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RESUM

S’ha realitzat aquest estudi per con¢ixer les variacions en I’estructura del biofilm fluvial
en funcié de la profunditat i el tipus de sediment (granulometria) en dos rius de
capgalera. S’han analitzat els components del biofilm en el sediment de la riera
d’Arbutcies i la riera de Gualba, dos afluents del riu Tordera. Mitjancant treball de camp
s’han recollit mostres de sediment i aigua, que s’han analitzat al laboratori de forma
paral-lela segons els punts de mostreig establerts i la fondaria del sediment.

Les mostres del camp es varen recollir mitjangant un mostrejador de sediment. A cada
punt de mostreig es varen recollir per separat mostres de la superficie i mostres de la
profunditat, 1 es varen analitzar les condicions fisicoquimiques de 1’aigua. També es
varen agafar mostres d’aigua a cada punt. Al laboratori es va analitzar per una banda els
parametres generals de cada punt, incloent 1’analisi de nutrients, la granulometria i
’analisi de matéria organica, i per altra banda, els parametres de I’estructura del biofilm
mitjangant I’analisi de la clorofil-la, la densitat de bacteris i la matriu de polisacarids
(EPS). S’han dut a terme analisis estadistiques per veure la relacid entre els diferents
parametres estudiats.

Els analisis fisicoquimics han mostrat una similitud entre les dues rieres mostrejades.
Els resultats del sediment han presentat diferéncies en 1’estructura del biofilm en funcié
de la profunditat del sediment, obtenint concentracions més elevades de matéria
organica, clorofil-la, densitat de bacteris i EPS a les capes superiors. Fet que pot estar
relacionat amb la major radiacié solar, disponibilitat d’oxigen i nutrients. La
granulometria nomes afecta significativament el contingut de materia organica que és
més elevat en el sediment fi que en el groller.

S’ha trobat relaci6 entre els parametres que componen I’estructura dels biofilms.
Gracies a una matriu de correlacid s’ha vist que les relacions varien en funcié de la
profunditat del sediment. Els resultats mostren que en superficie, les algues tenen un rol
més important en la formacio6 de la matriu EPS i en la concentracié de materia organica,
mentre que en fondaria la concentracié de matéria organica esta relacionada amb la
densitat de bacteris.

Paraules clau: ecosistemes fluvials, hiporreos, granulometria, algues, bacteris, biomassa,
sediment, biofilm
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RESUMEN

El presente estudio se ha realizado para conocer las variaciones en la estructura del
biofilm fluvial, en funcién de la profundidad y el tipo de sedimento (granulometria) de
dos rios de cabecera. Se han analizado los componentes del biofilm en el sedimento de
la riera de Arbdcies y la riera de Gualba, dos afluentes del rio Tordera. Mediante trabajo
de campo se han recogido muestras de sedimento y agua, que han sido analizadas en el
laboratorio de forma paralela segin los puntos de muestreo establecidos y la
profundidad del sedimento.

Las muestras del campo fueron recogidas mediante un muestreador de sedimento. En
cada punto de muestreo se recogieron por separado muestras del sedimento en
superficie y en profundidad, y se analizaron las condiciones fisicoquimicas del agua.
También se recogieron muestras de agua en cada punto. En el laboratorio se analizaron
por un lado los parametros generales de cada punto, incluyendo el analisis de nutrientes,
la granulometria y el andlisis de materia organica, y por otro lado los pardmetros de la
estructura del biofilm mediante el analisis de la clorofila, la densidad de bacterias y la
matriz de polisacaridos (EPS). Se llevaron a cabo andlisis estadisticos para ver la
relacion entre los diferentes parametros estudiados.

Los analisis fisicoquimicos han mostrado una similitud entre los dos arroyos
muestreados. Los resultados del sedimento han presentado diferencias en la estructura
del biofilm en funcion de la profundidad del sedimento, obteniendo concentraciones
maés elevadas de materia organica, clorofila, densidad de bacterias y EPS a las capas
superiores. Hecho que puede estar relacionado con una mayor radiacion solar,
disponibilidad de oxigeno y nutrientes. La granulometria solo afecta significativamente
el contenido de materia organica que es mas elevado en el sedimento fino que en el
grueso.

Se ha encontrado la relacién entre los parametros que componen la estructura de los
biofilms. Gracias a una matriz de correlacion se ha visto que las relaciones varian en
funcion de la profundidad del sedimento. Los resultados muestran que en superficie las
algas tienen un rol mas importante en la formacion de la matriz EPS y en la
concentracion de materia organica, mientras que en profundidad la concentracion de
materia organica esta relacionada con la densidad de bacterias.

Palabras clave: Ecosistemas fluviales, hiporreos, granulometria, algas, bacterias,
biomasa, sedimento, biofilm
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ABSTRACT

The following study was carried out to determine the structural variations in fluvial
biofilm depending on the depth and type of sediment (particle size) taken from
headwaters of two tributaries. Biofilm parameters were analysed from sediment
obtained at two different sampling points from Arbucies and Gualba rivers, two
different tributaries of the Tordera river. Both water and sediment samples were
obtained through field work, and analysed at a laboratory in accordance to sampling
location and sediment depth.

The field samples were taken using a sediment sampler. In each sampling point,
samples from surface and depth had been analysed separately, and physicochemical
conditions of water had been analysed too. Samples of water had been taken in each
point. On the laboratory on the one hand, the general parameters of each point were
analysed, those include nutrients, particle size and organic matter analysis, and on the
other hand the parameters of biofilm structure through chlorophyll, bacterial density and
EPS analysis. Statistical analysis has been performed to see the relation between these
parameters.

The physicochemical analysis showed a similarity between the two streams sampled.
The results from sediment revealed differences in biofilm structure depending on the
depth of sediment, being the highest concentrations of organic matter, chlorophyll,
bacterial density and EPS at surface layers. This can be related to the presence of high
solar radiation and availability of oxygen and nutrients in the surface compared to
deeper sediment layers. Particle size only affects significantly on organic matter
concentration that is higher in fine sediment than coarse.

A relation has been found between the parameters composing the biofilm structure.
Thanks to a correlation matrix it has been observed that these relations may vary
depending on the depth of the sediment. The results revelled that on the surface, algae
have a more important role in the EPS matrix formation and in organic matter
concentration, whilst at depth the concentration of organic matter is related to bacterial
density.

Keywords: Fluvial ecosystems, hiporreic, particle size, algae, bacteria, biomass,
sediment, biofilm
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INTRODUCCIO

Els ecosistemes fluvials com rius, rierols i rieres han tingut un paper important en
I’evolucio de I’home. Al llarg de la historia dels éssers humans, els processos biofisics i
les funcions dels ecosistemes han aportat, i segueixen aportant, serveis per al benestar
huma (Haines-Young & Potschin, 2009) com per exemple energia hidroelectrica i
recursos alimentaris. Es per aquest motiu que és interessant conéixer 1’estructura i el
funcionament dels sistemes que ens aporten aquests beneficis. La interaccio entre la
vegetacié i la fauna, i factors com els processos ambientals que configuren les
comunitats, son els que defineixen els ecosistemes fluvials actuals. Tot i aixi, el factor
principal que els caracteritza és la connectivitat lateral, longitudinal i vertical, que forma
en el seu conjunt la conca hidrografica de cada riu. La conca d’un riu és ’area de
terreny drenada pel conjunt d’afluents que alimenta un riu (Gran Enciclopédia Catalana,
2017). sy —_

Horton (1945) va desenvolupar un sistema de |
classificacié jerarquica, modificat a posteriori per /
Strahler (1957). La classificacio es mostra a la Figura |
1 extreta de Allan (2007), on al llarg del recorregut
del riu, es diferencien tres trams numerats segons
I’ordre en el qual pertanyen: la capcgalera (1-2), el
tram mig (3-4) i el tram baix (4-5).

Els rius de capgalera com els d’aquest estudi, es Figural Xarxa de drenatge, s'ordenen
caracteritzen per ser d’aigiies rapides i fredes. En °° COTfents segons quaire ordres.
aquests trams els rius solen ser estrets, aix0 permet que la vegetacié de ribera
proporcioni molta ombra i una important entrada de matéria organica grollera (>1mm)
d’origen al-locton com fullaraca o materia organica particulada. En definitiva, els rius
de capcalera son heterotrofics degut a que la produccié primaria és baixa, i que hi ha
poca acumulacio de nutrients (Allan, 2007). La baixa concentracié de nutrients dona
Iloc a una dinamica de reciclatge dels mateixos. Els nutrients participen en un reciclatge
dut a terme gracies a processos continus de lixiviacio i mineralitzacié d’elements no
conservatius (Allan, 2007) com el nitrat, I’amoni i el fosfat. D’altra banda, els rius de
capcalera sén importants processadors i transportadors de materials del medi terrestre
gracies a la vegetacid de ribera, també sén els responsables de la retencio eficient i la
oxidacio de la matéria organica (Mcdowell & Fisher, 1976).

La materia organica particulada grollera (MOPG, més d’1 mm de mida de particula)
com fulles o restes de fusta, és una font potencial de materia organica particulada fina
(MOPF, menys d’1 mm i més de 0.5 um) i materia organica dissolta (MOD, menys de
0.5 um) (Allan, 2007). La produccio heterotrofica requereix una font de matéria
organica morta, i la preséncia de microorganismes (fongs i bacteris) capacos de
descompondre la matéria organica i alliberar 1’energia emmagatzemada (Allan, 2007).
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Les comunitats microbianes bentoniques son aquelles que es troben associades amb
qualsevol interficie solida-liquida. Son comunitats formades per comunitats d’algues,
fongs, bacteris i protozous, units per una matriu polisacaridica mucilaginosa (Romani,
2001) que habiten en roques, graves, fusta i sediments, i estan associades amb el
substrat d’un sistema aquatic (Sierra & Gomez, 2007). Aquestes comunitats
bentoniques reben el nom de biofilm (Wetzel, 2001).

Per entendre el funcionament d’un ecosistema fluvial és important concixer les
interaccions que es donen en les comunitats heterotrofiques i autotrofiques que formen
el biofilm (Wetzel, 2001). Les propietats del biofilm varien segons factors ambientals,
com la distribucié en I’espai de les comunitats, la capacitat d’emmagatzematge dels
nutrients, ’efecte de les forces hidrodinamiques, la temperatura i la radiacio solar entre
altres. Els bacteris produeixen una matriu de compostos polimerics (descrita com EPS a
partir d’ara), per tal d’obtenir adhesié al substrat (Low, 1989; Marshall, 1988) i
proteccio contra 1’erosio i la forga del corrent d’aigua (Lock, 1993).

En el sediment, la mida del gra de sorra determina 1’area superficial disponible per a la
colonitzacio i formacié del biofilm (Romani et al., 1998), pero la profunditat del
sediment també pot influir en el metabolisme del biofilm. S’ha comprovat que en
profunditat, la disponibilitat de llum disminueix i hi dominen els processos heterotrofics
(Lock, 1993).

S’ha vist que existeix un efecte entre els processos microbians i el sediment, de fet es
pot predir 1’activitat bacteriana a 1’hiporreos gracies a la distribucié dels sediments.
Boulton et al. (1998) varen observar una disminucié de les activitats enzimatiques
microbianes en profunditat. La zona hiporreica és la que es desenvolupa a la zona de
sediments del fons del riu, amb un lligam hidrologic amb el canal del riu obert i per
sobre o dins de I’aigua subterrania (Romani, 2001). Es creu doncs, que diferents
granulometries i profunditats de sediment poden estar lligats a diferents comportaments
en la formacié del biofilm microbia i en la utilitzacié de la materia organica, ja que els
processos metabolics varien segons la fondaria (Romani et al., 1998). Les
caracteristiques fisiques i quimiques dels substrats de sorra i codols condicionen
I’estructura i el metabolisme de les comunitats microbianes que s’hi desenvolupen
(Lock, 1993). Hudson, Roff & Burnison (1992) varen observar diferencies clares entre
la productivitat dels autotrofs i la dels heterotrofs en habitats de sediment groller i
habitats de sediment més fi. Els autotrofs dominaven en sediments grollers, mentre que
els heterotrofs eren més productius en sediments més fins.

Per aprofundir més en la influencia de la granulometria i profunditat del sediment sobre
I’estructura dels biofilms fluvials, el present treball analitzara la composicio del biofilm
(biomassa algal, bacteriana, EPS i matéria organica) en diversos tipus de sediment (fi,
groller o mixt) i profunditats, en dos rius de capcalera.
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OBJECTIVES

The aim of this study is to find differences in the structure of fluvial biofilms in river
sediments, depending on the sediment particle size and depth.

It has been proposed to investigate those differences in sampling sites located in two
tributaries from Tordera River. These sampling sites have different sediment grain sizes.

From this general objective, it has been defined the following specific objectives and
work hypotheses

» To identify the grain size of the sediments from the interpretation of the grading
curves.

Hypothesis: We expect the particle size analysis to show a clear difference
between coarse and fine sediment. It is expected that sediments in general will
be classified as sand.

» To determine if there are differences between biofilm parameters in depth

Hypothesis: On one hand, differences are expected in the analysis of biofilm
structure between samples of sediment from the surface versus samples in depth.
It has been considered that in the surface, the concentration of chlorophyll,
bacterial density and EPS will be higher due to the decrease of light and
concentration of oxygen and nutrients in depth. The decrease of solar radiation
means a reduction of photosynthetic activities and the synthesis of
polysaccharides that form the EPS matrix.

» To see if there are differences in the biofilm structure depending on the particle
size of the sediment.

Hypothesis: Fine sediment has more surface than coarse sediment; this means
that probably it will be high quantity of organic matter and EPS in fine sediment.

» To link components of biofilms structure (chlorophyll, bacterial density and
EPS) taking into account the characteristics of sediment and water from the two
river tributaries

Hypothesis: It is expected a relation between biofilm structure parameters,
especially between chlorophyll and EPS concentration in surface and bacterial
density and EPS concentration in depth.



Efecte de la granulometria i la profunditat en l'estructura del biofilm microbia en sediments fluvials de
dos rius de capgalera

METODOLOGIA

AREA D’ESTUDI

L’area d’estudi comprén dos afluents del riu Tordera: la riera de Gualba i la riera
d’Arbucies (Fig. 2). S’han seleccionat aquestes rieres degut a que el sediment presenta
un ampli rang de granulometries. A més, el substrat sorrenc permet estudiar el sediment
superficial i hiporreic, i es troben sobre el mateix substrat geoldgic, una terrassa fluvial
del Quaternari composta principalment per graves, sorres i lutites (Institut Cartografic i
Geologic de Catalunya, 2017).

S’han escollit un total de cinc punts de mostreig repartits entre els dos afluents. Els
punts de mostreig corresponen a zones amb sediment de diferent granulometria (fi,
groller o groller i fi). La diferéncia entre sediment fi i groller s’ha fet primer visualment
durant el mostreig, i posteriorment mitjan¢ant una corba granulomeétrica en 1’analisi del
sediment.

Figura 2. Localitzaci6 general dels punts de mostreig situats a la riera d’Arbucies (1) i riera de Gualba (2). Escala
1:20. Font: Imatge satél-lit 1:250.000, www.icc.cat/vissir3

La riera d’Arbtcies neix al massis del Montseny, dins el terme municipal d’Arbtcies, i
ocupa una superficie total de 99.89 hectarees. Concretament, es troba localitzada entre
el riu Tordera i la riera de la Pineda, creuant els bloc granitics del Montnegre (SW) i
Blanes (NE) fins que s’incorpora al riu Tordera (Gran Enciclopédia Catalana , 2017).

Aquesta riera es troba inclosa dins del Pla d’Espais d’Interés Natural (PEIN)
(Generalitat de Catalunya, 2017). Destaca pel seu bon estat de conservacié general, tant
del curs fluvial com de la vegetacio6 de ribera, que la converteixen en un punt d’especial
interés per a la fauna. A més, és considerada un dels sistemes humits d’aigiies corrents i
estancades faunisticament més ric i divers del conjunt Montseny-Montnegre (Boada,
Mayo, Maneja Zaragoza, & Institucié Catalana d’Historia Natural., 2008).
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La seglient imatge mostra la localitzaci6 concreta dels dos punts de mostreig escollits a
la riera d’Arbucies (A GF i A_F) (Fig. 3).

ANEN

Figura 3. Imatge satél-lit de la riera d’Arbucies, els punts taronges marquen la posicié concreta dels punts
mostrejats (Punt 1: A_F; Punt 2: A_GF). Escala 1:1.000. Font: www.icc.cat/vissir3

Pel que fa a la riera de Gualba, neix també al cor del Parc Natural del Montseny, i esta
regularitzada per el Panta de Santa Fe del Montseny (Gran Enciclopédia Catalana,
2017). Alguns espais de la riera es troben sota la proteccio del Pla d’Espais d’Interés
Natural (Agencia Catalana de 1’Aigua, 2017) o bé estan catalogats com arees d’interés
faunistic o habitats d’interés comunitari. La Figura 4 mostra els punts de mostreig a la
riera de Gualba (G_mo, G_GiG_F).

Figura 4. Imatge satel-lit de la localitzaci6 dels punts de mostreig a la riera de Gualba (Punt 1: G_G; Punt 2: G_F;
Punt 3: G_mo). Escala 1:4.000. Font: www.icc.cat/vissir3
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Els codis dels punts de mostreig s’han definit segons les diferéncies en la granulometria
del sediment observades in situ. La Taula 1 resumeix els codis dels 5 punts de mostreig

escollits.
Taula 1. Resum dels punts de mostreig, segons la riera i el tipus de sediment.

Riera Punt Tipus de sediment
AF Fi
Arblcies A_GF Groller en superficie, Fi en

profunditat

Fi amb for¢a contingut de

G_MO materia organica
Gualba CF Fi
G_G Groller

Abans d’anar al riu a mostrejar es va
seleccionar un dia el qual el temps
anterior a aquest dia hagués estat
sense precipitacions, i el riu
presentés un cabal basal on
s’assegurés un flux d’aigua constant
sense avingudes. D’aquesta manera
es va assegurar la presencia del

biofilm, 1 1’obtenci®é de mostres [ :
representatives. Figura 5. Un dels punts de mostreig a Gualba. Font: imatge
propia

PRESA | CONSERVACIO DE LES MOSTRES

Aquest treball es basa en un Gnic mostreig realitzat el dia 18 de novembre, en época de
cabal basal en els punts d’estudi descrits anteriorment (Fig. 3 i 4). El procediment
descrit a continuacidé es va realitzar seguint la mateixa metodologia en cada punt
mostrejat. En total es varen obtenir 30 mostres, resultants del mostreig de sediment
superficial i profund en els 5 punts d’estudi seleccionats i realitzant 3 repliques per
mostreig.

e

Primerament, es varen analitzar els parametres
fisicoquimics de 1’aigua superficial en les dues zones
d'estudi de la riera de Gualba i la riera d'Arbdcies. Es
varen fer mesures de pH, O, conductivitat i temperatura
mitjancant les sondes de camp corresponents
(Multisonda HQd Field Case, HACH).

A continuacio, mitjancant el mostrejador de sediment
(Sediment core sampler type Beeker Eijkelkamp) es van
extreure tres répliques de sediment (20 cm de fondaria)
per cada punt (Fig. 6). Durant I’extraccid es va tenir cura
d’evitar que I’aigua no es barregés amb el sediment.

Figura 6. Extraccié de la mostra
utilitzant el mostrejador de sediment.
Font: imatge propia
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De tot el core extret (Fig. 7), es varen dipositar en pots de
plastic (previament retolats) els primers 5 cm de sediment
(corresponent a la superficie) i els Gltims 5 cm de sediment
(corresponent a la fondaria). Els pots de plastic
s’emmagatzemaven dins d’una nevera amb gel, per tal
d’optimitzar la conservacid de les mostres fins arribar al
laboratori.

Cal esmentar que en un dels punts de la riera de Gualba (G_G)

el sediment era groller, de manera que 1’extraccid6 amb el & Wi

mostrejador de sediment es feia dificultosa. Es per aquest Flgura 7. Core extret de la

motiu que es varen extreure 10 cm mitjancant un mostrejador "era  dArblcies.  Font:
imatge propia

de sediment, construit amb un tub de metacrilat i un tap de

goma per fer el buit i facilitar I’extraccio del sediment.

Un cop recollides les mostres, es varen preparar per mantenir-les optimes fins a ser
analitzades. Cada parametre necessita una conservacié diferent, de manera que un cop al
laboratori es varen etiquetar 150 vials (60 de vidre i 90 de plastic), i es va col-locar 1 ml
de sediment al vial corresponent.

El sediment utilitzat per a 1’analisi d’EPS 1 per 1’analisi de matéria organica es varen
dipositar en vials de plastic i es varen congelar, mentre que el sediment utilitzat per
I’analisi de la densitat de bacteris i la clorofil-la es varen col-locar en vials de vidre. En
el cas de les mostres per a 1’analisi de la densitat de bacteris, els vials havien estat auto-
clavats durant 20 min a 121°C, i es varen manipular amb pinces esterilitzades amb
etanol. En el sediment per a I’analisi de la densitat de bacteris s’hi va afegir 10 ml d’una
solucidé de despreniment preparada, anomenada a partir d’ara detaching solution (Perujo
et al. (2016) adaptacio de Amalfitano et al. (2009)) i es va guardar a la nevera, mentre
que el sediment per a I’analisi de la clorofil-la es va tapar amb paper d’alumini (per
evitar la degradacié de la clorofil-1a) i es va congelar. Una part del sediment sobrant es
va guardar en vials de plastic i es va congelar per si durant les analisis es requeria més
mostra. Amb la resta de sediment sobrant es van ajuntar les répliques dels mateixos
punts i es va deixar assecar a 1’estufa (50°C) per al posterior analisis granulometric.

Complementariament, es varen recollir mostres d’aigua per analitzar la concentracio de
nutrients a cada punt. Un cop al laboratori, es varen filtrar amb filtres de Nylon de
0.2um i es varen congelar en tubs Falcon de 50 ml fins al moment de fer I’analisi.

ANALISI DE NUTRIENTS

Per coneixer la concentracié de nutrients a 1’aigua, es va realitzar una cromatografia
d’intercanvi ionic a partir de les mostres d’aigua congelada (es varen descongelar abans
d’analitzar). Per a la cromatografia ionica es va utilitzar una columna per anions
(METROSEP A SUPP5), amb un eluent a base de carbonat.
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Es varen utilitzar 5 solucions mare amb els ions PO,*, SO,%, NO3", NO, i CI', i es varen
preparar les solucions patrons per a les concentracions de 100 ppb, 500 ppb, 1 ppm, 2
ppm, 10 ppm i el blanc (0 ppm).

Abans de llegir les mostres es va fer correr una mica d’eluent pel sistema per eliminar
restes de la solucio de neteja. Es va col-locar la columna i el sistema supressor, es va
purgar el sistema, i es va mesurar el baseline durant aproximadament una hora fins que
el sistema es va estabilitzar. Es va carregar el carro amb les mostres i la patr6 preparada.

Un cop es varen llegir totes les mostres, es va anotar el valor de height i area de cada
component per cada mostra. Es va buidar el pot de residus i es va netejar el sistema.

Els valors de height indiquen 1’algada dels pics per a cada 16, mentre que els valors
d’area indiquen la superficie que representa el pic de cada i0.

ANALISI GRANULOMETRIC

Per I’analisi granulomeétric del sediment es va ajuntar el sediment sobrant de les
repliques de cada punt (incloent fondaria i superficie) excepte pel punt A GF. En
aquest punt es va diferenciar 1’analisi granulometric pel sediment superficial i el
profund, ja que es va observar que el sediment de les capes superiors era notablement
diferent al de les capes inferiors.

Es va repetir la mateixa metodologia per a cada mostra
recollida. Es va utilitzar un joc de cinc tamisos amb malles de
diferents grandaries. Les malles tenien passos de llum de 0.075,
0.25, 0.9, 21 4.75 mm (Fig. 8). Es va netejar un recipient de
plastic que recollis el sediment, i es varen col-locar els tamisos
sobre aquesta base en ordre progressiu de malla (el tamis amb
el pas de llum més gran es va col-locar a dalt).

. . ] Figura 8. Algtjns dels tamisos
Primerament es va pesar el sediment ja sec, es va abocar en el ijizats amb el sediment

joc de tamisos, i es va sacsejar durant uns minuts fins que no retingut. Font: imatge propia
s’observaven diferéncies en el sediment retingut a cada tamis.

Finalment, es va pesar la quantitat de sediment que va quedar retinguda en cada tamis i
es va anotar, per aixi calcular el percentatge de particules retingudes als sedassos
respecte del pes total de la mostra inicial. A partir d’aquest resultat es va calcular el
percentatge de pes acumulat, que es va representar respecte la mida de les particules
mitjangant un grafic logaritmic.

S’utilitzara I’escala Udden-Wentworth (Taula 2) per classificar el sediment segons la
mida de les particules (Wentworth, 1922).
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Taula 2. Adaptacio de I’escala de Wentworth on es classifica el sediment segons la mida de la particula (mm). Extret

de (TSI Aquatic Module 1 Physical, 2017)

Category Type Grain diameter (mm)
Boulder Boulders 250-100
Cobbles 65-250
Gravel Pebbles 4-65
Granules 2-4
Very coarse sand 1-2
Coarse sand 0.5-1
Sand Medium sand 0.25-0.5
Fine sand 0.125-0.25
Very fine sand 0.0625-0.125
Coarse silt 0.031-0.625
Medium silt 0.0156-0.031
Fine silt 0.0078-0.0156
Mud
Very fine silt 0.0039-0.0078
Clay <0.0039
Dust <0.0005
MATERIA ORGANICA

Per analitzar la matéria organica del sediment, es varen
recuperar les mostres congelades en vials de plastic (Fig. 9),
es varen deixar descongelar i assecar a I’estufa (50°C) fins
que el pes sec s’estabilitzés, | es varen pesar a la balanca
amb 1’ajuda d‘un gresol de ceramica i1 una espatula. Abans
de pesar la mostra amb el gresol, es va pesar el gresol per
separat i es va anotar el pes.

Figura 9. Mostres extretes del
Un cop pesades totes les mostres, es varen posar a la mufla  congelador, a punt per ser

(550°C, 4 hores; Bourasa and Cattaneo, 1998), es varen pesades. Font: imatge propia
deixar refredar i es varen tornar a pesar amb el gresol.

Aixi doncs, es va calcular el pes sec lliure de cendres (AFDW, “Ash free dry weight”)
segons la formula:

es abans mufla — pes després mufla AFDW
Arpw = P fla(g) —p p flag) _ 9

pes abans mufla(g) — pes cassoleta (g) g pes sec

Per a interpretar els valors obtinguts, es valora que la materia organica de les mostres
s’ha volatilitzat, per tant, el resultat de la operacié mostra una aproximacié de la matéria
organica present en cada mostra de sediment.

ANALISI DE CLOROFIL-LA
Per preparar les mostres, es varen descongelar i s’hi va afegir 10 ml d’acetona al 90%
per extreure’n la clorofil-la. Es varen deixar reposar les mostres durant aproximadament
10 hores, a 4°C i protegides de la [lum.
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Passat aquest temps, es va sonicar (bany d’ultrasons
Selecta) durant un minut, es va agitar amb el Vortex i es
va sonicar un minut més. A continuacid, mitjangcant un
matras Kitasato assegurat amb una pinga a un embut de
filtracio connectat a una bomba de buit, es va filtrar al
buit una mica d’acetona al 90% amb filtres GF/C de 1.2
pum, per netejar el filtre, i seguidament es va filtrar la
mostra (Fig. 10). El filtrat de cada replica es recollia en
un tub diferent.

Un cop filtrat, es llegia I’absorbancia a
I’espectrofotometre Shimadzu UV-1800 a les longituds
d’ona de 430 nm, 665 nm i 750 nm amb cubeta curta (1
cm de pas de llum). Abans de llegir les absorbancies de

Figura 10. Material utilitzat per a
i ) I'analisi de clorofil-la. Font: imatge
les mostres filtrades es va fer un Base Correction amb propia

acetona al 90% a les dues cubetes.

Per conéixer I’estat de conservacié de la clorofil-la es va calcular 1’Index de Margalef a
partir del quocient entre els pics d’absorbancia a 430 nm i els valors d’absorbancia a
665 nm. Aquest index reflexa la composicid relativa en [’espectre d’absorbancia
(Margalef, 1983). Valors superiors a 2 indica que s’ha donat una degradacio de la
clorofil-la, i valors inferiors a 2 mostren que la clorofil-la es troba en bon estat.

A partir dels valors obtinguts s’ha fet el calcul de la concentracio de clorofil-la segons la
férmula seglient:

Chi _ (11.4 x (Abs665 — Abs750) * V) — wa Chi
= L * pes sec —Hg /g pes sec

On V és el volum d’acetona afegit (ml), L és la longitud de la cubeta (cm). El resultat
obtingut es va dividir pel pes sec de cada mostra (en grams) obtenint la concentracio de
clorofil-la (ug de clorofil-la/g de pes sec), i es transformava en biomassa algal segons el
factor 1g Chl =60 g C algal.

DENSITAT DE BACTERIS

Per analitzar la densitat de bacteris és important utilitzar el maxim de material possible
auto clavat, el major nombre de material esterilitzat proporcionara uns resultats més
fiables.

El métode utilitzat per a la determinacié de la densitat de bacteris del sediment es basa
en el descrit a (Perujo et al., 2016), adaptaciéo de (Amalfitano et al. 2009). Abans de
comencar a tractar les mostres es va preparar el detaching solution, que s’afegiria per
facilitar la disgregacio dels bacteris en el sediment. Per preparar-la es va barrejar en 1
litre d’aigua MilliQ els segiients reactius seguint 1’ordre descrit: 7.54 g de NaCl, 0.99 g
de Na;HPO,, 0.36 g de NaH,PO4, 50 ml de formaldehid al 37%, 1 g de pirofosfat sodic
i 5 ml de tween 20. Es va enrasar amb aigua MilliQ.
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Abans de preparar la mostra per analitzar-la es
va procedir a disgregar-la i purificar-la. Aixi
doncs per disgregar els bacteris del sediment, es
van recuperar les mostres guardades a la nevera
amb els 10 ml de detaching solution i es varen
agitar amb el wvortex uns 10 segons.
Seguidament es varen col-locar en un recipient
tapades amb paper d’alumini, i es varen deixar
durant 30 minuts a 200 rpm a temperatura
ambient (Fig. 11)_ Un cop agitades, es varen Figura 11..M0.s’tres preparades per comencar el
deixar refredar a 4°C durant 10 min a la neverai = dagitacio

es varen sonicar amb gel en 2 cicles d’un minut (és important treballar en fred per evitar
que les cel-lules es trenquin). Altre cop, es varen agitar amb vortex durant 15 segons, i
es varen deixar sedimentar durant 2 minuts. Finalment, es va extreure 1 ml del
sobrenedant i es va dipositar en Eppendorfs esterils de 2 ml préviament etiquetats.

Es va continuar amb el procés de purificacid. Primer es va
agitar amb el vortex i mitjancant una agulla es va afegir 1 ml
de Nycodenz al fons de I’Eppendorf. Seguidament es va
centrifugar 14.000 rpm durant 90 minuts a 4°C (es va tenir
cura de col-locar els Eppendorfs de forma equilibrada). Es
van extreure 2 ml de sobrenedant i es van dipositar en
Eppendorfs de 2 ml esterils, per agafar només medi liquid.
La Figura 12 mostra la diferencia entre el medi liquid i el
pellet format després de la centrifugacio. Finalment, tot el
sobrenedant recollit es va agitar amb el vortex per

B Figura 12. Eppendorf extret de
homogeneitzar les dues capes que es formaven en el |acentrifuga, es mostra el pellet

sobrenedant despreés de centrifugar. resultant. Font: imatge propia

Es va diluir 1 ml de I’extracte amb 9 ml d’aigua sintetitzada al laboratori a partir d’aigua
destil-lada, ja que anteriorment s’havia comprovat que la mostra sense diluir presentava
una densitat de bacteris superior al rang de la mostra patrd interna. Es va agitar la
dilucié amb el vortex, i es van pipetejar 400 pl que es varen dipositar en un tub de
citometre. Arribat a aquest punt, es va procedir a tintar i preparar la mostra per fer la
lectura amb el citometre de flux. Es varen afegir 4 ul de SYTO 13 (FISHER, 5 uM) per
tenyir el DNA de les cel-lules, i es va incubar a les fosques durant 20 minuts
aproximadament. Paral-lelament, es va preparar la solucié de beads, que es va sonicar
durant 2 minuts i es va agitar amb el vortex. Es varen afegir 10 pl (solucié 10°
beads/ml, FISHER, 1.0 um) a les mostres dipositades als tubs de citometre, i es va
procedir a fer la lectura amb el citometre (FACSCalibur, Becton-Dickinson).

Es varen anotar els valors d’events (R2) i beads (R1). Els valors d’events (R2) son
representatiu del nombre de bacteris de la mostra, i el valor de beads (R1) mostra el
nombre de beads detectats pel citometre i son utilitzats com a referéncia interna.
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Ambdoés valors s’utilitzen per calcular la concentraci6 de bacteris de la mostra en
relacio al pes sec segons la formula seguent:

concentraci6 beads
volum beads (mlL)

pessec (g) R1 - volum de mostra (mlL) -

R2 -

bacteris - volum beads afegit (mL)

g pes sec - factor de dilucié

mlL detaching solution

A partir de la concentraci6 de bacteris per pes sec (g) s’han calculat els pg de carboni en
relacio al pes sec (g) a partir de la formula seguent.

ugC cél.bacteris 0.1 um3 1cm3® 0.22 gC 10%ugC

pessec (g) - pes sec(g) "1 cel.bacteri 1012ums3 1 cem?3 1g9C

S’ha transformat la biomassa bacteriana a micrograms de carboni a partir de la relacié
0.22 gC/cm® (Bratbak & Dundas, 1984), i considerant que una cél-lula bacteriana ocupa
0.1 pm? (Theil-Nielsen, 1998).

EPS (“EXTRACELLULAR POLYMERIC SUBSTANCES™)

L’analisi de I’EPS permet determinar el contingut de polisacarids de la matriu
polimerica extracel-lular que embolcalla les cél-lules del biofilm microbia. Per facilitar
I’extraccio d’EPS de les mostres, es va utilitzar una resina d’intercanvi cationic (CER)
que va se condicionada durant la setmana anterior a 1’analisi d’EPS (Romani et al.,
2008).

Aixi doncs, per al condicionament es varen omplir flascons de vidre
de 300 ml amb 20 g de CER, s’hi va afegir 200 ml d’aigua MilliQ, i
es va deixar tota la nit a temperatura ambient. Al mati segiient es va
canviar I’aigua MilliQ per 200 ml de HCI1 (4M), es varen agitar els
flascons suaument i es varen incubar una hora amb agitacié suau
(150 rpm) a temperatura ambient. A continuacio, es va rentar la ..
resina amb aigua MilliQ cinc vegades, i es va incubar la resina en g
200 ml de NaOH (1M) durant 4 hores (Fig. 13). Finalment, la Figura 13. Erlenmeyer
. . i . . amb  resina.  Font:
resina es va rentar amb aigua MilliQ fins a arribar a un pH neutre. imatge propia
Aquest procediment es va repetir fins a 3 vegades més. L ultima
repeticio, a diferéncia de les altres, es va guardar la resina en HCI (5M) amb 1 cm
minim de sobrenedant que cobris la CER.

Abans de comengar amb I’extraccido de I’EPS es va neutralitzar el pH de la resina, es
varen descongelar les mostres de sediment guardades, i es varen dipositar en
Eppendorfs de 2 ml, amb 1 ml d’aigua MilliQ i 0.3 g de resina cationica (seguint aquest
ordre). A continuacid, es va incubar en gel durant una hora i en agitacié a 200 rpm, es
varen centrifugar els Eppendorfs a 11000 rpm durant 15 minuts a 4°C, i es van pipetejar
500 pl del sobrenedant que es varen col-locar en tubs de vidre per practicar 1’assaig
Phenol/H,SO, (Dubois et al. 1956) a sota la campana. Aquest assaig extreu I’EPS de les
mostres, i ’extracte es digereix per a analitzar-ne la glucosa. Les mostres donen una
coloracio que es llegeix a I’espectrofotometre.

12



Efecte de la granulometria i la profunditat en l'estructura del biofilm microbia en sediments fluvials de
dos rius de capgalera

A partir d’una solucié stock de glucosa 10.000 uM, en un matras aforat de 100 ml, amb
0.18 g de glucosa i enrasant amb aigua MilliQ, es varen preparar solucions intermitges
de 1.000, 100 i 10 uM. Mitjancant les quals es varen preparar les concentracions de 5,
10, 15, 20, i 50 pmol/L.

Aixi doncs, es varen necessitar fins a set tubs de 15 ml (Falcon) per preparar la recta
patrd. Cada tub estava etiquetat amb les solucions que finalment es llegiria: 0 uM, 5
UM, 10 puM, 15 pM, 20 pM, 50 pM i 100 puM; preparades a partir de les solucions
stock. Per acabar, es van pipetejar 500 ul de cada concentracié de la patrd en tubs de
vidre per realitzar 1’assaig Phenol/H,SO,4 (Dubois et al. 1956) de la mateixa manera que
amb les mostres.

Per a I’assaig Phenol/H,SQO,, es van afegir 12.5ul de la solucié fenol als 500 pl de
I’extracte i es va barrejar curosament, després es va afegir 1.25 ml d’acid sulftric
concentrat amb 1’ajuda d’una pipeta graduada. Es va procurar que el volum d’acid
caigués directament en el centre de 1’extracte en un sol moviment, d’aquesta manera
s’assegurava la barreja total de la solucié amb 1’acid sulfuric. Es varen tapar els tubs i es
varen deixar reposar durant 10 minuts perque es refredessin. Seguidament, es varen
barrejar cautelosament i es varen incubar a 30°C durant 20 minuts en un bany d’aigua.

Finalment, es va mesurar 1’absorbancia a 485nm amb una cubeta de vidre de quars curta
reduida. Primer es varen llegir les mostres de la patrd, i a continuacié les mostres del
sediment. El blanc a I’espectrofotometre es va fer amb aigua MilliQ. Un cop obtingudes
les absorbancies es va calcular la recta patr6, per aixi poder trobar la concentracio de
glucosa per a cada mostra en M. A partir de la concentracio de glucosa es va calcular
la concentracié d’EPS (pg glucosa/g pes sec), segons la formula:

EPS = umol glucosa 180 ug glucosa 1L 1 mL MilliQ  ug glucosa

1L 1 umol glucosa 1000 mL ' g pes sec g pes sec

A partir del contingut d’EPS en pg glucosa/g pes sec, s’ha estimat el contingut d’EPS
en unitats de Carboni, segons la formula seguent:

ng glucosa 1 umol glucosa 6 umol C 12pugC  pgC

g pes sec 180 ug glucosa 1 umol glucosa 1 umol C g pes sec

On es relaciona estequiometricament la glucosa i el carboni. Sabent que la molécula de
la glucosa és CsH1,06, 180 g/mol glucosa contenen 6 mol de carboni de massa atomica
12 u.

ANALISI DE DADES

S’ha organitzat 1’analisi de dades segons 1’analisi dels parametres generals de les
condicions en els diferents punts i tipus de sediment que inclou els analisi de nutrients,
granulometria i matéria organica, i 1’analisi dels parametres de 1’estructura del biofilm
que inclou els analisis de clorofil-la, biomassa de bacteris i concentracié d’EPS.
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Per a I’analisi de nutrients s’han dibuixat dues rectes patr0 a partir dels temps de
retencio en els valors de height i area dels cromatogrames per seleccionar la recta que
presentés una major qualitat del model (R? propera a 1). Un cop decidit, s’han calculat
les concentracions (ppm) dels ions per cada punt, i s’han calculat les mitjanes i
desviacions estandard que s’han resumit en una taula (Taula 4). Les dades s’han tractat
mitjancant una ANOVA d’un sol factor (punt de mostreig), i s’ha realitzat el test de
Tukey (p <0.1) per comprovar les diferéncies entre punts. A 1’analisi granulométric s’ha
calculat el percentatge de pes que ha passat en cada tamis (% que passa) per cada punt i
s’ha representat mitjancant una corba granulométrica (Escuela de Ingenieria en
Construccion, 2017).

Per I’analisi de materia organica s’ha aplicat el mateix analisi de dades que a 1’analisi de
clorofil-la, biomassa de bacteris i concentraci6 d’EPS detallat a continuacio.
Primerament, s’han detectat els outliers per tal de descartar els valors fora de rang. S’ha
definit el valor limit superior com la suma entre el 3r quartil i 1.5 vegades el rang
interquartilic, i el limit inferior com la resta entre el 1r quartil i 1.5 vegades el rang
interquartilic; aixi doncs, els valors que es troben fora d’aquests limits s’han descartat a
I’hora de fer les mitjanes i les desviacions estandards.

Per a les variables de matéria organica, clorofil-la, densitat de bacteris i EPS s’han
calculat les mitjanes i desviacions estandard dels valors de g mat. organica/g pes sec, ug
Chl-a/g pes sec, cél-lules de bacteris/g pes sec i ug glucosa/g pes sec i s’han representat
mitjangant grafics de barres i barres d’error utilitzant el programa Microsoft Excel 2016.
El contingut de carboni de biomassa algal, bacteriana 1 EPS al biofilm s’ha representat
en dos grafics de barres. S’ha separat la clorofil-la de les altres dues variables, ja que la
biomassa de carboni de la clorofil-la era molt superior a les altres. A més, s’ha calculat
una ratio en unitats de carboni entre la biomassa de bacteris i el contingut d’EPS.

En I’analisi de clorofil-la s’ha calculat ’index de Margalef tal i com s’ha detallat
anteriorment, i s’ha aplicat un tractament estadistic de les dades igual que en els
parametres de 1’estructura del biofilm.

S’han tractat les dades amb tres analisis estadistics, una ANOVA bifactorial tipus II
considerant els factors punt de mostreig i profunditat i la seva interaccid, una ANOVA
unifactorial tipus Il considerant el factor granulometria. També s’ha realitzat una
ANOVA unifactorial independent per a cada profunditat (superior i inferior), on s’ha
aplicat el test de Tukey (p-valor <0.1) per als factors punt de mostreig. EI programari
utilitzat per I’analisi estadistic dels resultats ha estat 'R comander. Cal fer esment que
S’han comprovat els suposits de normalitat i homoscedasticitat abans d’aplicar-hi
estadistica parametrica. Aquells parametres que no complien algun d’ambdés suposits
se’ls hi ha fet una transformaci6 logaritmica de la variable per aconseguir major
simetria de les dades.

Finalment, s’han dibuixat dues matrius de correlacié entre els components de
I’estructura dels biofilms (clorofil-la, biomassa de bacteris, concentraci6 d’EPS i
matéria organica), diferenciant el sediment en superficie i en profunditat.
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RESULTATS

ANALISIS FISICOQUIMIQUES

Els resultats obtinguts de les analisis fisicoquimiques de les dues rieres analitzades
(Arbdcies i Gualba) es mostren a la Taula 3. Aquestes analisis s’han utilitzat per
comprovar que les dues rieres es troben en condicions ambientals similars. Les
caracteristiques fisicoquimiques de les aigties superficials mostren valors similars entre
les rieres. Sobretot pel que fa a la temperatura i ’oxigen dissolt, en canvi, la
conductivitat i el pH ¢és lleugerament superior a la riera d’ Arbucies.

Taula 3. Resultats obtinguts de les analisis fisicoquimiques en un punt de les rieres d'Arbucies i Gualba.

Parametres Arbucies Gualba
Oxigen dissolt (mg/L;%sat) 11.13; 100.7 10.10; 97.7
Temperatura (°C) 10.7 10
Conductivitat(uS/cm) 329 208.8

pH 8.3 7.44

D’altra banda, els nutrients presents a 1’aigua analitzats mitjangant la cromatografia
d’intercanvi idnic, s’han calculat a partir del temps de retencid en els valors de height, ja
que presenten una correlaci6 més bona que els valors d’area (els coeficients de
determinacié (R?) son de major qualitat en els height que no pas en I’area). Les
concentracions dels ions s’han determinat utilitzant les rectes patré que es mostren a la
Figura 14.
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Figura 14. Rectes patr6 amb els coeficients de determinacié per a cadascun dels anions llegits en el cromatograf.
Valors de R propers a 1 mostren una major qualitat del model.
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El cromatograf va dibuixar un cromatograma per cada mostra analitzada, segons el
temps de retencio de cada i6. A la Figura 15 es mostra un dels cromatogrames

obtinguts, en aquest cas, el de la recta patrd, on es poden observar clarament els pics de
cada io.
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Figura 15. Cromatograma de la recta patré de les concentracions de nutrients.

Les mitjanes i desviacions estandards de les concentracions dels anions, de cada punt de
mostreig, es troben a la Taula 4. L’analisi ANOVA per el factor Punt (Taula 4) mostra
diferéncies significatives entre els punts de mostreig en les concentracions de clorurs,
nitrats i sulfats (p < 0.05). Els ions clorur i sulfat presenten concentracions superiors en
els punts d’Arbucies respecte els punts de Gualba, mentre que 1’16 nitrat diferencia el
punt G_F de la resta, sent aquest inferior als altres.

Taula 4. Conjunt de mitjanes i desviacions estandard de les concentracions de nutrients (ppm) obtingudes en
l’analisi de ’aigua. Els resultats del test de Tukey €s mostren en els superindexs, els grups es diferencien amb lletres.
Significacio del test de Tukey <0.1.

Punt de mostreig Concentracié (ppm)
Cl- Nitrit Nitrat Fosfat Sulfat
A_GF 26+1° 0.23+0.03%  5.3x0.2° 0.39+0.02° 51+1°
A F 25+1° 0.33+0.09%°  5.4+0.4° 0.41+0.06° 51+4°
G_MO 18+2° 0.3+0.2° 5.1+0.2° 0.42+0.06° 23.5+0.9°
G G 15.8+0.4° 0.3+0.2° 5.2+0.1° 0.5+0.1° 22.8+0.3°
G F 13+3° 0.13#0.01*  3.9+0.9° 0.240.1° 2044 °

Aixi doncs, I’analisi de 1’aigua presenta diferéncies entre la riera de Gualba i Arbdcies,
tenint la riera d’Arbucies concentracions superiors d’ions clorurs 1 sulfat.
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ANALISI DEL SEDIMENT

GRANULOMETRIA

Els pesos obtinguts en 1’analisi granulometric, s’han utilitzat per representar la corba
granulomeétrica a partir dels percentatge de particules que ha passat cada tamis.
D’aquesta manera s’ha definit el tipus de sediment de cada punt, segons si es tracta de
graves, sorres o llims. A la Figura 16 es mostren els resultats de la granulometria
practicada a les mostres de cada punt.

Cal fer esment que en el punt A_GF es varen tamisar mostres de diferents profunditats,
ja que en el mostreig de camp es varen observar diferéncies entre la granulometria del
sediment de la zona superior vers el sediment més profund.
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Figura 16. Corba granulométrica dels sediments extrets a cada punt de mostreig. Es representa el percentatge de
sediment que passa respecte la mida de les particules.

Del total de punts mostrejats es diferencien dues tendéncies clares corresponents a
sediments fins (linies grogues i vermelles) i sediments grollers (linies blaves). Les linies
grogues i vermelles presenten una major proporcio de particules fines, mentre que la
resta de punts es classificarien com a sorra molt gruixuda amb un elevat percentatge de
retencio de particules de major mida.

Les diferencies observades al camp en el punt A_GF es confirmen amb les corbes que
representen les dues profunditats d’aquest punt a la Figura 16, ja que la capa superficial
visualitzada com a més grollera es classifica com a sorra molt gruixuda, mentre que la
capa inferior vista més fina es classifica com a sorra fina.
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CONTINGUT DE MATERIA ORGANICA
Els resultats del contingut de materia organica del sediment es representen a la Figura
17.
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Figura 17. Grafic de barres representatiu de les mitjanes de g AFDW/g pes sec en superficie i en profunditat (sup =
superior; inf=inferior). Es mostren les desviacions estandard amb barres d’error, el resultat de I’ANOVA (factor
profunditat) i el test de Tukey per al factor punt dins de cada profunditat per separat. Els grups significativament
diferents s han representat mitjangant lletres.

En general les capes superiors tenen una acumulacio de materia organica superior que
les capes inferiors (ANOVA, p<0.05, Taula 6), pero aquestes diferéncies depenen del
punt (interaccio Punt:Profunditat, Taula 5). D’altra banda, es presenten diferencies entre
punts dins de les dues profunditats (ANOVA, p<0.05, Taula 5). Els sediments de mida
més fina presenten valors més elevats de materia organica (Taula 5, factor
granulometria).

Taula 5. Resultats p-valor obtinguts de I'analisi de mitjanes ANOVA bifactorial entre els factors punt i profunditat, i

ANOVA type I11 pel factor granulometria, per als parametres analitzats al laboratori. Amb negreta es mostren els
valors significatius (p-valor < 0.05). Programari utilitzat: Remdr

Matéria organica  Clorofil-la 1. Margalef Densitat de bacteris  EPS

Profunditat 0.034 0.004 0.097 0.007 0.020
Punt 0.001 0.007 0.355 4.892E-05 0.141
Punt:Profunditat 0.017 0.003 0.463 0.049 0.318
Granulometria 0.034 0.303 0.313 0.949 0.959

Taula 6. Resultats p-valor obtinguts de I'analisi estadistic ANOVA unifactorial per a cada profunditat per veure
diferéncies entre punts per a cada una d’elles. Amb negreta es mostren els valors significatius (p-valor < 0.05).
Programari utilitzat: Remdr

Profunditat ‘ Matéria organica  Clorofil-la  i. Margalef Densitat de bacteris  EPS
superior 0.027 0.014 0.031 0.002 0.266
inferior 0.0003 0.064 0.442 1.06E-06 0.141
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En definitiva, en 1’analisi de la matéria organica s’observa una variaci6 de la
concentraci6 de matéria organica segons la profunditat del sediment i la seva
granulometria.

CONTINGUT DE CLOROFIL-LA
La Figura 18 mostra les mitjanes i desviacions estandard dels pg Chl/g segons la
profunditat, i per a cada punt de mostreig.
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Figura 18. Grafic de barres representatiu de les mitjanes de ug Chl/g pes sec en superficie i en profunditat (sup =
superior; inf=inferior). Es mostren les desviacions estandard amb barres d’error, €l resultat de I’ANOVA (factor
profunditat) i el test de Tukey per al factor punt dins de cada profunditat per separat. Els grups significativament
diferents s ’han representat mitjangant lletres.

Els resultats de ’ANOVA bifactorial (Taula 5), confirmen diferéncies significatives
entre els factors punt i profunditat i la seva interacci6. De manera que, es pot afirmar
que tant la profunditat del sediment com el punt de mostreig pot alterar el contingut de
clorofil-la del biofilm. S’observen majors concentracions de clorofil-la en superficie que
en profunditat, aquesta diferéncia és major al punt G_mo.

El test de Tukey mostra diferéncies entre punts dins de la profunditat superior i inferior.
En profunditat no es presenten diferencies significatives entre punts (ANOVA p-valor
<0.05, Taula 6), encara que el test Tukey diferencia alguns punts (Figura 18). Aixo és
degut a que utilitzen diferents nivells de significanca. En superficie, el punt G_mo
presenta una concentracio de clorofil-la molt més elevada que la resta de punts, mentre
que en fondaria el punt A_F és el que presenta major biomassa algal. No es veuen
diferencies entre sediments fins i grollers.

S’ha calculat 1’Index de Margalef (Taula 7), que indica de ’estat de la clorofil-la. Cal
recordar que aquest index és un quocient entre dues absorbancies indicador de I’estat de
la clorofil-la (mirar apartat Metodologia: Analisi de clorofil-1a) perd depén de molts
factors (com ara la composicid de la comunitat algal), el aixo el fa poc precis. Tot i aixi,
mostra una gran coheréncia amb la distribucié d’alguns factors i les propietats de
I’ecosistema (Margalef, 1983).
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Alguns punts presenten valors superiors en profunditat mentre que d’altres presenten
valors semblants a la superficie i en fondaria (Taula 6). L’analisi estadistic per als
resultats de 1’fndex de Margalef sols ha mostrat diferéncies significatives entre les
mostres recollides en superficie (ANOVA p-valor < 0.05, Taula 6). El test de Tukey
determina que el punt G_mo presenta un index major que els punts A_ GF i A_F.

Taula 7. Resultats de I'index de Margalef per cada punt de mostreig i profunditat. Els superindexs indiquen el
resultat de Tukey per a les mostres de la superficie (factor: punt).

Punt | Profunditat Index de Margalef
G_mo Sup 2.71%
G_mo Inf 2.66
G G Sup 2.59%®
G G Inf 2.66
G F Sup 2.58%
G_F Inf 3.00
A GF Sup 2.34°
A_GF Inf 2.22
AF Sup 2.32°
A_F Inf 2.82
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Figura 19. Grafic de barres representatiu de les mitjanes de 107 cél-lules de bacteris/g pes sec en superficie i en
profunditat (sup=superior, inf=inferior). Es mostren les desviacions estandard amb barres d’error, el resultat de
I’ANOVA (factor profunditat) i el test de Tukey per al factor punt dins de cada profunditat per separat. Els grups
significativament diferents s han representat mitjangant Iletres.

Els resultats de la densitat de bacteris es representen a la Figura 19. L’analisi estadistic
mostra diferencies entre profunditats. ElI sediment de la zona superior presenta un
nombre més elevat de cel-lules bacterianes/g pes sec, i no mostra diferéncies entre
punts. Mentre que el sediment de la zona inferior presenta un nombre de bacteris més
baix en general, pero es diferencia el punt A_GF amb un elevat nombre de bacteris. No
hi ha diferencies entre sediments fins i grollers (Taula 5).
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CONTINGUT D’EPS
Els resultats de 1’analisi de I’EPS es representen a la Figura 20 amb unitats de pg
glucosa/g pes sec.
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Figura 20. Grafic de barres representatiu de les mitjanes de contingut d’EPS (en g glucosa-equivalents/g pes sec)
en superficie i en profunditat (sup = superior; inf=inferior). Es mostren les desviacions estandard amb barres
d’error, el resultat de ’ANOVA (factor profunditat) i el test de Tukey per al factor punt dins de cada profunditat per
separat. Els grups significativament diferents s han representat mitjangant lletres.

S’observen continguts d’EPS més alts a les capes superficials del sediment en
comparacié amb els resultats en fondaria (ANOVA p <0.05, Taula 6), mentre que no
s’observen diferéncies significatives entre els punts de mostreig ni tampoc interaccid
entre punts i profunditat. No hi ha diferéncies significatives entre sediments fins i
grollers (Taula 5).

S’han calculat les matrius de correlacid entre les variables que componen el biofilm
segons la profunditat del mostreig (Taula 8).

Taula 8. Matrius de correlaci6 entre les variables que componen el biofilm, en superficie i en profunditat. Es
diferencien els resultats de les mostres en superficie en verd, i els de les mostres en profunditat en taronja. Les
correlacions significatives es troben marcades en negreta (p-valor < 0.1)

Matéria organica Clorofil-la Densitat de bacteris EPS
Matéria organica - 0.47 0.33 0.36 @
Clorofil-la 0.291 - 0.42 055 3
Densitat de bacteris 0.655 -0.38 - 0.34 g
EPS -0.287 0.12 -0.35 - )
INFERIOR

La matriu de correlacio per al sediment en superficie presenta relacions positives entre
la Clorofil-la i el contingut de matéria organica i EPS. En canvi, en profunditat
s’observa una relacio positiva entre la densitat de bacteris i la materia organica.

21



Efecte de la granulometria i la profunditat en l'estructura del biofilm microbia en sediments fluvials de
dos rius de capgalera

CONTINGUT EN UNITATS DE CARBONI DE BIOMASSA ALGAL, BACTERIANA | EPS ALS
DIFERENTS BIOFILMS DEL SEDIMENT

Les concentracions de carboni obtingudes mitjancant factors de conversio a partir dels
resultats de les analisis de clorofil-la, densitat de bacteris i EPS s’han estimat per poder
comparar el contingut de biomassa algal, bacteriana i d’EPS. Tot i aixi la comparacio
del carboni utilitzant els tres meétodes és forca complexa, ja que en el cas de la
clorofil-la, la biomassa algal conté una major proporcié de carboni respecte les altres
analisis.

S’han representat els resultats en dos grafics de barres (Figs 21 i 22), on s’observa una
major proporcié de biomassa algal respecte la resta. Tot i aixi, també es mostra com la
proporcio de biomassa de bacteris i el contingut d’EPS varia en els diferents punts, ja
que a la riera de Gualba ¢és la concentracidé d’EPS més alta que la de densitat de bacteris,
mentre que a la riera d’Arbucies el contingut de bacteris és superior en el punt
A_GF_inf, és inferior en el punt A F infi s’igualen en el punt A F sup i A_GF_sup.
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Figura 21. Grafic de barres de les mitjanes de les concentracions de clorofil-la en pg C/g pes sec per cada punt de
mostreig i profunditat (inferior i superior). La desviacio estdandard es mostra amb les barres d’error.

Si es comparen les profunditats, també s’observa una alta variabilitat, en alguns
parametres i punts els valors son superiors a la superficie, mentre que en altres son
superiors en fondaria o bé son iguals.
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Figura 22. Grafics de barres de les mitjanes de les concentracions de biomassa de bacteris i contingut d’EPS en |19

Clg pes sec per cada punt de mostreig i profunditat (inferior i superior). La desviacio estandard es mostra amb les
barres d’error.
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A la Taula 9 es mostren els resultats de la ratio entre el contingut de carboni de la
ng C bacteris)

biomassa de bacteris i el contingut de carboni de I’EPS (
ug C EPS

Taula 9. Resultats de les mitjanes i desviacions estandard de les ratio entre la biomassa de carboni provinent de la
densitat de bacteris i EPS, en funcié dels punts de mostreig i les profunditats, per cada réplica de cada punt de
mostreig.

Profunditat
Punt de mostreig .
sup inf

G_mo 12+06 08%0.7
G G 1.1+£05 05%02
G_F 2x1 3£3
A_GF 24+08 14=x1
AF 3x2 06zx01

La ratio entre la densitat de bacteris i EPS juntament amb el grafic de barres (Figura
22), permet congixer quina de les dues variables és present amb major proporcié. En
aquest cas, valors propers a 1 mostren proporcions similars de bacteris i EPS, mentre
que valors superiors a 1 indiquen una major proporcid de bacteris, i valors inferiors a 1
indiquen una major proporcid de concentracio d’EPS.

En superficie els valors de la ratio es troben proxims a 1 o per sobre d’1 indicant major
proporcio de bacteris respecte EPS. En fondaria, en canvi, a excepcio dels punts G_F i
A_GF la proporcié d’EPS €s major que la de bacteris.
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Discussio

L’analisi dels parametres fisicoquimics permet afirmar que les dues rieres son similars
pel que fa a les caracteristiques fisicoquimiques, tot i que es diferencien en la
composici6 ionica. La riera d’Arbucies presenta concentracions més altes de clorurs i
sulfats, possiblement degut a la proximitat del punt de mostreig a la desembocadura de
la depuradora municipal (Agéncia Catalana de I'Aigua, 2017).

Tal 1 com s’esperava, els sediments de les dues rieres son de tipus sorrenc. Dins
d’aquesta classificacid s’han mostrat dues tendencies clares, un grup amb major
proporcié de particules de mida petita, i un segon grup amb major proporcié de
particules grolleres. Aixi doncs, els resultats de I’analisi granulométric han confirmat les
observacions visuals de la mida de particules de les mostres de sediment.

S’ha demostrat que el sediment de la capa superior presenta una estructura del biofilm
diferent que el sediment de més profunditat. En superficie la concentracio de matéria
organica, la biomassa algal, la densitat de bacteris i el contingut d’EPS son superiors
que en fondaria. Aquestes diferencies es relacionen probablement amb una baixa
disponibilitat d’oxigen, baixa disponibilitat de material derivat de les algues (que és una
font de matéria organica d’alta qualitat), i d’una acumulacié de biomassa algal en
descomposicio en profunditat (Perujo et al., 2017; Romani et al., 1998). Mentre que en
superficie I’alta disponibilitat de nutrients gracies al transport de ’aigua, i la presencia
d’algues actives que realitzen fotosintesi degut a la major quantitat de llum i les majors
concentracions de materia organica (Romani et al.,, 1998), permeten que hi hagi
concentracions superiors de clorofil-la i densitat de bacteris.

En el cas de la clorofil-la, sorpren que la major diferéncia sigui entre el punt G_mo
respecte els altres. D’altra banda, I’index de Margalef ha resultat ser més elevat a les
capes inferiors en els punts G_F i A_F, possiblement degut a la preséncia de productes
de la descomposicio de la clorofil-la (Margalef, 1983).

De la mateixa manera, es considera que la biomassa bacteriana i la concentracio d’EPS
és major en superficie gracies a la major concentracio de matéria organica en superficie,
ja que la matéria organica que es troba al sediment és una font de nutrients per a la
colonitzacio de bacteris (Bott & Kaplan, 1985). A més, tal i com s’ha dit anteriorment,
la major radiacié solar a la superficie permet una major activitat fotosintetica per part de
les algues, que juntament amb els bacteris, contribueixen a la formacié de la matriu
EPS. S’ha vist que en superficie, les algues estableixen un rol més important que els
bacteris en la formaci6 de la matriu EPS, en canvi, en fondaria la densitat de bacteris no
es veu tant afectada per I’extincido de la llum en fondaria, ja que son organismes
heterotrofics capacos d’utilitzar materia organica i productes excretats per les algues per
viure (Siuda et al., 1991).
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El punt A_GF presenta més densitat de bacteris i materia organica en profunditat, degut
a les diferencies en la granulometria. A diferéncia dels altres punts de mostreig, aquest
presenta sorres grolleres en superficie i sorres fines en profunditat. La major densitat de
bacteris i matéria organica en profunditat podria venir donat pel fet que el sediment
groller a la superficie permet una infiltraci6 major de nutrients i matéria organica en
profunditat els quals en arribar al sediment fi que es troba en profunditat queden atrapats
(Perujo et al. 2017).

La matéria organica en superficie probablement és d’origen autocton com a resultat dels
processos fotosintétics dels organismes autotrofics (algues i cianobacteris, macrofits i
molses), pero també al-locton degut a la proximitat del bosc de ribera.

Pel que fa a la granulometria del sediment, sols s’ha mostrat relacio amb la variacio de
I’estructura del biofilm en 1’analisi de la matéria organica. S’ha comprovat que els
components de I’estructura del biofilm (clorofil-la, densitat de bacteris 1 concentracid
d’EPS) no depenen de la granulometria del sediment, siné dels factors profunditat i punt
de mostreig. En sediments fins s’esperaria major colonitzacié degut a concentracions
més altes de materia organica (Romani et al., 1998) i degut a major superficie. Per altra
banda, altres estudis han vist que la concentracio de materia organica és més important
que la mida de la particula a I’hora de determinar la biomassa de bacteris (Bott &
Kaplan, 1985).

Per a proxims estudis sobre I’efecte de la mida del sediment en la composicié del
biofilm fluvial, es podria considerar un rang més ampli de granulometries i el mateix
nombre de répliques segons cada mida de particula. Podria ser que en aquest estudi
només s hagin vist diferéncies en I’estructura del biofilm en un parametre degut a que el
rang de mides d’aquest estudi no €s prou ampli.

Pel que fa a la biomassa de carboni, cal considerar que s’ha dut a terme una comparacio
entre parametres de diferent escala. La biomassa algal conté una major proporcié de
carboni respecte els altres components de 1’estructura del biofilm. Els resultats de la
ratio bacteris:EPS presenten una elevada variabilitat entre punts, profunditat i
granulometria fet que no permet identificar una tendéncia clara.

S’esperava que existis relacio entre els components de 1’estructura dels biofilms. En
superficie les relacions més fortes s’han trobat entre la clorofil-la i la concentracio
d’EPS 1 matéria organica, indicant la forta influéncia que tenen les algues en I’estructura
del biofilm a la superficie. En canvi, en profunditat la relacié més significativa es troba
entre la concentracié de matéria organica i la densitat de bacteris indicant la importancia
del component heterotrofic en fondaria.

CRITERIS ETICS

Durant la practica d’aquest estudi s’han aplicat mesures sostenibles respectuoses amb el
medi. Els residus generats al laboratori es varen dipositar en el corresponent cubell o
bido.
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CONCLUSIONS

>

Grain sizes of sediments were identified thanks to the grading curves. Collected
sediments were classified as sands, four of them were classified as fine sands
and the other two were classified as coarse sands.

Analysis of organic matter, chlorophyll, bacterial density and EPS concentration
showed differences between surface and subsurface samples. All the parameters
had highest concentrations on surface sediments, probably due to the higher
solar radiation and availability of nutrients and oxygen.

The only parameter influenced by particle size was the concentration of organic
matter. Settlement is expected to be higher in fine sediment due to higher
accumulation of organic matter and higher surface on small particle sizing.

The correlation matrix has shown a relation between the parameters of biofilm
structure (algae biomass, bacterial density and EPS concentration). On surface
sediment, the best resulting link was between chlorophyll with organic matter
and EPS, showing the relevance of chlorophyll in the EPS matrix on surface.
While on subsurface the best link was between bacterial density and organic
matter, showing the presence of heterotrophic strategies.
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