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Abstract

Nowadays, plastic is a very common material that can be found in many
different areas. In agriculture, there is a wide range of uses such as mulching.
The term mulch refers to the plastic film that is used to cover crops.

Since plastic waste disposal causes environmental pollution, a biodegradable
alternative has been created to reduce the impact on the planet. But do these
biodegradable plastics have any effect on the crops?

The aim of this project was to prove the ecotoxicity of biodegradable mulches.
First of all, you will learn about the history of plastics and the description and
the application of mulches. Secondly, you will find the results of an experiment
carried out to study the development of a species of lettuce cultivated in an /n
vitro medium that contains a plastic compound.

In other words, with this research project, an unknown side of plastics has
been discovered.
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0. Introduccio

L'home, com a habitant dominant de la Terra, no s'adapta a les condicions del
medi que I'envolta. Al contrari, fa les modificacions necessaries per no només
garantir la seva supervivencia sind també per viure de la millor manera
possible.

En I'ambit de Iagricultura, els plastics permeten alterar els parametres
convenients per aixi crear un espai amb les condicions Optimes pel
desenvolupament d’'una determinada espécie vegetal en funcid dels beneficis
que aporta a I'home.

Ultimament, la tendéncia recau sobre la sostenibilitat cosa que ha fet que els
investigadors busquin alternatives ecologiques per reduir els impactes
provocats.

La principal causa del creixement de l'interés per materials alternatius és el
problema que planteja la gestid de residus inorganics i el perill per la fauna
silvestre que presenten les deixalles plastiques convencionals.

Es per aixd que han sorgit els films biodegradables que tenen la propietat de
ser eliminats en el mateix terreny de cultiu cosa que minimitza la contaminacio.

Ara bé, quin és l'impacte sobre I'especie vegeatl? Tenen algunes conseqiiencies
negatives que afectin el seu desenvolupament?

Aquest treball pretén esbrinar si els encoixinats biodegradables que s'utilitzen
en els camps, tenen algun efecte nociu sobre les plantacions.

La primera part del treball, conté la informacié teorica extreta majoritariament
de la xarxa. A més a més, vaig poder accedir a bases de dades, com SCOPUS, a
partir de la Universitat de Lleida i descarregar en format digital articles referents
als films biodegradables.

En primer lloc, es fa una visié global sobre els usos dels plastics al llarg de la
historia.
Després, s'emfatitza en els mulch i es presenta |'alternativa ecologica al voltant

de la qual gira I'experiment posterior.

La segona part d'aquesta recerca engloba |'experiment realitzat a les
instal*lacions del Departament d'Hortofructicultura de I'Escola Tecnica Superior
d’Enginyeria Agraria (ETSEA) de Lleida.
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Aqui, es presentaran els passos seguits per conduir I'experiment que vaig
executar al llarg dels mesos de juliol i agost. En ell, vaig observar els efectes
sobre plantes d’enciam Lactuca sativa cv. Trocadero cultivades in vitro en un
medi amb presencia de dos dels compostos més comuns dels films
biodegradables, I'acid adipic i I'acid succinic.

Seguidament, s’han recopilat i interpretat els resultats que confirmen la meva
hipotesi: els encoixinats biodegradables son toxics per la planta i, per tant,
tenen una influéncia negativa en el seu creixement.

La tercera part mostra les conclusions a les quals podem arribar mitjancant la
informaci6 de la primera part i també a partir de les dades obtingudes un cop
finalitzada la practica.

En darrer terme, s’adjunta la bibliografia consultada i I'apartat d’annexos on s'hi
poden trobar els protocols seguits per realitzar el marc experimental.

El que em va dur a realitzar aquest estudi va ser la curiositat i a la vegada les
ganes de demostrar 'omnipreséncia de la contaminacio i que, per molt que ho
intentem ignorar, tot apunta a que té un origen antropogenic.

A més, era l'oportunitat perfecta per coneixer les tasques de treball d'un
laboratori i també exposar que el fet que el plastic sigui un material ampliament
utilitzat i molt coml no ens permet assumir que sigui totalment beneficids.

La principal dificultat que em vaig trobar durant I'evolucio del treball va ser
I'exigéncia que demana el marc practic, és a dir, el treball al laboratori.

Per una banda, no havia realitzat mai cap experiment d'aquesta envergadura i
vaig haver d’aprendre les tasques a seguir per realitzar un cultiu /n vitro.

Per una altra banda, la limitacié del temps va fer que la recerca se centrés en
els mesos d'estiu i, per tal d’observar I'evolucid i creixement de les plantules,
havia de desplacar-me a diari durant gairebé dos mesos per tal de compilar el
maxim de dades possible.
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Com tota investigacio, a l'iniciar el treball de recerca em vaig proposar una serie
d'objectius generals.

Des del moment en qué vaig comencar a plantejar-me un tema, tenia molt clar
que volia realitzar alguna practica en un laboratori. Majoritariament, perquée
depenent de la impressid final, em podria ajudar a decidir la carrera
universitaria que vull cursar.

També m’ha permeés formar part d’'un equip d'investigacio i veure el metode de
treball i les tasques que es realitzen per tal de demostrar una determinada
hipotesi.

Compostos
Nocius

Cultius
afectats

L'amenaca fantasma
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1. Marc teoric

1.1 Visio historica

El primer moment historic en que I'home controla el clima d'un entorn, va ser
en época romana. Concretament, durant el govern de I'Emperador Tiberi (14 —
37 d.C). La idea va sorgir de la recomanacio del metge de Tiberi de menjar un
cogombre al dia. Per aix0, els seus jardiners van haver de desenvolupar un
metode de cultiu de manera que I'Emperador es trobés un cogombre al plat
cada dia de l'any. Aquest sistema consistia en col*locar les plantes sota unes
estructures cobertes de teles impregnades d'oli, que rebien el nom de
“specularid’, o bé amb lamines de mica.

Uns segles més tard, el segle XIII, a Italia apareixen els primers hivernacles
moderns que sén de vidre. Aquest microclima servia per protegir les plantes
exotiques que els exploradors i investigadors portaven. D'aquesta manera, es
podien conservar i seguir cultivant lluny de les seves terres d'origen. Aquest
experiment, va ser rapidament estes sobretot cap a Holanda i Anglaterra.

Tot i la innovacié i l'admiracid vers aquests productes estrangers, es van
comencar a manifestar dificultats. En concret, aquestes estructures requerien
molta feina per ser tancades durant la nit i durant I'hivern, és a dir, eren dificils
de ser aillades de les temperatures exteriors i mantenir un nivell térmic adequat
era una tasca complicada.

Arreu del continent europeu, els hivernacles rebien diversos noms. Per
exemple, els anglesos a vegades els coneixien com “conservatoires” perque la
seva funcié era la de conservar les plantes i a Franca els primers hivernacles
s'anomenaven “orangeries’ ja que s'utilitzaven per protegir els tarongers de les
gelades.

Al segle XIX, destaca I'hivernacle dels “Kew Garderns”, a Anglaterra, que era un
exemple de conservatoire victoria.

Al segle XX, sobretot després de la Segona Guerra Mundial, el desenvolupament
economic va impulsar la construccié d’hivernacles de vidre. Holanda va superar
les 5.000 hectarees a mitjans del segle XX, amb cultius especialment dedicats a
la tomata.

La substitucié del vidre per un material més resistent i economic no es va fer
fins a meitat del segle XX.

Aixi, podem afirmar que la utilitzaci6 de plastics en el mén agrari és
relativament recent.
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1.2 Plastics per Us agricola

1.2.1 Actualitat

Les dades que es tenen dels primers plastics utilitzats en el camp de
I'agricultura, sén de I'any 1948 quan el professor E.M. Emmert de la Universitat
de Kentucky, als Estats Units, no tenia prou diners per comprar-se un
hivernacle de vidre i va decidir utilitzar una estructura de fusta coberta per film
d’acetat de cel*lulosa que més tard va substituir per film de polietilé.

A Espanya, els primers hivernacles de plastic es van instal*lar el 1958 a les Illes
Canaries i no es van estendre per la Peninsula fins I'any 1965.

Un cop consolidats, aquests films han tingut una funcid que ha revolucionat
I'antiga concepcid de les terres de cultiu: han fet possible que una zona
desertica i aparentment improductiva es converteixi en un terreny que aporta
aliments i beneficis economics.

Un exemple molt clar i recent és el de la provincia d’Almeria, al sud d’Espanya.
Abans era coneguda pels seus deserts i servia de zona de rodatge per les
pel-licules “western” caracteritzades per extenses terres arides. Actualment, la
situacié ha canviat completament i hi ha una gran concentracié d’hivernacles
convertint-se aixi en un model de desenvolupament agrari a nivell mundial.

Fig. 1.1: Evolucid de la zona d’El Ejido, a Almeria en 28 anys’

1984

2012

! Imatges satel-lit extretes de Google Earth Engine
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Des de llavors, els plastics han experimentat una expansid geografica
significativa i han deixat el vidre en un segon pla ja que és emprat

majoritariament com a material que garanteix un tancament o aillament total.

L'any 2012, es va enregistrar una produccié de plastics mundial de 256 milions
de tones distribuida en diferents paisos segons el diagrama de sectors segiient:

Llatinoameérica; 4%

l Japo; 5%

Regne Unit; 20/0/
Italia; 2%

Espanya; 2%
Benelux; 3%

Fig. 1.2: Produccié mundial de plastics per pais o regic

2 Ménica CONDE, Presente Futuro de la Industria del Plastico (2012)

11
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Segons un balang publicat I'Octubre de 2013 per PlasticsEurope?, les aplicacions

amb fins agraris representen un 4,20% de la demanda total de plastics a nivell
europeu.

Agricultura; 4

4,20%

Electronica
5,50%

Automobilistica;
8,20%

Fig.1.3: Demanda europea de plastics lany 2012 respecte un total de 45.9 milions de
tones

A Espanya, lI'any 2012 un 5,80% de la produccié de plastic era destinada al
camp de I'agricultura.’

A més a més, son presents en gairebé tots els ambits de l'agricultura i
I'horticultura ja que la varietat de productes és enorme.

® Plastics — The Facts 2013 (2013)
* Dades facilitades per I'associacio europea PlasticsEurope

12
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1.2.2 Principals aplicacions

Quan parlem dels usos d'aquests polimers no ens referim només a la coberta
d’estructures com serien els microtunels o els macrotinels. Es a dir, no estan
limitats a un Unic periode del desenvolupament de la planta.

Aixi, podem trobar-ne durant el cultiu, com els sistemes de reg o bé com a pas
previ a la seva comercialitzacié, que seria el cas de I'embalatge.

Dins la diversitat de productes i finalitats, en destaquen dues per la seva
presencia arreu del mén: els hivernacles i el mulching.

1.2.2.1 Hivernacles

La gran majoria de la produccié de plastics agricoles, és destinada a formar
estructures cobertes per films conegudes com hivernacles. Entre d‘altres, la
seva finalitat és la d'allargar la temporada de cultiu ja que si fos a l'aire lliure es
veuria condicionada i limitada pels fendomens meteorologics.

A nivell de situacid geografica, estan concentrats en dues zones: el 80% es
troba a I'Orient Llunya on destaquen la Xina, el Japd i Corea i un 15% és a la
zona mediterrania.

Enrique Espi®>, expert que es dedica sobretot a desenvolupar projectes
relacionats amb plastics per usos agraris a I'empresa petroquimica Repsol YPF,
publica I'any 2006 un article on constata que l'area coberta d’hivernacles ha
anat augmentant a una mesura d'un 20% cada any durant I'Ultima decada.
Aquest creixement és remarcable al continent africa i a I'Orient Mitja.

L'exemple més eminent és el de la Xina que ha crescut de 4.200 hectarees |'any
1981 a unes 1,250 milions enregistrades I'any 2002. Aix0 significa una crescuda
d’'un 30% per any. Aixi, si excloem aquest pais, la superficie mundial coberta
per hivernacles es pot calcular de 350.000ha.

També destaca la provincia d'Almeria per la seva gran concentracid
d’hivernacles situant-se aixi en la primera posicié a nivell mundial. Aixd suposa
un creixement economic important. Durant la campanya de I'any 1975 es van
aconseguir 57 milions d'euros una xifra sobrepassada pels 1.443 milions
registrats en la campanya 2006-2007.

Aix0 significa una produccid total de 2.841 milions de tones, 1.512 milions de
les quals es van exportar principalment a la Unié Europea.

Dins la distribucid del terreny, trobem unes 53.800 hectarees, que equivalen al
88% de la superficie, dedicades al cultiu d'hortalisses (tomata, pebrot,

® Enrique ESPI et al., Plastic films for agricultural applications (2006)

13
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cogombre, mongeta verda, maduixa, meld, sindria, alberginia, carabassé i
enciam, en ordre descendent d'importancia). La produccid de flors,
principalment clavells i roses, i la de plantes ornamentals ocupa el 5% de |'area
coberta. El platan és el principal cultiu en arbres sota plastics i ocupa la resta de
la superficie.

Aquest sector déna treball de manera directa a 45.100 persones de la provincia
d’Almeria dins les quals 21.300 sén estrangeres.

De manera global, el volum total de plastics destinats a la produccio
d’hivernacles és d’'un milio de tones I'any.

1.2.2.2 Mulching

El mulching és la segona aplicacid més important dels plastics per Us agrari
després de la mencionada en I'apartat anterior. Consisteix en posar un fi/m prim
de plastic directament sobre el terra o les plantes en els primers estadis de
creixement.

D’aquesta manera es pot modificar I'entorn al qual es veuen sotmesos els
vegetals.

Gracies al seu efecte aillant, ajuda a millorar la qualitat i la quantitat de les
collites.

L'any 1999, es van enregistrar més de 30 milions d'acres, que equivalen a unes
12 milions d’hectarees, de terrenys agraris arreu del mén coberts de muich.

Des de llavors, el seu Us continua sent important i ha augmentat
considerablement.

14
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1.2.2.2.1 Valoracio

A continuacio, es mostraran els avantatges i els desavantatges de I'Us de mulch
en els conreus tot fent una valoracio de la influéncia que té sobre les plantes i
sols.

Els mulch influencien positivament sobre el terreny i els cultius en els
seglients aspectes:

= Actuen com una barrera fisica que ajuda a mantenir unes condicions de
temperatura i humitat del sol determinades

= Optimitza els recursos hidrics perqué redueix I'evaporacié de I'aigua del
sol i, per tant, la seva dessecacio

» Impedeix el creixement de les males herbes ja que evita que la radiacio
lluminosa fotosintéticament activa penetri sota el plastic. Aixo afavoreix
un cultiu més ecologic perqué redueix I'is d’herbicides

» Redueix determinades plagues d'insectes

» Garanteix una eficient absorcié dels nutrients presents en els fertilitzants.
D’aquesta manera, aquests no sén enduts per l'aigua de la pluja i no
s'evaporen per l'accié del sol

= Conserva l'estructura del sol i aixi n'evita I'erosio

= Millora la gesti6 de I'aigua, un aspecte important en arees amb recursos
hidrics limitats, i aporta I'aigua de les precipitacions de manera gradual a
mesura que va passant pels porus. Aix0 és important perqué no s’inundi
el sol

= Protegeix les collites de la contaminacio del sol

» Millora I'aspecte i la qualitat dels fruits perqué evita que arribin a estar
en contacte directe amb el terra

» L'augment de la temperatura a la zona de les arrels permet plantacions
primerenques i , per consegiient, collites precoces. Per tant, és possible
cultivar fora de temporada

15
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Fig. 1.4: Rendiment prematur de varietats de tomaquet cultivades amb i sense mulct’

D’altra banda, també cal destacar els efectes no favorables que comporta el
fet de cobrir les plantacions amb aquets plastics:

= Poden provocar un excés de la temperatura del sol
= Perque sigui efectiva, la seva retirada ha de ser manual
» El cost economic és elevat

El principal problema és el de I'eliminacié d’aquests #ilms.

Primerament, cal tenir en compte que si es volen retirar d'un camp extens, és
necessari I'is de maquinaria. Ara bé, el procés és de cost elevat perque retirar
una hectarea coberta de polietile val entre 200 i 400€ i a més, el plastic es pot
trencar i deixar residus que persisteixen a la parcel*la.

A més a més, cal adonar-se del problema mediambiental que suposa la seva
acumulacié a llarg termini. Ja sigui la dels fragments trencats que resten en el
terreny com la de les grans masses de plastics quan deixen de ser Utils. Sigui
quina sigui la rad, si es conserven molt de temps en un espai determinat a l'aire
lliure, acaben contaminant el sol sobre el qual es troben. Cal recordar, que el
plastic és un dels materials que triga més a degradar-se i per aix0 es recomana
un reciclatge correcte.

L'horticultora Sarah Limpus, del Departament d'Agricultura del Govern de
Queensland (Australia), afirma que quan I'encoixinat de polietile deixa de tenir
utilitat, comporta un problema pels -cultivadors i un greu problema
mediambiental.

“L’eliminacid dels mulch esta esdevenint insostenible a Australia on s’estan
prenent mesures governamentals que rebutgen, restringeixen o apugen els
costos per manejar els residus” diu ella.

® Jesus MARTINEZ, Acolchado en hortalizas.
16
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En definitiva, ecologicament parlant, els mulch sén un impacte. Cada any, se
n‘utilitza un milid6 de tones internacionalment que s'acumulen a conseqgiiéncia
d’'una eliminacié inadequada.

Per exemple, els pagesos no duen els plastics usats a les deixalleries adequades
perque es requereix que estiguin nets i sense rastre de terra. Aix0 suposa una
despesa econdmica, energética (perque cal aigua) i de ma d'obra que duu als
agricultors a acumular les restes en el seu terreny.

Fig. 1.5: Camps de cultiu del Segria

1.2.2.2.2 Classificacio

Actualment, podem trobar diversos tipus de mulch al mercat. El criteri seguit
per fer-ne la distincid es basa en les seves propietats i en la seva coloracio.

En general, el més utilitzat és el de polietilé negre perd també en podem trobar
d‘altres.

La taula adjuntada a continuacié mostra el grau d'eficacia dels films en funcid
del pigment present en la seva composicio:

Temperatura del sol Control
Absorci6 Capacitat | Capacitat de Males Plagues
radiacions d’escalfar refredar herbes
Natural Alta Baix
Negre Alta Alta Excel'lent
Plata Alta Alt
Blanc i negre Alta Alta Alt Alt
Plata i negre Alta Alta Excel'lent Alt

Fig. 1.6: Propietats de diferents tipus d‘encoixinats

17
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Es molt freqlient trobar una combinacié de colors. Aquest seria el cas de
I"Gltima fila de la Figura 1.6 on es combina el color alumini amb el negre. A la
part exterior trobariem el platejat, que protegeix les plantules d’atacs virics i
garanteix una activitat fotosintética maxima perqué millora la difusio dels rajos
solars cap a totes les fulles, i la part interna de color negre controla el
creixement de les males herbes.

18
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1.3 Mulch biodegradables: |'alternativa

Tal i com es menciona en |'apartat anterior, la gestié inadequada dels residus
plastics és un problema en augment.

Per tal de frenar aquest impacte, s’ha dut a terme una serie d'estudis a finals
del segle XX en que es proposava la substitucié del plastic tradicional per un de
biodegradable amb la finalitat de reduir la contaminacio.

Els plastics biodegradables sén aquells que son susceptibles a ser degradats
pels microorganismes com poden ser bacteris o altres agents biologics.

Una vegada conclosa la vida del plastic, els productes finals obtinguts sén
aigua, dioxid de carboni, meta i eventualment residus no toxics pel medi
ambient.

Per tant, el material es desintegra i només cal llaurar el terreny perque les
restes desapareguin.

Des d'una perspectiva ecologica, la millor manera de desfer-se d’'un material no
és ni el reciclatge ni la reutilitzacid. L'opcié més respectiva amb el medi ambient
és la reduccid. Aquesta és la que es vol aconseguir amb aquest plastics
degradables.

Els primers plastics biodegradables estaven fets per materials provinents d'Italia
fabricats a partir de productes naturals. Per exemple, de mid6 de blat de moro.

Actualment, no tenen una composicido 100% natural. Siné que tenen una part
natural i una de sintética perque s'hi han afegit uns additius.

La primera part es pot obtenir a partir de resines naturals o sintétiques:

= Resines naturals o biopolimers. La seva base son recursos renovables
com el midd i la cel*lulosa. A més, també poden provenir de proteines i
pectines, polimers de I'acid lactic que prové de la fermentacio.

= Polimers sintéetics. Tenen l'origen en el petroli i altres productes que
inclouen polimers de poliéster i polietile.

Per tal d’unir les cadenes de carbonis que sén la base dels plastics, és essencial
el paper dels compostos.
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Els compostos quimics més habituals son:

= Acid adipic (CsH1004)

= Acid succinic (C4H1604)
= 1,4 —Butandiol (C4H1007)
» 1,6 Hexandiol (C5H1402)
= Acid azelaic (CoH1604)

» ACid sebacic (C10H1804)
= Acid tereftalic (CsHsO)

= Acid lactic (C3HgO3)

La quantitat exacta d'aquests compostos present en els plastics és desconeguda
ja que no s’especifica en el producte comercial.

La matéria primera Mater-Bi que procedeix del midd del blat de moro i altres
olis vegetals, és la base de la majoria dels 7ilms biodegradables.

A més a més daquesta base, s’hi poden afegir additius per modificar altres
factors, com el color de I'encoixinat.

Des d’un punt de vista economic, aquests films sén aproximadament de dues a
tres vegades més cars que els de polietile convencionals. De mitjana, i sense
incloure les taxes d'enviament, cada acre de terra que es vol cobrir amb muich
biodegradable val uns $550 mentre que el tradicional en val uns 220. Ara bé,
s’ha de tenir en compte que a I'Ultim cas, s'hi ha d'afegir els costos per retirar
els plastics del camp.

Tenen l'avantatge que per la seva aplicacid es pot utilitzar la mateixa
maquinaria que pels plastics normals, ja que encara que presentin unes
propietats mecaniques inferiors a les del polietile, son suficientment resistents.

S’ha de tenir en compte que hi ha alguns aspectes en que son més debils. No
només la seva composicié quimica sind també factors com:

» Les condicions ambientals i els parametres climatics com les
precipitacions, la temperatura o la radiacié dels rajos ultraviolats. Per
tant, és important I'epoca de cultiu perqué aquests parametres varien
segons les estacions de I'any

= Condicions d'emmagatzematge, és a dir, abans d‘aplicar-se al camp

= Espessor i color del producte

» Presencia d'éssers vius que poden degradar la matéria abans del temps
desitjat

» El contacte amb el terra és important perque com més elevat sigui, més
rapida és la descomposicid. Posem per cas, els cultius de pebrot o
alberginia estan elevats del sol. El cas contrari seria el de les maduixes.
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Els mulch biodegradables fan les mateixes funcions que els tradicionals i no
alteren el producte pel que fa a la quantitat i a la qualitat. Si observem els
residus restats en finalitzar el cultiu, veiem que la part que ha quedat enterrada
es descompon i la resta és facil de retirar.

Les idees aportades en aquest apartat coincideixen amb les conclusions d’un
estudi liderat pel professor Mathieu Ngouajio del Departament d'Horticultura de
la Universitat de Michigan realitzat I'any 2009 que demostra que els muich
biodegradables presenten les segiients millores respecte els tradicionals:

e Es degraden completament al terreny
e Suporten la pressio de ser aplicats als camps mitjancant maquines

En addicid, Sarah Limpus confirma: “Després d’'un procés d‘activitat microbiana,
|"alternativa ecologica es degrada completament en aigua, carboni i biomassa”.

Tot producte comercial, ha de complir els requisits establerts en el document
oficial de la Norma Europea EN 13432’ del Setembre de I'any 2000. En I'apartat
sobre els envasos i embalatge perqué aquests siguin acceptats i es puguin
llengar al mercat.

Per que un envasat o embalatge sigui acceptat i pugui llangar-se al mercat, s’ha
de fer un estudi sobre els seus efectes ecotoxics.

La norma estableix: “Es considera adequat qualsevol substrat si permet la
germinacié normal de les llavors i el creixement de la planta”.

" UNE-EN 13432 és la versio espanyola oficial de la Norma Europea EN 13432
21



L'amenaga fantasma | 2013

1.4 Estudi previ

L'any 2003 Anu Kapanen, Olli Venelampi, Minna Vikman i Merja Itdvaara van
dur a terme un estudi titulat “"Testing the ecotoxicity of biodegradable plastics”.

El seu objectiu principal era mostrar que no es pot comercialitzar cap producte
que alliberi substancies nocives al medi ambient durant la seva degradacio.

Els materials biodegradables emprats en I'agricultura passen directament al sol.
En canvi, els que s'utilitzen per altres aplicacions com I'embalatge, sofreixen un
procés de compostatge abans de ser introduits al medi ambient en forma de
fertilitzant.

Per evitar I'acumulacié de substancies perjudicials, els materials biodegradables
i els seus additius han de ser avaluats juntament amb la seva toxicitat.

Les mostres que es van escollir per realitzar aquest experiment provenien de
plantes de compostatge municipals i es van classificar en funcié del temps
transcorregut des de l'inici de la degradacid (menys de tres mesos, entre tres i
sis mesos i més de sis mesos).

Aquest procés es va dur a terme en un entorn amb una temperatura constant
de 58°C en el qual es mesurava la quantitat de CO, resultant per saber en quin
punt del procés de degradacié es trobava el compost.

Els resultats obtinguts van permetre concloure que els compostos immadurs, és
a dir, de menys de tres mesos de compostatge, eren toxics a diferéncia dels de
més de sis mesos.

També afegeix: “Quan la degradacid assoleix el 50%, que equival a 33 dies, és
el moment en que el nivell de toxicitat és més elevat i augmenta a mesura que

el procés prossegueix”.?

A més a més, els efectes es podien observar a simple vista.

D’aquesta manera es va poder demostrar la rellevancia d'avaluar I'ecotoxicitat
de productes biodegradables fabricats a gran escala per tal de confirmar-ne la
seva sostenibilitat i assegurar que no suposen un impacte mediambiental.

® Anu KAPANEN et al., Testing the Ecotoxicity of Biodegradable Plastics (2003)
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2. Marc practic

2.1 Hipotesi

Els compostos presents en els encoixinats biodegradables poden tenir
consequiencies negatives en el desenvolupament de la planta.

2.2 Variables

La variable independent d'aquest experiment és la concentracié del compost.
Aquesta és de 5, 50 o 500 mg/L de medi de cultiu.

Les variables dependents son:

» Periode de germinacio

» Pes sec final de la plantula

» pH final del medi

= Concentracié de clorofil*la final

» Prolina com a indicador d'estres

» Aspectes visuals com el color de les fulles i I'aspecte general de la
plantula

2.3 Introduccio

Per tal de demostrar la hipotesi plantejada hem de conduir un experiment en
quée la variable independent sigui la concentracié d'acid adipic o acid succinic
present en els mulch biodegradables.

Primerament, prepararem els tubs necessaris per cada tractament amb una
concentraci6 de compost diferent entre si i els farem una esterilitzacio
superficial.

A continuacid, cultivarem les llavors i les deixarem créixer en una camera
d’incubacio.

A mesura que va transcorrent el temps, prendrem dades tant quantitatives com
qualitatives, i farem fotografies per estudiar I'evolucio de la planta.

Finalment, elaborarem els resultats i arribarem a unes conclusions
determinades que confirmaran o no la hipotesi.
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Tots els protocols seguits, es poden consultar a I'apartat d’Annexos del treball.

Els objectius especifics que es volen complir amb la realitzacié d’aquest
experiment son dos.

El primer, és dissenyar un bioassaig mitjancant cultiu /n vitro que permeti fer un
seguiment precis i prolongat. Aixi podrem estudiar com determinats compostos
presents als encoixinats poden afectar el desenvolupament de les plantes i
especialment a aquelles especies que es cultiven habitualment amb plastics.

El segon, és analitzar i determinar l'efecte de dos compostos presents
habitualment en mulch biodegradable, concretament acid adipic i acid succinic,
en enciam (Lactuca sativa cv. Trocadero) a partir de l'assaig préviament
dissenyat.

Observar el
creixement i
evolucié

Medi MS
in vitro

Avaluar els
resultats

Afegir acid
adipic o
succinic

16h de llum Arribar a
i 210C conclusions

Llavors
Lactuca
sativa

— Confirmar
dincubacié hipotesi
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2.4 Desenvolupament de I'experiment

En primer lloc, prepararem uns 20 tubs de cultiu amb medi Murashige i Skoog
(1962), que és el més comu per fer cultius in vitro i ens servira com a control.
Seguirem el protocol establert® per realitzar tots els medis.

Després, prepararem 60 tubs de cultiu més que equivalen a 20 tubs per
concentracié de cada compost. Es a dir, 20 tubs amb 5mg/L de compost, 20
tubs amb 50mg/L i 20 més amb 500mg/L. Ara bé, per tal d'esterilitzar el medi
de cultiu, s’ha de posar a l'autoclau i escalfar-lo a alta pressio i durant un cert
temps.

Fig. 2.1: Autoclau

Aquest pas no es pot fer amb els compostos a analitzar perqué no consta que
suportin altes temperatures. Es per aixd que, un cop preparades les
dissolucions amb la concentracié d’acid corresponent, haurem de treballar dins
la cabina de flux laminar, que és un espai amb condicions esterils, on podrem
introduir els compostos als medis corresponents sense que hi hagi risc de
contaminacié. Aquest procés el farem amb una xeringa i un filtre estéril especial
per petites quantitats de liquids i abans que el medi se solidifiqui.

Fig. 2.2: Cabina de flux laminar Fig. 2.3: Xeringa i filtre

° Protocol adjunt a 'apartat Annexos
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Un aspecte important pel que fa al medi de cultiu és que el seu pH ha de ser
d’entre 5,7 i 5,8 ja que és el pH optim per quée I'absorcié dels elements minerals
sigui superior. Per defecte, aquest descendeix a 5,27 després de passar per
I'autoclau. Perd si mesurem el pH un cop afegit el compost observem que
aquest s’ha vist modificat. Concretament les variacions en comparacié amb el
control sén les seglients (Taula 1).

Taula 1: Variacio del pH en funcio de la concentracio del compost

Control Acid adipic Acid succinic
5 mg/L |50 mg/L|500 mg/L |5 mg/L|50 mg/L| 500 mg/L
pH inicial 5,70
pH despres | oo | 515 | 438 | 385 | 503 | 432 3,70
d’autoclavar
Diferéncia* | 0 0,09 | 0,89 1,42 | 0,24 | 0,95 1,57

* Diferéncia entre el control i el medi de cultiv amb acid adipic o succinic en les
concentracions respectives

Aquest és el primer problema que trobem. Per tal de corregir el pH, quan fem
el medi no I'ajustarem a 5,7 sind que ho farem a un valor més alt de manera
que en afegir I'acid corresponent, aquest descendira a un valor comu en tots els
tractaments que és 5,2.

El calcul realitzat és la suma del pH inicial (5,70) amb la diferéncia entre el pH
del control (5,27) i el pH després d'autoclavar (aquesta diferéncia correspon a
les dades de I'Ultima fila de la Taula 1). Aixi, sabem el valor que haura d‘indicar
el pH-metre abans d'introduir I'acid al medi de cultiu. Aquests valors son:

Taula 2: pH al qual ajustarem els medis de cultiu de manera que es corregeixin al pH
del control

Control Acid adipic Acid succinic
5mg/L | 50 mg/L | 500 mg/L | 5 mg/L | 50 mg/L | 500 mg/L
opH| 527 | 579 | 6,59 712 594 | 6,65 7.27
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Després d'aquesta modificacié, tornem a mesurar el pH per veure si els
resultats son els desitjats. Efectivament, el pH del medi amb preséncia de
compost és de 5,27 a excepcié dels tubs amb una concentracid de 500mg/L.
Farem de nou un estudi per determinar la quantitat de dissolucid de sosa
caustica (NaOH) 1IN que hem d‘afegir perque el pH es corregeixi com és
esperat.!”

A causa d'aquesta alteracid, decidim afegir tres tractaments més per cada acid
a l'experiment. En aquests, no es corregira el pH com es mostra en la Taula 2
sind que es deixara que descendeixi. Per tant, els valors d’aquests nous
tractaments seran els de la Taula 1. Aixo ho fem per determinar si els resultats
obtinguts s6n deguts a la presencia de compostos per se o a I'efecte combinat
que pugui tenir el compost i el descens del pH en el medi de cultiu provocat per
la seva presencia.

D'aquesta manera, el nombre total de tractaments per cadascun dels
compostos és de 7:

= Control

= Concentracié 5mg/L, pH corregit

= Concentracié 50mg/L, pH corregit

= Concentracié 500mg/L, pH corregit

= Concentracié 5mg/L, pH no corregit

= Concentracié 50mg/L, pH no corregit
= Concentracié 500mg/L, pH no corregit

Es va atribuir un nom a cada tractament perque a I'hora de presentar els
resultats es poguessin identificar facilment. Aquests son:

Taula 3: Nomenclatura emprada per referir-se als diferents tractaments

Acid adipic Acid succinic
Control 10 T0
[5] TA T1
pH ajustat [50] TB T2
[500] TC T3
[5] D T4
pH no ajustat [50] TE T5
[500] TF T6

1% per tal de corregir el pH dels medis de cultiu amb 500ppm d’acid adipic i succinic afegim:
= Acid adipic: 15,5 gotes de NaOH 1N
= Acid succinic: 2,5mL de NaOH 0,1N abans d’autoclavar i 8 gotes de HCI 0,1 N en veure
després d’autoclavar que el pH era massa acid
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Finalment, el pH dels diferents medis de cultiu en el moment en que es van
cultivar les llavors era:

Taula 4: pH del medi amb presencia dacid adipic i succinic, respectivament, en el
moment del cultiu

Acid adipic Acid succinic
TO 5,270 TO 5,270
TA 5,224 T1 5,247
B 5,189 T2 5,000
TC 5,203 T3 5,244
TD 5,178 T4 5,033
TE 4,390 T5 4,319
TF 3,760 T6 3,704

Una vegada hem obtingut els 14 medis distribuits en un total de 280 tubs de
cultiu, procedim a cultivar.

Primer de tot, distribuim els tubs en gradetes identificades amb la data de cultiu
i el tractament corresponent. A més a més, numerem els tubs per poder fer un
seguiment més precis.

A continuacid, preparem tot el material que necessitem i seguim les instruccions
del protocol i les mesures de seguretat™’.

Comencem amb el cultiu a la cabina de flux laminar introduint dues llavors
d'enciam de l'especie Lactuca sativa cultivar Trocadero i préviament
esterilitzades amb hipoclorit sodic'?, a cada tub.

Decidim cultivar llavors d’enciam perquée és un vegetal que es cultiva molt
freqlientment amb encoixinats i, a més, en assajos anteriors ha demostrat tenir
una alta sensibilitat. En canvi, altres espécies amb les quals es fan assajos
d’ecotoxicitat, com el blat de moro, sén molt més robustes i han demostrat
poca sensibilitat a determinats compostos.

Un cop finalitzat el cultiu, duem les gradetes a la camera d'incubacié on hi ha
les condicions adequades perqué creixin i es desenvolupin.

1112 hocuments adjunts a 'apartat Annexos
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Per tal de garantir uns bons resultats, s’han mantingut constants una série de
parametres que son homogenis en el sistema d’assaig. Aquests son:

» Temperatura constant: 21°C

» Fotoperiode: 16 hores de llum / 8 hores de foscor
= II'luminacié: aportada per fluorescents “Gro-Lux"*3
= Nutrients aportats (presents en el medi de cultiu)

= Especie de les llavors: Lactuca sativa cv. Trocadero

2.5 El medi de cultiu

El medi utilitzat pel cultiu de la planta esta format per diversos components:
sals, vitamines, aminoacids, sucres, reguladors del creixement, agar o gelatina
sintética com “Gelrite” i aigua. Aquests components realitzen una o més
funcions en el creixement /n vitro de la planta.

Existeixen diversos medis de cultiu que es diferencien per les quantitats
d’elements minerals, vitamines, sucres, etc. presents en la seva composicio.

Els elements minerals se solen classificar en macro-nutrients i micro-nutrients
en funcio de les necessitats de la planta per realitzar les funcions corresponents
(Taules 51 6).

'3 Els fluorescents “Gro-Lux” son especialment indicats pel cultiu in vitro de vegetals perqué
tenen una major quantitat de llum blava i vermella de longitud d’ona.
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Taula 5: Macro-nutrients presents en el medi de cultiu i les seves funcions™

Element Localitzacio Funcioé
Paret cel-lular Aporta resisténcia
Per exemple, a infeccions de fongs
Calci (Ca) Membrana plasmatica Dona estabilitat. Sense calci, es

desintegraria

Citosol

Es cofactor de reaccions enzimatiques

Fosfor (P)

Acids nucleics

Es essencial pel DNA i RNA perqué
forma part de la seva estructura

Bicapa lipidica

Esta formada per fosfolipids i estabilitza
la membrana

Metabolisme energeétic

Aporta energia a la planta amb les
molécules d’ATP

Regula el balang ionic i el pH.

Potassi (K) Cloroplast Participa en la fotosintesi
Els centres del fotosistema I i II (P700 i
Cloroplast P680) tenen magnesi. Per tant,
Magnesi participa en la fotosintesi
(Mg) ,
Citosol Es cofactor de reaccions enzimatiques
Citosol Osmoregulacié
Nitrogen (N) )
. Es un element indispensable per la
Citosol A .
sintesi de proteines
Sofre (S) Citosol Sintesi proteines i clorofil*la

4 Dades sintetitzades de Duchefa Biochemie B.V., Catalogue 2010-2012
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Taula 6: Micro-nutrients presents en el medi de cultiu i les seves funcions

Element Localitzacio Funcio
Bor (B) Paret cel*lular Participa en la lignificacié'®
Cloroplast Participa en la fotolisi de I'aigua al
fotosistema II
Fulles Regula l'obertura i tancament dels
Clor (CI) estomes
Regula el potencial osmotic dels vacuols
Vacuols i s'encarrega dels processos relacionats
amb la turgéncia
. . Es troba en la composicié d'aquestes
Citocroms, catalases i . .
. proteines que fan funcions importants,
peroxidases N
com el transport electronic
Ferro (Fe)
Contenen el 80% del ferro de la planta.
Cloroplasts S’encarrega de la biosintesi de la
clorofil*la.
Cobalt (Co) Tilacoides dels Funcié desconeguda
cloroplasts
El 50% de coure que contenen esta
lligat amb la plastocianina, un citocrom
Cloroplasts que uneix el PST amb el PS II
Per tant, una manca de coure implica
Coure (Cu) una reduccié de I'activitat fotosintética
Mitocondri Participa en la cadc‘ang de transport
electronic
Cloroplast Participa en la fotolisi de I'aigua al
Manganées P fotosistema II
(Mn) . . . L
Citosol Es cofactor de reaccions enzimatiques

1 Lignificacié: Procés en que les parets cel-lulars de les cél-lules vegetals acumulen lignina, un
polimer que confereix duresa i resisténcia
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2.6 Mesura de dades

En aquesta seccid es mostrara la manera en qué es van mesurar les dades, és a
dir, com es van obtenir els valors de les variables dependents.

2.6.1 Taxa de germinacio
La germinacid és I'emergéncia de la radicula®®.

Seguint aquest criteri, es va fer la primera mesura tres dies després del cultiu.

» Jyeae '\., \ ". vi
1 4| ,. 4

u&
IO\ | (R S

\m‘u

Fig. 2.4: Fotografia de /llavors germinades tres dies
després del cultiu

2.6.2 Pes sec
Primerament, es van elaborar un total de 280 sobres de paper de plata.

Aquests petits sobres es van deixar a I'estufa per eliminar la possible humitat.
Després, es van pesar en una bascula i es va anotar la seva massa perque ho
necessitariem per determinar el pes sec de la plantula.

Un cop passades tres setmanes des del cultiu, es van extreure les plantules dels
tubs i es van introduir a cada sobre individualment, incloent la radicula i les
fulles. Aquest procés es va repetir en un total de 10 tubs per tractament i, per
tant, 20 mostres d'espécie vegetal.

Per tal que es deshidratessin, es van deixar a I'estufa durant un minim de 24
hores. Passat aquest temps, es van pesar.

El calcul realitzat per determinar els pesos secs de les plantules és:

Pes sec = pes sobre amb plantula — pes sobre

Fig. 2.5: Bascula

. 04287 s
—

1% Victor LALLANA et al. (2002)
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2.6.3 pH final del medi

Per mesurar el pH del medi de cultiu, primer hem d’extreure la plantula amb
I'ajuda d’unes pinces i després utilitzar un aparell que és el pH-metre.

Fig. 2.6: pH-metre

CRISON

2.6.4 Concentracio de clorofil'la
Aquesta dada és donada en unitats SPAD per un aparell que rep el mateix nom.
A la part superior (A), en forma de pinca, és on es posa la fulla.

Com que mesura la concentracié de clorofil'les, com més verda sigui la planta
més alt sera el valor donat. Passara el contrari quan les fulles sén grogues.

MINSLA

Fig. 2.7: Aparell per mesurar la quantitat de clorofil*les de les
fulles en base de la seva coloracio verda (SPAD)

Tots els aparells que es mostren en aquest apartat son del Departament
d'Hortofructicultura de I'Escola Técnica Superior d’Enginyeria Agraria (UdL).
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2.7 Resultats i discussio

A continuacio es mostren els resultats obtinguts mitjancant les dades recollides.
Les dades de pes sec, pH, SPAD i prolina es van agafar tres setmanes després
del cultiu. La resta de dades s’han pres al llarg del temps de cultiu.

2.7.1 Taxa de germinacio

Acid adipic
pH ajustat
100 /W
g & /
:g 60 —
£ / —TA
E ® / B
= —_—
20
© —TC
0 T T T T 1
0 3 6 9 12
Temps (dies)
pH no ajustat
100
~ /
°\° ) /
28 60 —
g 1)
E ® —TE
& 20
—TF
0 T T T T 1

Temps (dies)

Figura 2.8: Evolucio del percentatge de germinacio de llavors d'enciam (Lactuca sativa
cv. Trocadero) cultivades in vitro en diferents medis. Tractaments i concentracio dacid
adijpic (mg/L): Td = 0; TAi TD = 5: TBi TE = 50; TCi TF = 500
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A partir d'aquestes grafiques observem que el tractament més afectat és I'F en
comparaci6 amb la resta que practicament tenen un 100% de germinacio
passats 12 dies.

En finalitzar I'experiment, és a dir, al cap de 24 dies, encara hi havia llavors que
no havien germinat cosa que ens permet afirmar que una alta concentracio
d’acid adipic altera el creixement del vegetal.

Acid succinic

pH ajustat

i, Y/ T
§ = %// o

Temps (dies)

PH no ajustat

100
S 80 /
‘0
g T4
& 20
—T6
0 T T 1

0 3 7
Temps (dies)

Figura 2.9: Evolucio del percentatge de germinacio de llavors d'enciam (Lactuca sativa
cv. Trocadero) cultivades in vitro en diferents medis. Tractaments i concentracio dacid
succinic (mg/L): TO =0, T1iT4 =5 T2/ T5 =50, T3/ 76 = 500
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En el cas de l'acid succinic, tots els tractaments assoleixen un 100% de
germinacié en una setmana.

2.7.2 Pes sec

Acid adipic
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=
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E pH ajustat
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Fig. 2.10: Pes sec de plantules d'enciam (Lactuca sativa cv. Trocadero) cultivades in
vitro en diferents medis després de 24 dies. 0 mg/L dacid adipic fa referéencia al
tractament control/

Les plantes amb una concentracié de 5 mg/L d'acid adipic amb el pH ajustat
creixen millor que la resta, inclis millor que el control.

Estadisticament parlant, si observem les dades que ens proporciona I'ANOVA
(Analisi de Variancia), no podem afirmar que totes les plantules creixin menys
que el control, encara que si que veiem que aquells tractaments que no tenen
el pH ajustat, experimenten menys desenvolupament que els que tenen la
mateixa concentracio que aquests Ultims pero el pH ajustat.

En altres paraules, TD (5 mg/L i pH no ajustat) creix menys que TA (5 mg/L i
pH ajustat) i el mateix passa amb els altres tractaments.

A mesura que augmentem la concentracid, la quantitat de matéria organica és
més baixa respecte el control perd disminueix de manera molt més pronunciada
en el tractament F (500 mg/L d’acid adipic i pH sense ajustar). Tal i com
s'observa a les imatges de les plantes (Fig. 2.21), no va créixer cap fulla en
aquest Ultim tractament.
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Acid succinic
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Fig. 2.11: Pes sec de plantules denciam (Lactuca sativa cv. Trocadero) cultivades in
vitro en diferents medis després de 21 dies. 0 mg/L dacid succinic fa referéncia al
tractament control

En el cas dels tractaments amb el pH ajustat i 50 i 500 mg/L d'acid succinic,
I'augment del pes sec de les plantules és proporcional al de la concentracio. Les
plantules cultivades amb el pH sense ajustar, tenen totes un pes sec igual o
superior al del tractament control independentment de la quantitat d’acid
succinic aportada.

Crida I'atencié que el pes sec d’aquestes plantules generalment augmenta. Aixo
és perque l'acid succinic forma part del metabolisme de la planta.

Si una planta té un compost de forma natural, també tindra tota la maquinaria
metabolica per fabricar-lo i per utilitzar-lo i formar altres compostos. Es per aixd
que la planta no detecta I'acid succinic com una substancia estranya sin6é que
I'aprofita i, per tant, el seu creixement és major que el del tractament control.
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2.7.3 pH
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Figura 2.12: pH del medi de cultiu de plantules denciam (Lactuca sativa cv. Trocadero)
cultivades in vitro en diferents medis després de 24 dies. 0 mg/L dacid adipic fa
referéncia al tractament control

6
5 -
4 -
I 3 -
o ® pH inicial
2 A mpH final
1 -
0 = T T T T T T
TS TA B TC TD TE TF

Tractament

Figura 2.13: Comparacio del pH del medi dels diferents tractaments en el moment del
cultiu (pH inicial) i al final de I'experiment (pH final). Tractaments i concentracio dacid
adipic (mg/L): pH ajustat: T = 0; TA = 5; TB = 50, TC = 500.
pH no ajustat: TD = 5 TE = 50; TF = 500

De manera natural, el pH disminueix quan la planta absorbeix nutrients del
medi de cultiu. Per tant, un descens del pH més alt significa un major
creixement de la planta.

El tractament F (500 mg/L d‘acid adipic i pH sense ajustar) manté el pH
practicament constant perque la plantula no s’ha desenvolupat com la resta.
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Acid succinic
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Figura 2.14: pH del medi de cultiu de plantules denciam (Lactuca sativa cv. Trocadero)
cultivades in vitro en diferents medis després de 21 dies. 0 mg/L dacid succinic fa
referéncia al tractament control
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Figura 2.15: Comparacio del pH del medi dels diferents tractaments en el moment del
cultiu (pH inicial) i al final de I'experiment (pH final). Tractaments i concentracio dacid
succinic (mg/L): pH ajustat: T0 = 0; T1 = 5; T2 = 50, T3 = 500.

PH no ajustat: T4 = 5; T5 = 50, T6 = 500

Com que l'acid succinic és un metabolit de la planta, el seu creixement no es
veu alterat per la preséncia d'aquest compost. Per aix0, els valors del pH final
son tots inferiors a l'inicial cosa que significa que la planta ha crescut en tots els
tractaments.

39



L'amenaga fantasma | 2013

2.7.4 Contingut en clorofil-les (SPAD)
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Figura 2.16: Contingut de clorofil*les en unitats SPAD de plantules denciam (Lactuca
sativa cv. Trocadero) cultivades in vitro en diferents medis després de 24 dies. 0 mg/L
dacid adipic fa referéncia al tractament control

Les dades significatives les trobem en els tractaments de concentracié d’acid
adipic 500 mg/L on apreciem una diferéncia important del contingut de
clorofilles respecte el tractament control.

En els tubs amb el pH ajustat, els valors de SPAD son baixos perque, tal i com
s'observa en la Figura 2.20, les fulles no sén verdes com en la resta de
tractaments sind que tenen un aspecte més aviat groguenc.

En els tubs en els quals el pH no es va ajustar, no va créixer cap fulla (veure
Figura 2.21). Per tant, no es va poder prendre cap dada.
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Acid succinic
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Figura 2.17: Contingut de clorofil*les en unitats SPAD de plantules denciam (Lactuca
sativa cv. Trocadero) cultivades in vitro en diferents medis després de 21 dies. 0 mg/L
dacid succinic fa referencia al tractament control
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2.7.5 Prolina
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Figura 2.18: Contingut en prolina (micrograms per gram de pes fresc de matéria
vegetal) dels diferents cultius denciam després de 24 dies. 0 mg/L dacid adipic fa
referéncia al tractament control

La prolina és un indicador de l'estrés que pateix la planta. Com més alts siguin
els seus valors, vol dir que la planta esta sota més estrés i aixo té repercussions
negatives sobre el seu creixement.

Cal destacar els valors obtinguts en els tractaments amb 500 mg/L d'acid
adipic.

Per una banda, deduim que els valors molt elevats del tractament C (500 mg/L i
pH ajustat) son deguts a la quantitat de dissolucié d’hidroxid de sodi (NaOH)
afegida al medi de cultiu inicial. Aix0 es va fer per tal de corregir el pH del medi
i reduir-ne l'acidesa.

Per una altra banda, I'abséncia de plantula desenvolupada no va permetre
agafar dades del tractament F (500 mg/L i pH no ajustat).
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Acid succinic
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Figura 2.19: Contingut en prolina (micrograms per gram de pes fresc de mateéria
vegetal) dels diferents cultius denciam després de 21 dies. 0 mg/L dacid succinic fa
referéncia al tractament control

Tal i com podiem observar en el tractament C (500 mg/L i pH ajustat) de la
Figura 2.18, en el cas de I'acid succinic també trobem alts valors de prolina en
el tractament 3 (500 mg/L i pH ajustat).

Aquests valors sén més alts en el cas de I'acid succinic perque la quantitat de
sosa caustica afegida per corregir el pH va ser més elevada cosa que provoca
un augment de I'estres de les plantules.
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2.7.6 Seguiment visual del desenvolupament de les plantules

A continuacio, es presenten les figures a partir de les quals es pot apreciar la
coloracio i I'aspecte de les plantules.

L'ordre en que es troben disposats els tubs de cultiu és el segient:
Tractament control — 5 mg/L — 50 mg/L — 500 mg/L

Les fotografies de I'esquerra son dels tractaments d’acid adipic i les de la dreta
de succinic.
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7 dies

11 dies

14 dies

24 dies (Acid adipic)

21 dies (Acid succinic) [l
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Figura 2.20: Seguiment del desenvolupament de les plantules d’enciam en els medis
amb les diferents concentracions en mg/L dacid adipic (esquerra) i succinic (dreta)
amb el pH ajustat

A partir de l'observacid de les fotografies, podem concloure que tots dos
compostos afecten la radicula de les plantules pero I'acid adipic ho fa d'una
manera més pronunciada, sobretot en els tractaments amb el pH sense ajustar.

L'acid succinic no altera significativament el creixement de la planta mentre que
en els tractaments amb acid adipic es pot apreciar una reduccié important tant
de fulles com darrels. Aquesta reducci®6 augmenta a mesura que la
concentracié d’aquest compost en el medi de cultiu és més elevada.

La dada rellevant és el canvi de color que experimenten les plantules del
tractament C (500 mg/L d’acid adipic). Aquest aspecte groguenc de les fulles
queda corroborat pels valors inferiors de clorofil'les (SPAD), representats a la
Figura 2.16.

A més a més, aquest mateix tractament mostra un greu endarreriment respecte
la resta i sobretot respecte el control perque tant la part aéria com la
submergida son infimes.

Pel que fa a I'acid succinic, a primer cop d’ull sembla que les elevades dades del
pes sec no s'ajusten al que observem en la Figura 2.20. Aquesta diferéncia és
deguda a l'estreés sota el qual es troba la plantula. Els resultats elaborats a
partir de I'estudi de la prolina (Figura 2.19) ens han permés observar un grau
d’estres elevat sobretot en el tractament amb 500 mg/L i pH ajustat d’acid
succinic. L'estrés condiciona I'aspecte visual de la planta i fa que, en aparenca,
el pes fresc sembli més baix.
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Figura 2.21: Seguiment del desenvolupament de les plantules d’enciam en els medis
amb les diferents concentracions en mg/L dacid adipic (esquerra) i succinic (dreta)
amb el pH no ajustat

De la mateixa manera que observavem en els tractaments de pH ajustat
(Figura 2.20), aqui es veu clarament com, a major concentracid, els efectes
sobre la planta son més pronunciats.

En els tractaments de la Figura 2.21, també hi ha una tendencia al descens del
creixement a mesura que la concentracid de tots dos compostos és més
elevada.

A més a més, destaquem el cas de l'acid adipic amb la concentracié de 500
mg/L i pH sense ajustar que si que ha germinat pero l'arrel que n’ha sortit és
minima i no hi ha fulles.

En canvi, en els tractaments amb acid succinic, encara que hi hagi diferencies,
es pot observar un desenvolupament en totes les plantules.
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3. Conclusions

Primerament, aquest treball ha presentat una visié general de la produccio de
plastics a escala mundial. La xifra de més de 250 milions de tones de plastic
produides és un indicador per afirmar que I'Us d’aquest material és excessiu. A
més, dins la quotidianitat, es troba per exemple en aplicacions d’'un sol Us com
I'embalatge d’aliments quan precisament la seva degradacié és lenta i provoca
impactes mediambientals.

Després, ja dins el camp de I'agricultura, hem vist una important aplicacié que
és la dels encoixinats i, curiosament, en cap de les fonts d'informacié
consultades es menciona una possible ecotoxicitat.

Pel que fa al marc practic, podem afirmar que els objectius proposats es van
assolir:

= Hem elaborat un bioassaig que permet una avaluacié dels efectes, tant
qualitatius com quantitatius, de dos compostos presents en encoixinats
biodegradables, I'acid adipic i I'acid succinic, sobre les plantes

= Podem afirmar que es confirma la nostra hipotesi: els compostos analitzats
dels mulch biodegradables que s'utilitzen en I'agricultura, tenen efectes
nocius sobre els cultius.

A partir de |'assaig realitzat podem concloure que:

» Els resultats elaborats a partir de les dades de germinacié sén la prova que
cap dels dos compostos afecta la plantula en aquest aspecte. Arribem a
aquesta conclusié perque en tots els tractaments s’ha assolit practicament el
100% de la germinacio

= L'acid adipic limita més el creixement que el succinic

= S’han observat uns efectes més pronunciats en els medis amb 500 mg/L
d’acid adipic. Els que tenen el pH ajustat creixen amb unes fulles d’aspecte
groguenc mentre que els que no tenen el pH corregit, no presenten un
desenvolupament de la plantula

= En els tractaments amb acid succinic es pot apreciar una reduccié del
creixement a mesura que la concentracié augmenta pero de tota manera
I'acid adipic té uns efectes més greus

= Totes les plantules tractades mostren un increment de prolina, un indicador
d’estres, d’entre 2,25 i 14,5 vegades respecte el control

» S’ha demostrat una alta sensibilitat de resposta inclis en tractaments amb
concentracions de 5 mg/L de compost
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Tal i com he mencionat anteriorment, la formulacié de materials biodegradables
ha estat fruit de la necessitat que han vist les empreses productores de cercar
una alternativa als plastics convencionals. Aquesta ha resultat ser un substitut
dels plastics tradicionals de polietilé tant en termes agronomics com productius,
perque permeten ser manipulats amb la maquinaria normal.

No obstant aix0, no hem d'oblidar que els encoixinats de polietile no es
degraden en molts anys i no interacciones amb lI'ambient en que es troben
mentre que els altres, pel fet de ser biodegradables, produiran compostos que
restaran i s'integraran al medi agricola. En consegiient, el perill es troba en els
cultius posteriors a la degradacié dels encoixinats perqué creixeran en un sol
amb preséncia de certs compostos dissolts.

Es molt necessari avaluar els seus efectes potencials tant a curt com a llarg
termini. Hi ha pocs tests que analitzin I'efecte dels compostos sobre plantes i
pocs casos en que s’hagin vist uns efectes tant clars com els que es presenten
en aquest treball.

Gracies a aquesta investigaci, m’he adonat del grau de rigor, precisio i
dedicacié que exigeix la recerca cientifica. Cal tenir en compte que el fet de
treballar amb ésser vius, déna cabuda a respostes inesperades, és a dir, es
poden donar situacions imprevistes que modifiquin la planificacid inicial.

En el cas d'aquest assaig, va haver-ne dues. La primera va ser durant la
preparacié dels medis de cultiu quan ens vam trobar amb unes variacions
pronunciades del pH en afegir els compostos analitzats.

La segona es va donar durant el moment del cultiu de les llavors d'acid adipic
quan al cap d'una setmana es va poder apreciar la presencia de fongs en tots
els tubs de cultiu. Aquesta contaminacid va suposar la repeticid dels
tractaments en qliestid i I'endarreriment de I'experiment.

A més a més, juntament amb la recerca feta en un altre treball, he tingut
I'oportunitat de presentar aquests resultats en un congrés de cultiu in vitro a
Saragossa el dia 24 d'Octubre de 2013, la X Reunié SECIVTV (Societat
Espanyola de Cultiu In Vitro de Teixits Vegetals).

El treball es va presentar en forma de poster on se sintetitzen els resultats
elaborats.
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Test de ecotoxicidad mediante cultivo in vitro de lechuga (Lactuca sativa)

4
» U X Botet R., Martin-Closas LI., Cervellé S., Roig M., Pelacho A M. \

Dpto. Hortofruticultura, Botanicay Jardineria. Universidad de Lleida. Avda. Alcalde Rovira Roure 191. 25198 Lleida, Espafia.
pelacho@hbj.udl.cat
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4. Prospectiva

Aquest treball de recerca es pot ampliar de diverses maneres.

En primer lloc, podria repetir-se el mateix experiment perd analitzant altres
compostos per poder comparar els resultats i establir quin és el compost que
perjudica més |'espécie vegetal.

En addicid, es podria fer un cultiu en testos, és a dir, cultiu /n vivo. Aquests
contindrien terra que ha estat coberta pel mateix tipus de plastic biodegradable
perd en periodes de temps diferents. D'aquesta manera, el que hagi estat
exposat menys temps tindra una concentracié de compostos dissolts més baixa
i el que hagi estat sota els efectes del film durant molt temps, en tindra una
concentracido més elevada.

Aixi, es pot estimar quin és el periode de temps Optim per utilitzar films sense
que tinguin efectes nocius per la planta.

A més a més, es podria anar més enlla i observar si hi ha alguns efectes per la
salut humana. En altres paraules, si la ingesta de vegetals cultivats tant amb
I'ts de plastics biodegradables com en sols préviament contaminats per
acumulacié dels seus compostos, podria tenir alguna conseqliéncia negativa per
I'hnome i manifestar-se en forma de malaltia.

En darrer lloc, es podria fer un experiment amb la pregunta segient: “Hi ha
perill de contaminacid de les aiglies subterranies?” D’aquesta manera es
demostraria si determinats compostos poden alterar la composicié de les aiglies
de possibles aqtiifers sota els cultius. En cas afirmatiu, es tractaria del fenomen
de la lixiviacio.
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6. Annexos

Annex 1: Protocol de preparacio de medi de cultiu

Si volem elaborar dos litres de medi Murashige i Skoog introduirem en un
matras aforat amb uns 1300ml d'aigua destil*lada les segilients substancies:

1. 200ml de macros

2. 20ml de micros

3. 10ml de ferro

4. 10ml de vitamines

A I'agitador magnetic, homogeneitzem la dissolucio i hi afegim 60 g de sucre.

Amb un pH-metre, ajustem el pH de la dissolucié entre 5,7 i 5,8. Com que el pH
inicial sera més acid, afegim una dissolucié de sosa caustica (NaOH) 0,1N fins
obtenir el valor desitjat.

Seguidament, enrasem a 2L amb aigua destil*lada i hi introduim 4g de gelatina
sintética.

Perqué aquest ultim producte es dissolgui, ha de ser escalfat. Per tant,
apliguem a l'autoclau el programa a 110°C durant 5 minuts.

Com a precaucid, no s’ha d’obrir mai I'autoclau si la temperatura és superior a
1000°C.

Després, distribuirem el medi de manera que n’'hi hagi 20mL a cada tub de
cultiu i procedirem a esterilitzar-los.

El programa d'esterilitzacié a I'autoclau és de 121°C durant 20 minuts.
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Annex 2: Protocol d’esterilitzacio de llavors

Material necessari:

= 500ml d'una dissolucié d’hipoclorit de sodi al 20%
= Aigua esteril

= Dos vasos de precipitats estérils

* Pinces de te esterilitzades

» Placa Petri
= Discs de paper de filtre esteéril
= Llavors

Procediment:

Dins la cabina de flux laminar, aboquem els 500ml de dissolucié de lleixiu a un
dels vasos de precipitats.

Després, col*loquem un nombre no molt elevat de llavors a les pinces de te i ho
submergim tot a la dissolucid. Removem amb vigor durant dos minuts pero
sense crear escuma.

Passats els dos minuts, retirem les llavors del primer vas i les introduim en un
segon vas amb agua esteril. Tornarem a remoure durant dos minuts més per
eliminar restes de la dissolucié d'hipoclorit sodic. Si convé, es pot repetir aquest
ultim pas.

Col*locar les llavors en una placa de Petri sobre un disc de paper de filtre
esteril.

Ara ja es poden cultivar amb I'ajuda d’unes pinces previament esterilitzades.
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Annex 3: Precaucions especials

Les segiients son les mesures de seguretat i aspectes a tenir en compte a I'hora
de treballar en un laboratori de cultiu /n vitro.

A les taules de laboratori

Abans de comencar a cultivar, comprovar l'existencia de tot el material
necessari.

Identificar I'Us al que estan destinats, especialment els materials subministrats
com esterils.

A l'acabar, netejar la cabina de flux laminar, rentar tot el material i deixar-lo
escorrent. Avisar de qualsevol incidéncia.

Esterilitzacio en superficie del material vegetal

Es recomana utilitzar bata de laboratori per evitar els efectes de possibles
esquitxades.

Cabina de flux laminar

Abans d'introduir cap element a la cabina de flux laminar ha d’estar el més net
possible. Les mans s’han de rentar amb aigua i sabd, eixugar i polvoritzar amb
etanol 70%.

Un cop es comencga a treballar, s’ha d’evitar tot tipus de moviments a la sala
(circulacié de persones, obertura i tancament de portes...). Idealment, el treball
s’ha de fer individualment i en absencia de qualsevol persona al voltants.

Tots els moviments de mans, bragos i cap a l'interior de la cabina s’han de
reduir al minim possible i ser ferms i suaus. S’ha d'evitar tossir, esternudar o
respirar amb forca cap a linterior de la cabina. El cap s’ha de mantenir
totalment fora de la cabina i s’ha de procurar treballar el més interior possible.
Mai s’ha de passar objectes o mans per sobre d‘altres objectes sobre la taula i a
les cabines de flux horitzontal, no s’ha de posar res entre el fons i la zona de
treball.

Identificar bé els tubs amb dissolucié d’etanol 80% i els tubs amb aigua esteril
dins la cabina. Posem dos tubs que es disposen en un ordre concret i fix: el
primer tub des de l'esquerra és d'etanol per les pinces i el seglient és d'aigua
destil*lada per refredar les pinces.
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L'etanol és inflamable per tant s’ha de prendre precaucions especials cada
vegada que es flamegen les pinces: tenir els avantbracos ben secs de I'etanol
que previament hem polvoritzat, no permetre que la flama es dirigeixi cap a les
mans... La flama d'alcohol es poc visible; en cas de notar cremades quan es
flamegen els instruments, soltar-los immediatament i separar les mans cap als
costats. Si la sensacié de calor continua, treure les mans de la cabina. Després
de flamejar els instruments, s’ha d’esperar que la flama a la seva superficie
s'apagui abans de submergir-lo als tubs daigua esteril perqué si per error
s'introduissin un altre cop a l'etanol, hi ha risc de que aquest s'incendii.

Abans de comencar a treballar a la cabina, s’ha de comprovar que al lloc de
treball hi ha tots els instruments necessaris.

Al finalitzar, la cabina ha de quedar neta i preparada perque una altra persona
pugui treballar-hi. S'haura de passar un paper de filtre polvoritzat amb etanol
70% sobre la superficie de la taula.

Manipulacio del material vegetal dins la cabina de flux laminar

Les pinces s'utilitzen per agafar amb fermesa el material vegetal perd amb
compte per no produir danys. El bisturi s’ha d'utilitzar per fer talls nets, amb
moviments verticals i mai pressionar directament sobre la zona de tall perque
es podrien veure afectats els teixits.

Si qualsevol liquid cau sobre la superficie de treball, s'ha d'assecar
immediatament amb paper que s’ha de tenir a ma dins la cabina. Evitar també
residus solids.

Quan es treballa amb tubs, aquests hauran d’estar en una gradeta identificada
amb el hom de la persona que cultiva, el teixit cultivat, la data i el medi de
cultiu. També s’han de numerar els tubs de cada tractament. A l'acabar de
cultivar, els tubs s’han de portar a la camera d’incubacié.
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