4mL a la columna. Es recull la fraccié eluida en un tub
correctament identificat, aquest correspon a la primera fraccid, I'apolar, que conté els alcans i
alcanols.

A continuacié es mesuren amb una proveta 8mL del segon dissolvent (acid acétic en
dietileter, 2% V/V), repetim la operacié de neteja del tub primari i transvasem el contingut a la
columna, recollint d’aquesta manera la segona fraccié, que conté els acids grassos.

Per Ultim, mesurem amb una proveta 4mL del tercer dissolvent (metanol), repetim el
mateix procediment realitzat amb els altres dissolvents i recollim en un tub la tercera fraccié
amb els GDGT'’s. Cal mencionar que aquesta fraccié no entrava dins de I'ambit d'estudi
d’aquest projecte, pero s’ha recollit igualment per a realitzar-ne estudis complementaris.

Un cop tenim tots els tubs corresponents a les tres fraccions resultants de cada mostra,
es posen a evaporar a I'assecador de flux de nitrogen. Una vegada tenim els tubs evaporats
s’hi afegeixen 1,5mL de cada dissolvent segons la fraccié que hagi contingut i es re-dissol el
seu contingut, posteriorment es transvasa a un vial i s’identifica amb el codi de la mostra i la
fraccio a la qual correspon. Finalment s’assequen els vials al concentrador de flux de nitrogen,

es tapen i es guarden al congelador.

3.10 Analisi molecular

3.10.1 Introducci6:

Per analitzar les mostres s’ha utilitzat un cromatograf de gasos acoblat a un
espectrometre de masses. La cromatografia de gasos és una técnica de separacié semblant a
la cromatografia en columna perd amb la diferéncia de que la fase mobil és un gas que no
interacciona amb els compostos de la mostra. En una primera etapa, la mostra es volatilitza i
s'injecta a la columna cromatografica, on el gas inert actua de transportador, eluint la mostra a
través de la columna. La fase estacionaria reté selectivament els diferents compostos presents
a la mostra i aquests sortiran de la columna de forma separada en funcié del seu temps de
retencio. A la sortida de la columna els compostos passen per un detector, en aquest cas un

espectrometre de masses.

3.10.2 Cromatograf de gasos:

S’agafen els vials de les diferents fraccions de les mostres i se’ls hi afegeix 800 uL d’iso-
octa per tal de dissoldre el seu contingut. La mostra s’introdueix a I'aparell mitjancant una
micro-xeringa que transferira 1 ulL d'aquesta a linterior de la cambra de d'injeccio, a

continuacio la mostra es volatilitza i s'injecta a la columna.
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Els aspectes técnics de l'injector i la columna queden especificats a continuacio:

- Injector: INLET a 300°C en mode Splitless.

- Columna: DB-5MS, longitud 30m, 250 um &, gruix del film 0,25um. Amb una pre-

columna de 5m i 250 um &.

Un cop la mostra s’introdueix a la columna, aquesta es desplaca mitjancant un flux d’heli
que actua com a fase mobil, facilitant el transport de la mostra a través de la columna.
Inicialment s’aplica un flux d’heli de 0.4ml/min durant 0,9 minuts i posteriorment s’augmenta a
2ml/min. Dins de la columna les mostres estan a 70°C durant 2 minuts i a continuacio
augmenta la temperatura fins a 320°C, a rad de 6°C/min, aquesta temperatura es mantindra
durant 20 minuts. D'aquesta manera, els diferents components s’aniran separant en funcié del
seu temps de retencid fins a sortir per la linia de transferéncia, que també esta a 320°C, i entrar

al detector.

3.10.3 Espectrometre de masses:

El detector acoblat al cromatograf de gasos és un espectrometre de masses. En sortir
de la columna els components de la mostra entren en contacte amb una font de ionitzacié a
250°C, aquesta separa les molécules en ions amb una relacié6 massa-carrega (m/z) especifica.
Mitjancant un camp electric s’acceleren els ions i posteriorment es sotmeten a un camp
magnetic (temperatura del quadrupol = 150°C), aquests es desviaran en funcié de la seva
relacié m/z, ja que el radi de curvatura és proporcional a la massa de I'i6. Finalment un detector
registra la distancia a la qual ha impactat I'i6 i la variacié del corrent produida a la seva
superficie, aquests dos factors permeten elaborar I'espectre de massa caracteristic que
identifica la molécula. Totes les fraccions s’han analitzat en mode SCAN, amb un rang m/z de
50 a 650 uma.

3.10.4 Interpretacio dels cromatogrames:

Els impulsos eléctrics generats pel detector sén interpretats pel software MSD
ChemsStation d’Agilent Technologies, aquest elabora un cromatograma amb els temps de
retencio dels diferents compostos (eix X) i la intensitat de senyal que han provocat en el seu
pas pel detector (traduida en abundancia i representada a I'eix Y) (Figura 3.2). Cada pic del
cromatograma correspon a un compost diferent de la mostra, la seva area es pot quantificar en
relacié a un patré que es fragmenta de la mateixa manera. La identificacié i quantificacié dels
compostos es realitza en dues etapes.

En primer lloc, s'aplica un métode d’integracié automatic que selecciona els compostos
desitjats en funcié del seu temps de retencié i massa molecular. Per tal de determinar els
alcans, alcanols i acids grassos presents a les mostres, s’han elaborat tres metodes
d’integracié especifics per a cada un d'ells. D’aquesta manera, a les mostres corresponents a
la primera fraccio se’ls hi ha aplicat els metodes d’integracio per alcans i alcanols, i a la segona
fraccio s’hi ha aplicat el metode d'integracié per a acids grassos. Les masses i temps de

retencid introduits per a cada metode queden recollides a la Taula Al de l'annex.
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Addicionalment, amb la finalitat de comprovar que la identificaci6 ha estat realitzada
correctament s’ha utilitzat una biblioteca digital del National Institute of Standards and
Technology (software NIST MS Search 2.0), que compara I'espectre m/z d’'un compost obtingut
a la mostra amb una base de dades universal d’espectres m/z i proporciona la correspondéncia
més significativa.

En segon lloc, mitjancant el software informatic es calcula l'area de cada pic del
cromatograma, aquesta és directament proporcional a la quantitat de compost present a la
mostra i es calcula utilitzant la segtient formula:

Qx = —A)ZQpafré (equacio 3.1)
patroé
Qx: quantitat del component x present en els grams de mostra extrets (ng).
Ax: area del pic del cromatograma corresponent al compost x.
Qparrs: quantitat del patré corresponent afegida a la mostra (ng).

Apars: area del pic del cromatograma corresponent al patro.

A B
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C300H
26407 600000 T
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Figura 3.2: Exemple de cromatogrames obtinguts. Mostra CAY. A: cromatograma ions totals

(TIC), B: alcanols, C: alcans i D: acids alcanoics. Font: elaboraci6 propia.
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Finalment, per saber la concentracio real de cada compost a les diferents mostres
s'utilitza la férmula segient:
_ Qx

= pesm—ostrai (equacio 3.2)

Cx

Cx: concentracié real del compost x per gram de mostra (ng/g)
Qx: quantitat del component x present en els grams de mostra extrets (ng).

Pes mostra: quantitat de mostra pesada per a I'extraccio (g).
3.11 Quantificacié de la matéria organica total: Loss on ignition

3.11.1 Introducci6:

La técnica Loss on ignition (LOI) o péerdua per ignici6, és un metode simple de
determinacié del contingut de carboni organic i carbonats en sols. En una primera reaccio es
produeix l'oxidacié de la matéria organica a 500 — 550°C, emetent-se dioxid de carboni i
cendres, a la segona reaccié es produeix la destruccié dels carbonats a 900 — 1000°C, amb
emissi6 de dioxid de carboni i la formacio d’'oxids. La pérdua de pes durant les reaccions es pot
apreciar senzillament pesant la mostra abans i després de cada reaccio i és proporcional a la
guantitat de materia organica i carbonats presents a la mostra (Heiri, Lotter, & Lemcke, 2001).

Tot i tractar-se d’'un métode relativament senzill, existeixen diversos factors associats a
la metodologia de treball que poden alterar els resultats obtinguts. Aquests factors sén: el
temps d'exposicié, la mida de la mostra i la seva posicié al forn. La pérdua de massa de la
mostra es produeix principalment en les primeres 2 — 2,5 hores d’exposicio, si el temps es
prolonga excessivament es pot seguir experimentant una perdua lleugera pero continua de pes
provocada per processos no relacionats amb 'oxidacié de la matéria organica. En el cas de la
mida, les mostres petites experimenten una pérdua de pes més rapida que les grans, per tant,

s’ha d'utilitzar una mida constant de totes les mostres.

3.11.2 Procediment:

El procediment realitzat és una adaptaci6 de Heiri et al.,, 2001. S’agafen safates
d’alumini petites i es posen a 'estufa durant 1 hora a 105°C per eliminar la humitat que puguin
contenir. Es deixen refredar al dessecador durant 30 minuts i s’anota el pes amb la balanca de
precisié. A continuacié es pesa 1g de mostra a la safata i es posa a I'estufa a 105°C durant 15
hores, per tal d’eliminar l'aigua que puguin contenir.

Un cop seques es deixen refredar al dessecador durant 30 minuts i es pesen, anotant
d’aquesta manera el pes sec, DWps. Tot seguit es posen al forn mufla a 550°C durant 4 hores,
una vegada finalitzat el procés es deixen refredar les mostres al dessecador durant 1 hora i es
tornen a pesar, obtenint el pes de les cendres, DWsso.
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Per tal de calcular el LOI s'utilitza la seglient equacio:

;= PWips—DWss0)

LO
DW 105

- 100 (equacio6 3.3)

LOI: Loss on ignition (%).
DWps: pes de la mostra assecada a 105°C (g).

DWsss: pes de la mostra volatilitzada a 550°C (g).

La utilitzacié de la mufla s’ha fet seguint el protocol 1.8 “Utilitzacié de la mufla” elaborat
pel Laboratori LERA ICTA. El programa aplicat constava d’una rampa d’escalfament de cinc
hores i mitja fins assolir una temperatura de 550°C, una fase de 4 hores a temperatura constant
de 550° i el refredament. No s’ha considerat la posicié de les mostres dins el forn com un factor
potencialment influent el els resultats obtinguts ja que la mufla utilitzada era de petites
dimensions i per tant la distribucid de la temperatura era homogeénia al seu interior. S’han

realitzat tres repliques de cada mostra per tal d’obtenir una major fiabilitat dels resultats.
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4. RESULTATS
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4. RESULTATS

4.1 Quantificacio i concentracio

Una vegada integrada l'area dels pics dels diferents compostos presents a cada
mostra, s’ha procedit a calcular la quantitat i concentracié d’'aquests mitjancant les equacions
3.1 i 3.2 de l'apartat de metodologia. Les concentracions totals de lipids alquilats es poden
consultar a les taules A3, A4 i A5 de l'annex i es representen mitjancant els grafics que es

mostren a continuacio:
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Figura 4.1: Concentracions totals de lipids alquilats a les mostres. Font: Elaboracié propia.



Els resultats referents a les concentracions dels diferents tipus d’alcans, alcanols i acids

alcanoics per mostra poden ser consultats a les taules A3, A4 i A5 de I'annex i es representen a

les segiients figures (correspondéncia codi-mostra visible a la Taula 2.2):
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Figura 4.2: Concentracions dels diferents alcans a les mostres. Font: Elaboraci
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4.2 index de preferéncia de carboni

El calcul de I'index de preferéncia de carboni (CPI) dels lipids alquil de les mostres s’ha
fet en base a I'equacié 1.1 aplicada als resultats recollits a les taules A3, A4 i A5. Pels alcans la
férmula considera el rang de n-C,5 2 n-Cs; i, en els casos de d'alcanols i acids alcanoics, s’ha
adaptat el rang de carbonis considerat a la férmula. Pels alcanols s’ha agafat el rang de n-Cy
- n-Cs, i per acids alcanoics de n-C,, > n-Cyg. Els resultats obtinguts queden recollits a la

seglent taula (correspondéncia codi-mostra visible a la Taula 2.2):

Mostra CPI Alcans CPI Alcanols CPI Acids Alcanoics
AM 8,8 14,7 5,6
CA 7,9 32,0 6,7
CAR 18,4 28,5 3,4
CAR-M 11,6 26,9 3,9
CAY 19,6 33,1 3.4
CER 8,6 57,4 6,4
CER-B 9,7 21,4 5,4
cov 10,9 54,1 2,9
E 11,1 28,8 5,0
ER 10,6 24,4 3,5
EST 4,5 3,2 10,1
MA 5,0 17,6 6,9
Ml 12,6 49,2 5,7
MO 11,1 13,9 3.4
oL 10,5 22,4 4,7
RE 8,4 n.d 10,0
SAL 9,6 39,3 3,4
SAN 8,6 21,7 3,8
SAN-C 7,8 7,7 3,2
TA 6,6 20,3 51
TO 9,8 21,4 4,3
ZA 9,9 26,7 4,0
Z0O 8,3 12,1 4,6

Taula 4.1: index de preferéncia de carboni de les mostres. Font: Elaboracié propia.
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4.3 Longitud mitjana de cadena

Per al calcul de la longitud mitjana de les cadenes de lipids alquil presents a les
mostres s’ha utilitzat I'equacié 1.2 aplicada als resultats recollits a les taules A3, A4 i A5. En el
cas dels alcans el rang de carbonis utilitzat en el calcul de la formula ha estat n-C,s 2 n-Css i
s'identifica també el més abundant. Pels alcanols s’ha utilitzat el rang n-C,, = n-Cs; i per els
acids alcanoics n-C;g & n-C,g. Els resultats obtinguts queden recollits a la segient taula

(correspondéncia codi-mostra visible a la Taula 2.2):

Alcans Alcanols Acids alcanoics
Mostra ACL Cuax ACL Cuax ACL Cuax
AM 31,6 n-Cas 28,1 n-C,,OH 24,1 n-C,,COOH
CA 30,2 n-Cs; 28,7 n-C,sOH 24,1 n-C,,COOH
CAR 28,4 n-Cog 29,0 n-C,sOH 25,5 n-C,,COOH
CAR-M 30,0 n-Cs; 29,2 n-C,sOH 24,6 n-C,,COOH
CAY 30,5 n-Ca; 28,5 n-C,sOH 24,3 n-C,,COOH
CER 30,0 n-Cs; 28,0 n-C,sOH 24,7 n-C,,COOH
CER-B 29,6 n-Cog 28,2 n-C,sOH 24,4 n-C,,COOH
cov 30,6 n-Cs; 28,7 n-C,sOH 25,3 n-C,,COOH
E 30,2 n-Cog 28,7 n-C,sOH 24,5 n-C,,COOH
ER 30,9 n-Cs; 28,9 n-C,sOH 25,4 n-C,,COOH
EST 30,4 n-Ca; 28,7 n-C,sOH 23,9 n-C,,COOH
MA 30,3 n-Cs; 28,9 n-C,sOH 24,5 n-C,,COOH
M 29,9 n-Cog 28,9 n-C,sOH 24,3 n-C,,COOH
MO 29,2 n-Cyg 28,2 n-C,,OH 25,0 n-C,,COOH
oL 29,4 n-Cog 28,2 n-C,sOH 24,6 n-C,,COOH
RE 30,9 n-Csz 27,2 n-C,,OH 25,3 n-C,,COOH
SAL 30,0 n-Cog 29,6 n-C,sOH 24,6 n-C,,COOH
SAN 29,0 n-Cyg 27,8 n-C,,OH 25,3 n-C,,COOH
SAN-C 29,5 n-Cog 27,9 n-C,,OH 23,9 n-C,,COOH
TA 30,0 n-Cyg 28,4 n-C,sOH 24,7 n-C,,COOH
TO 29,8 n-Cog 27,0 n-C,,OH 24,8 n-C,,COOH
ZA 29,6 n-Cyg 29,2 n-C,sOH 24,5 n-C,,COOH
ZO 31,2 n-Ca; 28,1 n-C,sOH 24,2 n-C,,COOH

Taula 4.2: Longitud mitjana de cadena de les mostres. Font: Elaboraci6 propia.
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4.4 Relacio C31/Cyy;

El calcul de la relacié C3,/C,; s’ha fet a partir dels resultats recollits a les taules A3, A4 i

A5, (correspondéncia codi-mostra visible a la Taula 2.2):

Mostra Ratio C31/C»; Mostra Ratio C31/Cy7
AM 12,58 MI 3,05
CA 4,25 MO 1,67
CAR 0,23 oL 2,92

CAR-M 5,91 RE 5,18
CAY 7,63 SAL 3,32
CER 3,42 SAN 0,87

CER-B 2,93 SAN-C 1,86
cov 8,65 TA 3,01

E 7,88 TO 4,40
ER 8,26 ZA 2,69
EST 3,73 Z0 10,15
MA 2,57

Taula 4.3: Relacio C3;/C,; de les mostres. Font: Elaboracioé propia.

4.5 Altres compostos detectats

En l'analisi dels cromatogrames de les mostres s’ha realitzat la identificacié de pics

corresponents a compostos diferents dels lipids alquilats que presentaven abundancies molt

significatives. La identificacid6 d’aquests compostos ha estat purament qualitativa i amb la

finalitat d’observar quina era la seva naturalesa quimica (correspondéncia codi-mostra visible a

la Taula 2.2):
Compost Classe Mostra
AM, CA, CAR-M, CAY, CER, CER-B, COV, E, ER,
B-sitosterol Fitosterol EST, MA, MI, MO, RE, SAL, SAN, SAN-C, TA, TO,

ZA, Z0O

Acid dehidroabiétic

Acid carboxilic

CER, EST

Friedelin Terpens CAR-M, CAY, CER-B, MI, SAN, SAN-C
Estigmasterol Fitosterol CER-B, ZA

Campesterol Fitosterol CA, CER-B, ZA

Lupeol Terpens CER-B, SAL

Cedrol Terpens TO

Taula 4.4: Altres compostos abundants detectats. Font: Elaboraci6 propia.
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4.6 Determinacio de la matéria organica total

Els resultats de la determinacié de la matéria organica mitjancant la técnica de pérdua

per ignicié (LOI) queden recollits a la seglient taula, s’ha utilitzat la equacié 3.3 i s’ha realitzat el

calcul de la mitjana i la desviaci6 estandard de les tres repliques realitzades a cada mostra. Els

valors corresponents a les diferents etapes de pesada es poden consultar a la taula A7 de

I'annex (correspondéencia codi-mostra visible a la Taula 2.2):

Mostra Replica 1 Replica 2 Replica 3 Mitjana LOI Desviacio6 estandard
AM 3,62 3,75 3,83 3,74 0,11
CA 2,71 2,47 2,22 2,46 0,25
CAR 9,13 8,95 8,88 8,98 0,13
CAR-M 3,24 3,51 4,11 3,62 0,45
CAY 10,79 10,19 9,97 10,32 0,42
CER 17,26 19,19 18,42 18,29 0,97
CER-B 2,32 2,26 2,43 2,34 0,09
Ccov 6,43 5,93 6,58 6,31 0,34
E 5,57 5,97 5,94 5,83 0,22
ER 6,28 6,20 5,97 6,15 0,16
EST 1,72 1,44 1,37 1,51 0,19
MA 1,42 1,26 1,35 1,34 0,08
Ml 2,71 2,76 2,71 2,73 0,03
MO 7,35 7,66 7,82 7,61 0,24
oL 2,56 2,41 2,72 2,56 0,16
RE 2,80 1,74 1,90 2,15 0,57
SAL 2,90 3,39 2,99 3,09 0,26
SAN 5,51 6,11 6,35 5,99 0,43
SAN-C 4,78 4,73 4,39 4,64 0,21
TA 5,79 5,99 5,52 5,77 0,24
TO 7,65 8,13 7,56 7,78 0,31
ZA 2,73 2,41 2,59 2,58 0,16
Z0O 2,10 1,62 1,71 1,81 0,26

Taula 4.5: resultats de la determinacié de matéria organica per ignicié (%) (LOI). Font:

Elaboracio propia.
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5. DISCUSSIO

5.1 Origen dels lipids alquilats

L'analisi de les extraccions de lipids alquilats realitzades als sols mostrejats presenta

els patrons caracteristics de distribucié per alcans, alcanols i acids alcanoics.

Els resultats obtinguts mostren una distribucié d’alcans principalment de cadena llarga,
ja que totes les cadenes d’alcans trobades tenen una longitud superior a 18 carbonis, tot i aixi,
cal tenir en compte que els compostos més curts també es poden haver perdut per
volatilitzacio. El rang de longitud en totes les mostres esta comprés entre n-Cyg i N-C3s, amb un
clar predomini de cadenes amb un nombre imparell de carbonis respecte a les cadenes amb
nombre parell i un maxim (Cyax) @ n-Cyg, n-C3; 0 n-Css (Figura 4.2 i Taula 4.2) essent el
nonacosa el més abundant en dotze de les mostres, seguit del hentriconta en nou mostres, i
finalment tritriconta en dues mostres. Les concentracions totals d'alcans que presenten les
mostres varien entre 2 — 174 ug/g de mostra. L'index de preferencia de carboni (CPI) (Taula
4.1) oscil-la entre 4,51 19,6. En la determinacié de la longitud mitjana de cadena (ACL) s’han
obtingut valors compresos entre 28,4 i 31,6 carbonis per cadena.

D’aquesta manera, podem afirmar que la distribucid6 d'alcans, la preferéncia de
cadenes amb un nombre imparell de carboni, els maxims situats a a n-C,g, N-C3; 0 N-Cgg, €ls
valors de CPI superiors a 4 i les longituds mitjanes de cadena (ACL), evidencien que els alcans
trobats en les mostres provenen de plantes vasculars (superiors).

També s’ha pogut detectar la presencia d'una possible contaminacié d’origen
petrogénic en les mostres EST i MA, apreciable a la figura 4.2 a través d’'una corba (UCM)
entre n-C,; i n-Cy¢ als respectius grafics, i que també pot haver contribuit al fet de que aquestes
dues mostres presentin els valors més baixos de I'index CPI (4,5 i 5,0 respectivament) més
propers al llindar indicatiu d’origen petrogénic. La causa d’aquesta contaminacié possiblement
s’explica en les caracteristiques de la zona de mostreig, que en ambdds casos presentava
evidéncies de la influencia antropica sobre I'entorn, principalment a través d’activitats agricoles.

En el cas dels alcanols s’observa un rang de distribucié entre n-C140H i n-C34,0H, amb
una clara preferéncia per cadenes amb un nombre parell de carbonis respecte a imparells i
amb un maxim (Cyax) n-C,s0OH en 17 mostres i n-C,;,OH en 6 mostres (Figura 4.3 i Taula 4.2).
Les concentracions totals d’alcanols obtingudes oscil-len entre 2 — 124 pg/g de mostra. El
calcul de I'index de preferéncia de carboni (CPI) mostra valors superiors a 4 en totes les
mostres excepte una (EST), amb un rang d’entre 3,2 i 57,4 (Taula 4.1). Els resultats del calcul
de la longitud mitjana de cadena (ACL) mostren un rang d’entre 27,0 i 29,6 carbonis per
cadena.

Podriem considerar que la preferéncia de cadenes amb nombre parell de carbonis
respecte a imparells i els valors de CPI i ACL s6n indicatius d’'un origen en plantes superiors.

En el cas de la mostra EST és dificil determinar-ne I'origen dels alcanols, ja que possiblement
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I'index CPI s’ha vist alterat per la manca de diversos compostos necessaris a la férmula i també
per 'andomala alta abundancia d’alcanols amb una longitud de cadena de 27 carbonis.
Aquestes complicacions poden ser degudes a la contaminacié d’origen antropic que ja s’havia
posat de manifest en la mateixa mostra pels alcans. També cal mencionar el cas de la mostra
RE, en la que la preséncia de Unicament cinc alcanols diferents ha fet impossible determinar
aquest index.

Pel que fa als acids alcanoics les distribucions estan compreses entre n-C4COOH i n-
C3,COOH, es pot observar també la mateixa preferencia de parells respecte a imparells
observable en alcanols. Les seves distribucions oscil-len entre n-C14COOH i n-C3,COOH amb
un maxim n-C,,COOH en 19 mostres i n-C,4,COOH en 4 mostres (Figura 4.4 i Taula 4.2). Les
concentracions detectades tenen un rang d'entre 28 — 3.769 ug/g. L'index de preferéncia de
carboni (CPI) mostra valors d'entre 2,9 i 10,1 (Taula 4.1). La determinacié de la longitud mitjana
de cadena (ACL) dels acids alcanoics de les mostres presenta valors que oscil-len entre 23,9 i
25,5 carbonis per cadena.

En aquest cas és més dificil avaluar I'origen dels acids alcanoics, ja que els valors més
baixos obtinguts en el calcul del CPI i 'ACL ens indiquen que aquests compostos han patit
processos d'alteracié microbiana i diagenética. Tot i aixi, existeix una clara evidéncia de
preferéncia de cadenes de carboni amb un nombre parell d'atoms respecte a imparells i tenint
en compte que la naturalesa quimica d'aquestes substancies les fa més susceptibles a la
degradacio (que sabem que s’ha produit degut als valors baixos de CPI i ACL) podem afirmar

doncs, que els acids alcanoics de les mostres provenen de plantes superiors.

En conclusid, les caracteristiques dels alcans, alcanols i acids alcanoics trobats a les
mostres, permeten afirmar que aquests compostos son indicadors de la presencia de plantes
superiors i per tant es poden utilitzar com a biomarcadors de preséencia d’aquest tipus de

vegetacio.

5.2 Lipids alquilats com a proxies climatics

Per a I'estudi de la viabilitat dels lipids alquilats com a proxies s’ha procedit a analitzar
la relacio estadistica entre els valors dels diferents parametres climatics dels punts de mostreig
(latitud, temperatura, precipitacid, etc.) i els resultats obtinguts dels diferents parametres
calculats a les mostres (CPI, ACL, relacié C3;/C»; i LOI). S’ha utilitzat el programa SPSS
Statistics per analitzar les correlacions bilaterals entre les diverses variables. Com que les
dades no seguien una distribucié normal i incloien valors extrems, s’ha calculat el coeficient de
correlacié6 de Spearman, essent, en aquest cas, el métode estadistic més apropiat. Els

coeficients obtinguts es presenten en forma de matriu de correlacions a la taula A8 de I'annex.

Observant els resultats obtinguts, s’ha trobat una correlacié negativa entre la
precipitacio i la longitud mitjana de cadena en alcans (p=-0,496 a=0,05), és a dir quan la

64



precipitacido augmenta la longitud de cadena disminueix. Aquest resultat és coherent amb el fet
de que les plantes tendeixen a sintetitzar alcans amb una longitud de cadena més llarga sota
condicions d’estrés hidric i en resposta a I'increment de temperatura (Jeng, 2006; Vogts, 2009),
i ens permet afirmar que la longitud mitjana de cadena d’alcans serveix com a proxy per a la
caracteritzacio de la precipitacié en una zona determinada.

Pel que fa a l'index CPI cal destacar la correlacié negativa que apareix amb la
precipitacio en el cas dels acids alcanoics (p=-0,688 a=0,01), aquesta possiblement s’explica
pel fet de que una major precipitacié afavoreix la degradacié de la matéria organica per part
dels organismes i els processos diagenetics, fet que implicara un CPI més baix. Per tant, en el
cas dels acids alcanoics, el CPI podria ser util com a proxy de precipitacio.

En l'analisi estadistic de parametres relacionats amb la temperatura, com la
temperatura anual mitjana, la temperatura minima mitjana anual i la temperatura maxima
mitjana anual, no s’han trobat correlacions significatives amb els lipids alquilats.

En el cas de la relacié6 Cs;/C,; calculada en alcans, apareix una correlacié negativa
amb la precipitacio (p=-0,600 a=0,05), és molt interessant la obtencié d'aquesta correlacié
perqué corrobora la idea de que aquesta ratio pren valors baixos en condicions d’humitat altes i
valors alts en condicions arides (Li et al.,, n.d.) i, per tant, podria esdevenir un proxy de

precipitacio.

Els resultats obtinguts ens permeten afirmar que els parametres calculats en lipids
alquilats presenten un potencial significatiu com a proxies climatics, principalment en la
prediccié de la precipitacié. S’ha pogut comprovar com els index ACL, CPl i la relacié C3;/Cy;
sén Utils com a proxies paleoclimatics de precipitacio, principalment quan s’apliquen a lipids

alquilats com els acids alcanoics i els alcans.

5.3 Loss on ignition

En la determinacié de la pérdua de matéria organica per ignicié s’han obtingut valors
molt variats compresos entre 1,34 — 18,29 % (Taula 4.5). Els valors més baixos han sigut 1,34 i
1,51, obtinguts de les mostres MA i EST respectivament, cal destacar que aquests dos
resultats poden haver tingut una influéncia significativa de les activitats agricoles que es duien
a la zona i que per tant contribueixen a la disminuci6 de la matéria organica.

L'aplicacié de I'analisi estadistic als resultats obtinguts de la pérdua per ignicid6 mostren
algunes correlacions destacables. S’ha observat una correlacié positiva amb els valors de
precipitacio (p=0,591 a=0,01), aquet fet és perfectament coherent amb la idea de que indrets
amb més precipitacié tenen una productivitat de materia organica major i per tant presenten
valors més elevats de LOI. En aquesta linia també s’ha trobat una lleugera correlacié positiva
amb la latitud (p=0,509 a=0,05), que s’explicaria amb el fet de que a la peninsula ibérica els
punts de mostreig d’'una latitud més elevada corresponen als de precipitacions més elevades i
amb major productivitat tal com s’ha explicat anteriorment. També s’ha obtingut una correlacié
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negativa amb la temperatura mitjana (p=-0,648 a=0,01), resultat totalment logic si es té en
compte la idea de que en llocs molt calids la produccié de matéria organica és menor i per tant
s’obtenen valors més baixos del LOI.

Les correlacions existents entre aquests tres parametres climatics i la determinacié de
la matéria organica total es manifesta de forma global amb una correlaci6 amb la zona
fitogeografica (p=-0,800 a=0,01), zones que amb una vegetacié potencial variable segons les
caracteristiques climatiques que s’hi donen. En aquest cas, la correlacié negativa evidencia
valors baixos del LOI si les ubicacions s6n seques i caloroses, corresponents a terrenys poc
productius normalment ubicats al sud de la peninsula ibérica, i valors alts del LOI en ubicacions
més temperades i humides, propies del nord de la peninsula i amb major productivitat de
matéria organica.

Una altre relacié interessant que s’ha pogut obtenir és la existent entre aquest
parametre i el CPI d’alcans, amb el qual es dona una correlacié positiva (p=0,538 a=0,01) i de
la qual podem extreure que contingut de matéria organica esta, logicament, estretament
relacionat amb el grau de degradacié que ha patit el sol.

5.4 Altres compostos identificats

En algunes de les mostres, els cromatogrames presentaven pics molt significatius de
compostos que no pertanyien al grup dels lipids alquilats. Durant el procés d'analisi es va
procedir a identificar aquests compostos per veure quina era la seva naturalesa quimica i
observar si presentaven caracteristiques destacables que tinguessin alguna relacié6 amb la
ubicacio dels punts de mostreig. Els compostos detectats, recollits a la taula 4.4, pertanyien a
diferents espécies quimiques.

En la majoria de les mostres es va trobar de forma abundant el B-sitosterol, un tipus
d’esterol, que es troba de forma natural a les plantes i que té la funcié de mantenir I'estructura i
el funcionament de les membranes cel-lulars. Juntament amb aquesta substancia es van trobar
dos fitosesterols més, el campesterol i el estigmasterol, abundants de forma natural a les
plantes, i que es poden formar directament per biosintesis o ser productes de la degradacié del
[-sitosterol.

Una altre classe de compostos que apareixia en abundancia en diferents mostres eren
els terpens i de la qual se n’han trobat diferents tipus com el lupeol, el cedrol i el friedelin. Els
terpens duen a terme diverses funcions en les plantes, participen en la sintesi de vitamines,
formacié de pigments, ceres i resines i actuen com a antioxidants.

En algunes mostres també s’ha identificat I'acid hidroabiétic, un tipus d’acid carboxilic
present en les resines de les coniferes i que juntament amb el B-sitosterol pot ser indicador de
restes de biomassa cremada (Pancost & Boot, 2004; Simoneit et al., 2004).

Com s’ha descrit, tots aquests compostos trobats a les mostres i que no formaven part
de I'objecte d’estudi d’aquest projecte, es troben de forma natural i abundant a les plantes. La
seva presencia confirma I'existéncia d’un input terrestre de plantes superiors a les mostres.
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6. CONCLUSIONS

6.1 Conclusions de lI'estudi

Una vegada finalitzat I'estudi de biomarcadors cuticulars continguts en les mostres de

sols de diferents punts de la Peninsula Ibérica podem concloure que:

* Els s0Is s6n un recurs (til per a la recerca de biomarcadors cuticulars de plantes
superiors. S’ha pogut detectar la preséncia de diferents tipus de lipids alquilats amb
una estructura quimica caracteristica i que ofereixen una aproximacio al tipus de
vegetacio de la qual provenen i el grau de degradacié que han patit. Sén per tant una
font d’informacié directa de la preséncia o abséncia de plantes superiors en un
ecosistema.

* L’analisi estadistic aplicat entre diversos parametres d’aquests biomarcadors i diferents
variables climatiques, ha permés obtenir correlacions significatives que posen de
manifest la relacié entre els lipids alquilats i les caracteristiques del clima d’'una zona.
Aquestes correlacions s’han manifestat principalment amb la precipitacié, motiu pel
qual, s’ha pogut comprovar que la longitud mitjana de cadena en alcans, I'index de
preferéncia de carboni dels acids alcanoics i la relacid C33/C,7; en alcans varien en
funcio dels régims pluviomeétrics de la zona. Aquests resultats, permeten afirmar que
els biomarcadors analitzats podrien ser molt Gtils com a proxies paleoclimatics de
precipitacio a la Peninsula Ibérica.

* El contingut de materia organica total expressat com a pérdua per ignicié (LOI)
presenta una correlacié directa amb el grau de descomposicié de la matéria organica
del sol. Aquesta técnica pot contribuir a comprendre juntament amb les dades
obtingudes del CPI les caracteristiques climatiques que han condicionat la degradacié
de la matéria organica. Per altra banda, les correlacions obtingudes entre aquest
parametre i variables com la latitud, la temperatura i la precipitacid, evidencien que les
zones amb una condicions més favorables per a una alta productivitat de matéria
organica presentaran valors més elevats del LOI.

* No s’han trobat correlacions significatives entre la composicié i estructura dels lipids

alquilats i les variacions de temperatura en els punts de mostreig.

6.2 Valoraci6 dels objectius

A l'inici d’aquest projecte es van establir uns objectius principals:

Els objectius “Avaluar si els sols esdevenen una font fiable per a la recerca i

quantificacié de lipids alquilats” i “Comprovar la viabilitat dels lipids alquilats com a
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biomarcadors cuticulars de plantes superiors”, s’han assolit correctament. Els resultats
obtinguts de I'analisi amb espectrometria de masses permeten afirmar que els sols sén un
recurs util per a I'estudi d’aquests biomarcadors de plantes superiors i la recerca bibliografica
realitzada per elaborar la base d’aquest projecte ha permés comprovar que els resultats

obtinguts concorden perfectament amb la teoria.

L'objectiu “Observar si les relacions existents entre lipids alquilats i variables
climatiques es poden aplicar a la Peninsula Ibérica”, s’ha assolit satisfactoriament. Els resultats
obtinguts concorden amb la bibliografia consultada (referent a altres ubicacions diferents) i
permeten afirmar que I'estudi dels lipids alquilats com a font d'informacié paleoclimatica, també

es pot aplicar a la Peninsula Ibérica.

Pel que fa a l'objectiu “Determinar si els lipids alquilats s6n una font fiable per a la
reconstruccié de canvis en la temperatura i precipitacié a la Peninsula Ibérica”, s’ha assolit
parcialment. Tal com s’ha descrit, els lipids alquilats presenten variacions significatives en
funcio de la variabilitat de parametres climatics com la temperatura o la precipitacié. En aquest
estudi només s’han trobat correlacions significatives amb la precipitacié (a través de 'ACL, el
CPI o la relacié C31/C57) i no s’ha aconseguit trobar cap relacié amb la temperatura. Tot i aixi, Si
que considerariem els lipids alquilats proxies Utils per a la reconstruccié de la precipitacio a la

Peninsula Ibérica.

Finalment, I'objectiu “Observar si el tipus de vegetacié que evidencia la senyal dels
lipids correspon a la vegetacié potencial del punt de mostreig” s’ha assolit parcialment. Per una
banda, la informacié referent a I'estructura i quantitat de lipids alquilats a les mostres permet
donar una aproximacié del tipus de vegetaci6. Per altra banda, en aquest objectiu era
fonamental determinar la composicié isotopica de carboni de les mostres. Per problemes
tecnics no s’ha pogut realitzar aquesta determinacio, que ens hagués donat una idea del tipus
de vegetacié (C3, C4 o CAM), una aproximacié del clima de la zona i hagués servit per
observar si existien relacions entre la composicio isotopica i les relacions fitogeografiques

presents a la Peninsula Ibérica.

6.3 Valoraci6 del projecte

La realitzacié d’aquest projecte ha estat una experiéncia molt enriquidora. La sensacio
de contribuir, encara que sigui de forma infima, al projecte TETRACLIM (Tetraether membrane
and alkyl lipids in Iberan lakes as proxies for continental reconstruction) que desenvolupa I'lCTA
(Institut de Ciéncia i Tecnologia Ambientals), ha estat molt gratificant.

L'aproximacié al mén de la investigacié cientifica ha estat molt positiva i apassionant,
en part deguda al gran equip de persones que he conegut i que m’han ajudat en tot moment.
He aprés moltes coses de camps que desconeixia relativament com sén la quimica organica i
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la instrumentalitzacié de laboratori. Coneixement que sens dubte a millorat la visioé global que

es demana a un ambientoleg quan ha d’enfrontar-se a un repte com aquest.

6.4 Propostes de millora

Algunes propostes de millora que podrien contribuir a complementar els resultats obtinguts

en aquest projecte son:

Comprovar els resultats obtinguts amb els derivats dels diferents llacs ambit d’estudi
del projecte TETRACLIM, per observar si es manifesten les mateixes correlacions
trobades en aquest treball.

Dur a terme I'analisi isotopic del carboni per millorar el grau de coneixement sobre el
tipus de vegetacié potencial dels punts de mostreig.

Augmentar el nombre de punts de mostreig sobre el territori. Com s’ha explicat, la
Peninsula Ibérica és un territori amb una varietat climatica molt important, on s’hi donen
regims de temperatura i precipitacio en alguns casos diametralment oposats. Per
aquest motiu, per crec que seria necessari augmentar el nombre de punts de mostreig
per tal de poder agrupar les mostres en conjunts de caracteristiques climatiques
semblants i poder comprar els resultats obtinguts entre diferents grups.

Que la ubicacié dels punts de mostreig sobre el territori seguis un transsecte especific.
Es podrien situar els punts de mostreig de tal manera que formessin transsectes a
nivell de latitud o longitud per tal d’obtenir informacié referent a la variabilitat associada
a aquests parametres. També es podrien realitzar transsectes perpendiculars a les

linies de costa per observar si apareix algun tipus de influencia maritima.
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8. PRESSUPOST
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RECURSOS HUMANS

Concepte Quantitat | Unitats Retribucié (€/h) Subtotal
Remuneracio personal

Sou base tutor. Docéncia 100,00 hores € 60,00 € 6.000,00
Sou base técnic. Assessorament 30,00 hores € 30,00 € 900,00
Sou base becari. 580,00 hores € 10,00 € 5.800,00
Desplacaments

Desplacaments UAB 340,00 u. €0,93 € 314,50
Campanya de recollida

Lloguer vehicle 1,00 u. € 1.800,00 € 1.800,00
Allotjament 9,00 nits € 30,00 € 270,00
Combustible 315,00 L €1,37 €431,24
Dietes 18,00 u. € 15,00 € 270,00
TOTAL RECURSOS HUMANS € 15.785,74
RECURSOS MATERIALS

Concepte Quantitat | Unitats Preu unitari Subtotal
Material de papereria

Impressio 4,00 u. € 35,00 € 140,00
Enquadernacié 4,00 u. € 15,00 € 60,00
CD's 4,00 u. €0,75 € 3,00
Bloc paper reciclat DIN A4 1,00 u. €475 €4,75
Retolador permanent 1,00 u. €2,00 €2,00
Llibreta 1,00 u. €3,95 €3,95
Material de vidre:

Tubs d’assaig 13 mm 50,00 u. €0,70 € 35,00
Tubs d’assaig 16mm 30,00 u. €0,82 € 24,60
Embuts 6,00 u. €19,90 € 119,40
Provetes 4,00 u. € 25,00 € 100,00
Balons 14,00 u. € 33,00 € 462,00
Xeringues de vidre 3,00 u. € 54,00 € 162,00
Suport columna cromatografica 23,00 u. € 2,56 € 58,88
Envasos vidre 10,00 u. €5,50 € 55,00
Taps vidre esmerilat 10,00 u. €579 €57,90
Pipetes Pasteur 150mm 150,00 u. €0,05 €7,50
Pipetes Pasteur 230mm 100,00 u. € 0,06 € 6,00
Vas de precipitats 100ml 3,00 u. €2,55 €7,65
Vials 75,00 u. € 0,06 €4,73
Material de plastic:

Gradeta 3,00 u. €11,00 € 33,00
Bosses hermétiques 100,00 u. €0,16 € 15,87
Dissolvents i acids:

Diclorometa Merck 3,00 L €41,00 € 123,00
n-hexa Merck 0,20 L € 29,60 €5,92
Metanol Merck 1,00 L € 20,00 € 20,00
Acetona Merck 2,00 L € 25,64 €51,28
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Iso-octa Merck 0,10 L €61,76 €6,18
Cloroform FLUKA 0,20 L €54,34 € 10,87
2-propanol Merck 0,10 L €42,50 €4,25
Dietileter Sigma-Aldrich 0,20 L € 32,10 €6,42
Acid acétic Sigma-Aldrich 0,10 L €27,70 €2,77
Substancies:

Aminopropil Sharlab 20,00 g €2,49 € 49,80
Sulfat de sodi Merck 100,00 g €0,08 €7,89
Altres materials:

Assecador 1,00 u. € 23,00 € 23,00
Safates d’alumini grans 100,00 u. €0,11 € 10,76
Safates d’alumini petites 69,00 u. € 0,06 €4,35
Agitador magnétic 12,00 u. €0,90 €10,80
Garbell 1,00 u. € 24,00 € 24,00
Taps vials 75,00 u. €0,13 €9,95
Coto 15,00 g €0,05 €0,75
Morter (morter + ma) 1,00 u. € 34,15 € 34,15
Espatula 1,00 u. €2,99 €2,99
Pinces 1,00 u. €255 €255
Bol d’alumini 1,00 u. € 15,95 € 15,95
Caixa de guants 2,00 u. €11,00 € 22,00
Ulleres de proteccié 1,00 u. €2,00 €2,00
Rollo paper d'alumini 300m 1,00 u. € 31,09 € 31,09
Mascareta 1,00 u. €1,00 €1,00
Utilitzacio equip de laboratori

Nom Quantitat Unitats Analisi (€/mostra) Subtotal
GC-MS 46 mostres € 35,00 € 1.610,00
Nom Quantitat Unitats Cost Equip Subtotal
Campana d’extraccio 40,00 dies € 3.500,00 € 38,36
Balanca analitica AND 5,00 dies € 970,00 €1,33
Balanca de precisié 5,00 dies € 1.200,00 €1,64
Microones CEM MARS-X 3,00 dies € 271,60 €0,22
Assecador flux de nitrogen 5,00 dies € 579,50 €0,79
Rotavapor 5,00 dies € 375,00 €0,51
Centrifuga Hettich 2,00 dies € 1.780,00 €0,98
Dessecador 3,00 dies € 225,00 €0,18
Estufa Memmert 3,00 dies €1.632,00 €134
Mufla Obersal XB-2-115 3,00 dies € 1.500,00 €1,23
Congelador 60,00 dies € 679,00 €11,16
Nevera 40,00 dies € 321,00 € 3,52
TOTAL RECURSOS MATERIALS € 3.505,37
TOTAL (I.V.A Inclos) €19.291,10

Taula 8.1: Pressupost aproximat del projecte. Font: Elaboracié propia.

Nota: el cost d'utilitzacio dels equips s’ha fet en base a 10 anys de vida Util dels aparells.
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9. PROGRAMACIO
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10. ACRONIMS
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ACL: Average Chain Lenght

CPI: Carbon Preference Index

DCM: Diclormeta

GC-MS: Cromatograf de gasos acoblat a espectrometre de masses
GC: Cromatograf de gasos

GDGT: Glycerol dialkyl glycerol tetraethers

ICTA: Institut de Ciéncia i Tecnologia Ambientals

LERA: Laboratori de I'esfera ambiental

LOI: Loss on ignition

m/z: relacié6 massa/carrega

MS: Espectrometre de masses

SST: Sea surface temperature

TETRACLIM: Tetraether membrane and alkyl lipids in Iberan lakes as proxies for continental
reconstruction

UCM: Unresolved complex mixture
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ANNEX
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Taula Al: Caracteristiques dels metodes d'integracid. Pesos moleculars i temps de retencié
introduits als metodes d’identificacié mitjancant software informatic dels compostos organics als

cromatogrames:
n-Alcans
Abreviacio Férmula FEE Temps de
Connpest (LA utilitzada quimica e retencio
(u.m.a)
Trideca C13 CizHog 184 11,224
Tetradeca Cl4 Ci4H30 198 13,381
Pentadeca C15 CisHao 212 15,435
Hexadeca C16 CieHas 226 17,412
Heptadeca C17 Cy7H36 240 19,297
2,6,10,14-Tetrametihexadeca Phy(Phytane) CyoHao 282 19,394
Octadeca C18 CigHag 254 21,080
2,6,10,14-Tetrametilpentadeca Pri (Pristane) C1oH4g 268 21,170
Nonadeca C19 Ci9Hao 268 22,798
Icosa C20 CaoHaz 282 24,438
Henicosa c21 CoiHays 296 25,976
Docosa C22 CaoHae 310 27,487
Tricosa Cc23 Co3Hag 324 28,908
Tetracosa Cc24 CosHso 338 30,277
Pentacosa C25 CosHso 352 31,620
Hexacosa C26 CoeHss 366 32,866
Heptacosa c27 Co7Hs6 380 34,126
Octocosa C28 CagHsg 394 35,315
Nonacosa C29 CooHgo 408 36,464
Triconta C30 CsoHez 422 37,562
Hentriconta C31 CsaiHea 436 38,647
Dotriconta C32 CaoHes 450 39,681
Tritriconta C33 CazHes 464 40,688
Tetratriconta C34 CasH7o 478 41,696
Pentatriconta C35 CasH7o 492 42,626
Hexatriconta C36 CaeH7a 506 43,556
n-Alcanols
Abreviacio Férmula PEe Temps de
Connpest (LA utilitzada quimica e retencio
(u.m.a)

1-hexadecanol C160H C16H340 242 23,715
1-heptadecanol C170H C17H360 256 25,265
1-octoadecanol C180H C1gH3s0 270 26,776
1-nonadecanol C190H C1oH400 284 28,197
1-eicosanol C200H C,oH40 298 29,592
1-heneicosanol C210H C,1H4.0 312 30,910
1-docosanol C220H C,oH460 326 32,202
1-tricosanol C230H C,3H480 340 33,429
1-tetracosanol C240H Cy4H50,0 354 34,643
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1-pentacosanol C250H CysH5,0 368 35,780
1-hexacosanol C260H Cy6Hs5,0 382 36,916
1-heptacosanol C270H C,7Hs60 396 37,988
1-octacosanol C280H CogH550 410 39,048
1-nonacosanol C290H CooHg0O 424 40,107
1-triacontanol C300H C3oHg20 438 41,050
1-henetriacontanol C310H C31Hg20 452 41,993
1-dotriacontanol C320H C3,HgO 466 42,910
1-tritriacontanol C330H C33HgsO 480 43,814
1-tetratriacontanol C340H CasH700 494 44,809
n-Alcanoic acids
Abreviacio Férmula PEe Temps de
Connpest (LA utilitzada quimica e retencio
(u.m.a)

Acid dodecanoic C12COOH C12H2405 200 18,329
Acid tetradecanoic C14COOH C14H2505 228 21,842
Acid pentadecanoic C15COOH C15H3005 242 23,483
Acid cis-9-hexadecaenoic A. palmitelaidic C16H300> 254 24,878
Acid hexadecanoic Acid palmitic C16H3,0, 256 25,059
Acid heptadecanoic C17COOH C17H3405 270 26,750
Acid 9,12-octadecadienoic C18COOH:2 C1sH305 280 27,513
Acid trans-9-octadecaenoic C18COOH:1 C1gH3405 282 27,603
Acid cis-9-octadecaenoic Acid oleic C1sH340, 282 27,707
Acid octadecanoic Acid estearic C1sH360- 284 28,017
Acid nonadecanoic C19COOH C1oH3505 298 29,412
Acid icosanoic Acid araquidic CaoH400> 312 30,742
Acid henicosanoic C21COOH C,1H405 326 32,034
Acid docosanoic C22COOH C,oH4405 340 33,300
Acid tricosanoic C23COOH C23H4605 354 34,488
Acid tetracosanoic C24COOH C,4H4505 368 35,663
Acid pentacosanoic C25COOH Cu5H5005 382 36,774
Acid hexacosanoic C26COOH C,6Hs505 396 37,872
Acid heptacosanoic C27COOH C,7Hs5405 410 38,944
Acid octocosanoic C28COOH CosHs605 424 39,965
Acid nonacosanoic C29COOH C2oHs505 438 40,959
Acid tricontanoic C30COOH C30Hg002 452 41,915
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Taula A2: Quantitat de mostra pesada per a I'extraccio.

Mostra Pes (9)
AM 10,11
CA 10,40
CAR 11,00
CAR-M 10,10
CAY 10,08
CER 10,07
CER-B 10,43
cov 10,02
E 10,21
ER 10,05
EST 10,12
MA 10,65
Ml 10,22
MO 10,01
oL 10,05
RE 10,22
SAL 10,02
SAN 10,01
SAN-C 10,02
TA 10,01
TO 10,22
ZA 10,11
Z0O 10,01
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Taula A7: Pesos enregistrats en les diferents etapes de determinacio del LOI (g):

Pes safata (g) Pes fresc (g) Pes sec (g) HE c((ga?dres LOI (%)
Replica 1
AM 1,1561 1,0199 2,1355 2,0581 3,62
CA 1,1743 1,0078 2,1489 2,0907 2,71
CAR 1,1679 1,0103 1,5956 1,4500 9,13
CAR-M 1,1554 1,0129 2,1217 2,0530 3,24
CAY 1,1645 1,0157 2,0302 1,8112 10,79
CER 1,1643 1,0090 2,1026 1,7396 17,26
CER-B 1,1737 1,0157 2,1745 2,1241 2,32
Ccov 1,1616 1,0089 1,8361 1,7180 6,43
E 1,1645 1,0078 2,1282 2,0097 5,57
ER 1,1623 1,0127 1,8951 1,7761 6,28
EST 1,1582 1,0153 2,1319 2,0952 1,72
MA 1,1653 1,0043 2,1574 2,1268 1,42
M 1,1772 1,0194 2,1883 2,1290 2,71
MO 1,1711 1,0013 2,0591 1,9078 7,35
oL 1,1642 1,0151 2,1640 2,1085 2,56
RE 1,1644 1,0090 2,0620 2,0043 2,80
SAL 1,1692 1,0002 2,1542 2,0917 2,90
SAN 1,1631 1,0082 2,0603 1,9467 5,51
SAN-C 1,1801 1,0102 2,1597 2,0564 4,78
TA 1,1647 1,0116 2,1392 2,0153 5,79
TO 1,1670 1,0035 2,0823 1,9230 7,65
ZA 1,1609 1,0127 2,1341 2,0759 2,73
Z0 1,1692 1,0238 2,1598 2,1144 2,10
Replica 2

AM 1,167 1,0005 2,1236 2,0439 3,75
CA 1,1673 1,0004 2,1305 2,0779 2,47
CAR 1,162 1,006 1,5874 1,4454 8,95
CAR-M 1,1592 1,0079 2,1226 2,0482 3,51
CAY 1,1735 1,0098 2,0374 1,8297 10,19
CER 1,17 1,0032 2,0968 1,6944 19,19
CER-B 1,1503 1,0067 2,1462 2,0978 2,26
Ccov 1,1741 1,0054 1,8362 1,7273 5,93
E 1,1682 1,0041 2,1265 1,9996 5,97
ER 1,1639 1,0025 1,8885 1,7714 6,20
EST 1,1656 1,0049 2,1212 2,0906 1,44
MA 1,1636 1,003 2,1529 2,1258 1,26
M 1,1594 1,0028 2,1534 2,094 2,76
MO 1,1763 1,0092 2,0595 1,9017 7,66
oL 1,161 1,0021 2,1454 2,0938 2,41
RE 1,169 1,0021 2,0398 2,0044 1,74
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SAL 1,1605 1,0048 2,1483 2,0755 3,39
SAN 1,1547 1,005 2,0464 1,9214 6,11
SAN-C 1,1632 1,0077 2,1415 2,0402 4,73
TA 1,1721 1,0082 2,1437 2,0153 5,99
TO 1,1643 1 2,0693 1,901 8,13
ZA 1,1649 1,0036 2,1199 2,0688 2,41
Z0 1,1622 1,0082 2,1344 2,0998 1,62
Replica 3
AM 1,1809 1 2,1409 2,0588 3,83
CA 1,1645 1,0033 2,1301 2,0829 2,22
CAR 1,17 1,003 1,5907 1,4495 8,88
CAR-M 1,1554 1,0063 2,1178 2,0308 4,11
CAY 1,1748 1,0003 2,027 1,825 9,97
CER 1,1647 1,0051 2,089 1,7042 18,42
CER-B 1,168 1,007 2,1663 2,1136 2,43
Ccov 1,1566 1,002 1,8482 1,7266 6,58
E 1,165 1,0051 2,1221 1,996 5,94
ER 1,1615 1,0018 1,8791 1,7669 5,97
EST 1,17 1,0037 2,1261 2,097 1,37
MA 1,1741 1,0025 2,16 2,1308 1,35
M 1,1654 1,0061 2,1595 2,101 2,71
MO 1,1635 1,0033 2,0391 1,8796 7,82
oL 1,1678 1,0036 2,1524 2,0938 2,72
RE 1,1618 1,0025 2,0291 1,9905 1,90
SAL 1,1589 1,0001 2,146 2,0818 2,99
SAN 1,1782 1,0075 2,0698 1,9383 6,35
SAN-C 1,1631 1,0012 2,1352 2,0414 4,39
TA 1,1651 1,0071 2,1381 2,0201 5,52
TO 1,1652 1,0026 2,0754 1,9184 7,56
ZA 1,1657 1,0007 2,1205 2,0655 2,59
Z0 1,1714 1,0097 2,1406 2,1039 1,71
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