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3.1.  Introduccié
3.1.1. Microbiologia de les aigiies subterranies

Les aiglies subterranies s’han convertit en una font de proveiment important per al consum domestic, agricola i industrial a
diferents parts del mén. Als EUA aporten aproximadament el 40% de l'aigua utilitzada per al consum public (Pillai 1998). En
altres paisos aquests percentatges son encara més alts, com a Dinamarca, on el 98% de I'aigua de beguda s'obté d'aiglies
freatiques (Czakéd 1994). Malgrat la gran importancia de l'aigua subterrania existeix una manca de comprensié de molts dels
factors que afecten la seva distribucid, mobilitat i susceptibilitat a la contaminacio. A més, la biologia de les aiglies subterranies i
del subsol es manté com una de les menys conegudes entre els diferents ambients terrestres (Cullimore 1993).

Fins no fa gaire es considerava que les aiglies subterranies presentaven una microbiota practicament insignificant. En general,
les aigiies subterranies sén molt més resistents a la contaminacié que les aiglies superficials de rius o llacs, degut a la seva
capacitat per eliminar total o parciaiment els diferents tipus de contaminants. A més, alguns aqifers estan protegits de la
contaminacié superficial per la preséncia de capes impermeables d'argiles o altres materials. No obstant, des dels anys 1970s
s'han produit diferents episodis de contaminaci6 agricola i industrial a partir d'aiglies subterranies, que han afectat la percepcio
publica de la qualitat dels aqifers.

La qualitat de l'aqiiifer natural depen en gran mesura de la zona no saturada, la regi6 entre la superficie del terra i el nivell
freatic local i, en concret, de I'ecologia microbiana i la qualitat de l'aigua en aquesta zona. La preséncia de microorganismes pot
modificar gran part dels contaminants que es mouen a través de la zona no saturada dels aqiifers, degradant-los total o
parcialment abans d'arribar a la zona saturada. La major part d'aquests microorganismes depenen de la concentracié de
diferents gasos lliures o dissolts (oxigen, dioxid de carboni o nitrogen), a la zona no saturada. De fet, alguns factors ambientals
fisics i quimics poden influir en el creixement microbia estimulant-lo o, a la inversa, actuant com a inhibidors (toxics generals o
selectius). Diferents factors quimics poden provocar l'estrés dels microorganismes presents en aquestes zones, alterant les
comunitats dominants i afavorint a certes espécies més ben adaptades per la seva versatilitat. D'aquesta forma es poden arribar
a separar diferents comunitats estratificades de microorganismes, segons la seva habilitat per adaptar-se a aquestes condicions
ambientals.

A la zona saturada el quimisme de l'aigua evoluciona a mesura que es mou a través del sistema, depenent en gran mesura del
temps de residéncia de l'aigua i de la constitucié del sol i les roques per on passa l'aquifer. En general, els agiifers vells
tendeixen a presentar uns nivells elevats de minerals dissolts i una salinitat i alcalinitat elevades a més d'una important manca
d'oxigen dissolt (Drever 1982). En canvi, la precipitacio i infiltracié recents presenten, de forma natural, un caracter acidic
(aproximadament pH=5,5 degut a la preséncia de CO. atmosferic dissolt, encara que disminueix més en zones amb pluja acida)
i un elevat contingut d'oxigen dissolt (Pillai 1998).

A mesura que es profunditza, factors com l'increment en temperatura, pressié i concentracid de sals, i la disminucié en la
disponibilitat d'oxigen i el potencial redox (Eh) determinen de forma important les especies microbianes dominants. En general
s'ha determinat un increment mig de temperatura de 2,13°C per cada 100 metres de profunditat (Driscoll 1986), mentre que les
pressions hidrauliques també exerceixen una major influencia a mesura que augmenta la profunditat. Respecte a la disponibilitat
d'oxigen, el maxim d'activitat i de colonitzacié microbiana es produeix quan I'ambient comenga a ser oxidatiu (potencial Eh, -50
a +150), en la interfase on es produeix el canvi d'ambient reductor a oxidat (Cullimore 1993).

Als ambients descrits, els microorganismes poden ser transportats per les aigiies subterranies o pel fluid intersticial dels medis
porosos, o bé es poden adsorbir a les superficies de les particules d'aquest medi. El desenvolupament del biofilm en medis
porosos és, fonamentalment, el resultat de la biomassa afegida a la superficie en els processos d'adsorcio, creixement,
adheréncia i filtracié, menys la quantitat de massa que es separa per processos de desorcio i separacié (Cunningham & Wanner
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1993). Sense oblidar que poden produir problemes per a la salut publica, els biofilms presents en aquests ambients actuen com
a catalitzadors, entre d'altres, dels segiients processos:

U Obturacié induida per microorganismes (MIF). En aquest procés el creixement dels microorganismes en forma de biofilm
genera el recobriment de les superficies del medi poros. A mesura que el biofilm s'expandeix, la capacitat de transmissio
de l'aigua a través del sistema es redueix (obturacio).

O Acumulaci6 induida per microorganismes (MIA), que pot implicar la bioacumulacié de diferents ions, com elements
metal-lics en les seves formes dissoltes o sals insolubles i complexes organics.

U Degradaci6 de contaminants organics induida per microorganismes. Activitat biotransformadora in situ de diferents
compostos organics.

O Generacié microbiana de gasos (MGG), com dioxid de carboni, meta, sulfur d'hidrogen i nitrogen. Es produeix
especialment amb la maduracio dels biofilms i 'extensié del creixement anaerobi.

Q Corrosié induida per microorganismes (MIC), que pot incloure la generacié de sulfur d’hidrogen (corrosi6 electrolitica) ifo
acids organics (solubilitzacié de metalls). El risc més gran es produeix quan es desenvolupen biofilms estratificats i quan
presenten una capa anaerobica permanent.

Tot aixo fa que la biomassa dels ambients d'aiglies subterranies sigui considerablement significativa, arribant a valors de 4,7
Tones per hectarea. De fet, aigiies cristal-lines aparentment sense contaminacié microbiana poden arribar a presentar 4x105
cellules/mL (Allen 1980, Wilson et al. 1983, Jarvis et al. 1985, Buchanon-Mappin et al. 1986, Marxsen 1988, Geldreich 1989).
Encara que les taxes metabdliques de les comunitats del subsol acostumen a ser inferiors a les tipiques per ecosistemes
aquatics o pel sol, s'ha pogut determinar la preséncia significativa d'activitat microbiana en sistemes d'aigiies subterranies molt
profundes (Aelion et al. 1987, Wilson et al. 1985, Chapelle 1993). D'altra banda, s’ha de considerar que l'abséncia de
microorganismes en una mostra particular d'aigua subterrania no es pot interpretar inevitablement com la falta de la seva
presencia dins del sistema de I'aquifer.

Respecte als seus requeriments nutritius sembla existir una considerable variacio entre els diferents microorganismes. A més,
avui en dia encara no esta clar el significat de cada un dels grups de microorganismes i quin és el seu paper a les aigiies
subterranies. En principi, es diferencien dos grans grups:

0 Organismes indigenes, que es troben de forma habitual en els sistemes d'aiglies subterranies.

0 Organismes oportunistes, que malgrat proliferin en altres zones de la biosfera, poden envair sota determinades condicions
els sistemes d'aiglies subterranies.

Els ultims anys s’han desenvolupat diferents estudis per augmentar el coneixement sobre la contaminacié dels aqiiifers i el
transport microbia, especialment per l'interes d'utilitzar la biodegradacié microbiana en la neteja de contaminants presents en
aquifers. Els treballs realitzats on s'ha caracteritzat la microbiota del subsol (Wilson et al. 1983), mostren com aquesta acostuma
a presentar la capacitat per adaptar-se a la presencia de contaminants i, fins i tot, metabolitzar un gran nombre de xenobiotics
(Aelion et al. 1987).

El flux de l'aigua subterrania és facilitat per les obertures, escletxes i fractures presents a les diferents formacions geologiques.
La llei de Darcy descriu el flux a través d’'un material geologic saturat:

=-K Lh (3.1)
q= Ax A
on q és la descarrega especifica o la taxa de flux per unitat d'area de material geologic (m/s), K és la conductivitat hidraulica

(m/s) i Ah/Ax és el gradient hidraulic, és a dir, una mesura del canvi en el potencial d’energia de l'aigua.
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A la zona no saturada el flux d'aigua subterrania també esta governat per la llei de Darcy, encara que la conductivitat hidraulica
depén en aquest cas del contingut d’humitat. Quan el sol esta a prop de la plena saturacio els valors s'aproximen als de la
conductivitat hidraulica saturada. Quan els valors d’humitat disminueixen la conductivitat hidraulica disminueix rapidament. Aixo
dificulta la prediccié de les taxes del flux i dels indexs de transport de contaminants a la zona no saturada.

La majoria dels materials geologics presenten una porositat suficient per permetre el creixement i la mobilitat de gran part dels
microorganismes i, especialment, dels bacteris (diametres cel-lulars entre 0,5 i 5 um). En aquest sentit, el comportament dels
contaminants variara molt en funcié del lloc, depenent de la variabilitat geoldgica-quimica-biologica natural. Per aixo, les
prediccions del moviment de contaminants, entre ells els microbians, encara presenten un elevat grau d'incertesa i a la practica
I'estima de les taxes de transport basant-se en les propietats hidrauliques no és del tot fiable (NRC 1994). Tanmateix, la
velocitat mitjana de I'aquifer i d’'una substancia contaminant es pot determinar coneixent la conductivitat hidraulica i el gradient
hidraulic de I'aqiiifer:

V= 4 (3.2)
8(’

on q és la descarrega especifica determinada a través de la llei de Darcy i €. és la porositat efectiva. En aqiifers granulars
formats per sorres i graves la porositat efectiva és essencialment igual a la porositat total (Pillai 1998), perd en aqifers
fracturats o karstics, on la majoria del flux es produeix a través de fractures, acostuma a ser forga menor que la porositat total.
En el primer cas, en aqlifers de materials granulars no consolidats (sorres no cimentades), els valors de porositat efectiva
poden oscil‘lar entre 0,2-0,4 mentre que en materials fracturats i karstics els valors solen ser bastant inferiors, de 0,01 a 0,00001
(Pillai 1998). Aixo implica que les velocitats del flux i, per tant, les velocitats de transport dels contaminants seran forga més
grans en materials fracturats i karstics, que en sorres i graves amb les mateixes propietats hidrauliques. En el primer cas i, sota
condicions naturals de flux, les taxes de transport poden pujar a valors de desenes de metres per dia, en estudis realitzats amb
marcadors microbians com bacteris i bacteriofags (Keswick et al. 1982a,b). En aqiifers lliures formats per graves i sorres certs
microorganismes poden ser transportats a velocitats de I'ordre de desenes de cm per dia (Harvey et al. 1989, Bales et al. 1995).

Al subsdl els contaminants (incloent els microorganismes) poden estar subjectes a diferents processos, que es separen
generalment en dues categories:

O processos d’adhesié, majoritariament reversibles, com la sorcié, filtracié i sedimentaci6. Retarden el moviment dels
contaminants, sense evitar pero la dispersid dels microorganismes i el seu establiment en zones no colonitzades. En
aquest sentit, forces hidrauliques i processos biologics (Davies et al. 1998) indueixen el despreniment de parts del biofilm
(amb diametres de 16-65 um) fet que facilita la colonitzacié de nous ambients (Cullimore 1993). Alguns factors ambientals
0 nutricionals poden provocar l'estrés de les cel-lules, produint una reduccié en la seva grandaria normal (cél-lules amb
diametre < 0,3 pm). Es formen els anomenats ultramicrobacteris, que es poden mantenir en fase planctonica no adherits
(en suspensio) durant llargs periodes de temps i presenten un elevat potencial per migrar a través dels medis porosos.

O processos de degradacié, majoritariament irreversibles, que canvien la naturalesa fisica i quimica del contaminant, com
la hidrolisi quimica i la mort bacteriana i poden representar la seva eliminacié permanent, encara que el més habitual és la
producci6 de diferents subproductes quimics toxics.

En el transport de microorganismes en aiglies subterranies i al subsol no es pot oblidar dels efectes de la mobilitat. En aquests
ambients i en sistemes estatics la majoria de bacteris poden desenvolupar respostes en forma de moviments d'atraccié o
repulsio cap a diferents substancies, anomenats moviments quimiotactics (Jenneman et al. 1985). Aquests moviments ajuden a
la poblacié microbiana del subsdl en la localitzacié i apropament cap als contaminants quimics (Harvey 1991) i acostumen a ser
del mateix ordre de magnitud que els estimats per als aqiiifers tipics (Barton & Ford 1997).
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La informacié existent és contradictoria respecte de la importancia relativa de les caracteristiques cel-lulars, com la grandaria,
mobilitat, hidrofobicitat i altres, en I'adsorcio i transport a través de medis porosos. En general, les céllules altament
hidrofobiques (Mueller et al. 1992) i amb carrega (Fontes et al. 1991) presenten una major tendéncia a adherir-se als medis
porosos. D'altra banda, I'estrés cel-lular per la privacid de nutrients genera la reduccié de la grandaria cel-lular, afectant el
transport cellular i disminuint la filtracio, perqué un bacteri més petit pot ser transportat de forma més efectiva (MacLeod et al.
1988). Alguns autors suggereixen que la taxa d'adsorcié prediu millor els fendmens de transport a través de medis porosos que
les caracteristiques cel-lulars individuals (Camper et al. 1993). Aquest parametre seria una mesura quantitativa de la taxa de
moviment dels bacteris, del fluid a la superficie del medi poros, aixi com de I'adheréncia dels bacteris en aquesta superficie.

Les intrusions microbianes dins dels sistemes d'aigiies subterranies poden presentar un risc per a la propia “salut” de I'aqiifer
(Jarvis et al. 1985). Segons aix0, es poden subdividir els microorganismes en dos grups diferents: 1) microorganismes oclusius,
que creixen dins les estructures poroses dels agifers en forma de biofilms i poden arribar a bloquejar el moviment de l'aigua i,
2) microorganismes perjudicials que interfereixen en la qualitat del sistema d'aiglies subterranies, a vegades en forma de
productes de I'activitat microbiana com olors i gustos detectables.

De fet, la principal preocupacio en relacié a la microbiologia de les aiglies subterranies ha estat, des de sempre, els possibles
efectes adversos per a la salut publica. Com es veura més endavant quan es parli del risc sanitari en la reutilitzaci6 d'aiglies
subterranies (veure 6.1.2), la contaminacié microbiana de les aiglies freatiques afecta a un nombre significatiu de persones,
especialment a les arees rurals. Els agents etiologics seran generalment organismes patdgens, els quals provoquen de forma
rutinaria —sempre que el seu nombre sigui 'adequat- simptomes clinics de la malaltia en I'hoste infectat, com en el cas del
colera o la febre tifoidea. Apart, els patdgens nosocomials (oportunistes), formen part dels ambients naturals perd poden entrar
en un hoste debilitat -immunologica o fisicament- provocant els simptomes clinics d'una infeccié. No obstant, aquests patdgens
nosocomials sovint no provoquen els simptomes clinics de la malaltia, dificultant el seu diagnostic.

Entre els principals grups de microorganismes, majoritariament heterotrofs, presents als sistemes d'aiglies subterranies cal
destacar els segiients grups:

Bacteris Entérics. Bacils gram-negatius capagos de créixer sota condicions oxidatives o reductores (anaerobis
facultatius). La majoria son fermentadors que produeixen acids organics i grans quantitats de gas (normalment COg i
Hz). Son habitants del tracte intestinal d'animals de sang calenta i son evacuats de forma significativa en el material
fecal. Per aquest motiu, s’han utilitzat com a indicadors de contaminacio fecal i del risc sanitari (Geldreich 1986, Caldwell
& Morita 1988).

Cocs Gram-positius. Existeixen un gran nombre de bacteris esférics gram-positius que es poden trobar tant en aigiies
superficials com subterranies. En molts casos, formen part dels biofilms que produeixen episodis d'obturacions (MIF).
Entre els cocs aerobics cal destacar els generes Micrococcus i Deinococcus.

Grup Pseudomonas. Bacteris gram-negatius aerobics que acostumen a créixer en forma de biofilms en associacié amb
altres grups microbians. Alguns dels membres d'aquest grup sén patogens, com Ps. aeruginosa, que pot infectar
persones poc resistents i provocar infeccions en el tracte urinari, infeccions oculars i envair arees cremades. En altres
casos es poden associar amb bacteris reductors de sulfats (SRB), produint processos de corrosi6 induida per
microorganismes (MIC).

Bacteris Esporulats Grampositius. Els bacteris que produeixen espores presenten un grau molt elevat de resistencia
enfront de diferents factors ambientals adversos. Aixd pot ajudar a augmentar la seva supervivéncia en els sistemes
d'aiglies subterranies, on les endospores poden arribar a viatjar distancies considerables. Entre els diferents grups cal
destacar en primer lloc el genere Bacillus, bacteris esporulats aerobis que es troben habitualment en aiglies
subterranies amb preséncia d'oxigen. Exceptuant a Bacillus anthracis, que no s'observa als sistemes d'aiglies
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freatiques, la resta no son patogens, encara que sovint produeixen fenomens d'obturaci6 induida per microorganismes
(MIF). En segon lloc, cal parlar dels bacteris esporulats anaerobis del génere Clostridium. La preséncia d'aquest grup de
bacteris ens pot indicar que 'aigua és probablement andxica (<20 ppb d'oxigen) i que ha passat per una zona amb
descomposicié intensa de materials organics.

Actinomicets filamentosos. Gran grup de bacteris gram-positius, aerdbics la majoria, que presenten estructures en
forma de filaments que poden ramificar-se. En els sistemes d'aiglies subterranies aquests organismes es localitzen de
forma habitual a les interfases entre zones saturades i no saturades amb preséncia d'oxigen. Aixd es produeix sobretot
a la zona capilar immediatament superior a la zona saturada. EI grup més nombrds associat a les aiglies subterranies
pertany al genere Streptomyces, productors d'antibidtics com les tetraciclines i els aminoglucosids. La proliferacio dels
Streptomyces es pot detectar a 'aigua per la tipica olor a terra humit (floridura).

Bacteris Reductors de Sulfats (SRB). Son organismes perjudicials pels problemes de gust i olor que provoquen a
l'aigua i per estar associats als processos de corrosi6 induida per microorganismes (MIC). Proliferen especialment en
ambients amb absencia d'oxigen i amb quantitats suficients de materials organics dissolts. Aquests ambients es formen,
habitualment, pel desenvolupament de biofilms estratificats. Una vegada establerts, aquests bacteris redueixen grans
quantitats de sulfats generant sulfur d’hidrogen (H2S) a mesura que creixen (Hamilton 1985). Aquest gas és el
desencadenant d'un procés de corrosié electrolitica que es produeix en certes superficies metal-liques. Degut a que
habitualment creixen adherits a les superficies en ambients anaerobis i envoltats per altres tipus de bacteris, la
realitzaci6 de tests a l'aigua pot resultar negativa. Per tant, la identificaci6 de problemes provocats pels bacteris
reductors de sulfats és més facil d'aconseguir reconeixent les seves manifestacions, com la tipica pudor a “ous podrits”,
producci6 de tubercles i signes de corrosié a les estructures metal-liques. La disminucié en el potencial redox (Eh) pot
utilitzar-se com una bona eina de monitoritzacié, per advertir-nos que les condicions poden tornar-se favorables al seu
creixement.

Bacteris metanogens. Alguns d'aquests organismes poden arribar a proliferar en ambients d'aiglies subterranies,
produint meta a partir de COz2, Ho, format, acetat o altres en zones anaerdbiques riques en materials organics.

Algues. La majoria de micro-algues es poden recuperar ocasionalment d'ambients d'aigua subterrania. Tots aquests
organismes poden realitzar la fotosintesi fins i tot sota nivells minims de llum. Als sols, alguns tipus d'algues poden
créixer fototroficament a profunditats per sota dels 50 mm (Cullimore 1993). Altres poden créixer també de forma
heterdtrofa (com els clordfits i euglenoids), competint amb els bacteris, fongs i altres organismes per I'explotacié de
nutrients organics. No obstant, quan baixen els nivells de nutrients organics (TOC< 2 ppm), les algues que es troben als
sistemes freatics acostumen a provenir de la recarrega d'aiglies que provenen del sol o de reservoris superficials
d'aigua que suporten el seu creixement.

Fongs. Entre els microorganismes eucariotes els fongs presenten un paper important en la biodegradacioé en medis
porosos no saturats i en superficies organiques sota condicions aerobiques. Als sols, els fongs poden arribar a dominar
la biomassa microbiana, amb valors estimats de 5 tones/Ha als primers 20 cm.

Protozous. Alguns dels protozous sén patdgens intestinals, i entre ells destaquen Giardia spp i Cryptosporidium spp.

Virus. Els virus entérics s'excreten a la femta d'individus infectats, en un nombre bastant important (108-10° per gram de
femta), per la qual cosa poden contaminar les aigties, tant superficials com subterranies.
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3.1.2.  Reutilitzacié d'aigiies freatiques per a la irrigaci6 i estalvi hidric

Actualment quasi el 45% de la poblaci6 viu en zones urbanes, amb valors que oscil-len del 73% pels paisos desenvolupats al
30% dels paisos en vies de desenvolupament d’Africa i Asia (United Nations 1986). A Catalunya, més del 50% de la poblacio es
troba a la franja costanera i, més concretament, a la zona propera a Tarragona i sobretot de Barcelona. Aixo fa que les densitats
de poblacié siguin especialment elevades, com ho poden ser els 155 Hab./Ha a Barcelona ciutat (FTN 1996).

El medi ambient urba i periurba és, des de fa bastant temps, un mosaic d'habitats artificials i naturals amb unes condicions
ecologiques que el diferencien de les zones rurals adjacents. A la majoria de les ciutats | d’arees densament poblades s'intenta
generar unes condicions de vida agradables, i una de les formes d'aconseguir-ho és mitjangant I'is d'una gran diversitat de
vegetacio. Aixo explicaria els elevats valors que les arees verdes ocupen a I'espai de les ciutats (fins a un 40-70% d'ocupacio),
malgrat que en realitat només un 18% del terreny correspon a espais oberts. Aquesta vegetacid que es planta i es gestiona dins
de les ciutats compleix multiples objectius, com poden ser I'ornamental, estetic, sanitari i mediambiental. Tanmateix, es evident
que per poder assolir aquests objectius s'haura d’adaptar a unes condicions molt concretes, en general extremes. En alguns
casos, s'’haura de seleccionar al vegetal per la seva resisténcia enfront de diferents tipus d’estrés o, en d'altres casos, s'haura
de tractar, cultivar i gestionar amb técniques i sistemes més o menys complexes.

La major part del nostre pais es troba sotmes de ple en unes condicions ambientals especialment dures, fet que es converteix
en un dels principals factors critics per al desenvolupament i creixement de les plantes (Terradas & Savé 1992). Aixi, caldria
destacar a I'estrés hidric com el factor limitant principal, tant de manera directa com indirecta a causa d'una sequera, asfixia,
altes ifo baixes temperatures, salinitat, etc. A més, a I'area mediterrania s’han d'afegir unes condicions térmiques extremes, amb
estius calorosos i hiverns freds. També caldria destacar uns régims pluviométrics deficitaris i/o irregularment distribuits respecte
de la fenologia dels vegetals, aixi com una important degradacio de la superficie del sol provocada, la majoria de les vegades,
per causes antropogeniques.

Totes aquestes condicions ambientals plantegen problemes importants amb el material vegetal que s'utilitza a la major part de
plantacions i revegetacions de la zona mediterrania i, de retruc, en la quantitat d’aigua necessaria per assegurar I'exit
d'aquestes plantacions. Respecte al segon punt, és evident que anualment s'utilitzen grans quantitats d'aigua de primera
qualitat per a la irrigacio de jardins urbans i restauracions paisatgistiques en ambients periurbans (Feldman et al. 1997). Aixi, el
consum d'aigua per a Us public a Barcelona, o altres ciutats de la zona, es situa al voltant del 5-8% de I'aigua consumida per les
mateixes ciutats (Pelegri 1997). D'aquest percentatge una part important és la que s'utilitza pel reg. En el cas concret de
Barcelona, anualment es consumeixen 11,2 Hm3 d’aigua per a usos publics, el que representa un 7,4% del consum total, del
qual 'aigua de reg utilitzada als jardins publics en representa la tercera part (Pelegri 1997).

Aquests elevats consums es poden reduir utilitzant la xerojardineria amb espécies autdctones, les quals presenten una major
resisténcia a les adverses condicions locals (Savé et al. 1995), adaptant la técnica del reg minim (Savé et al. 1993) o aprofitant
i/o reutilitzant aigies freatiques (Pelegri 1997).

Atenent a aquestes consideracions i tenint en compte que els recursos hidrics son escassos i que, per tant, no es poden
malbaratar, és evident que la recerca de nous recursos d'aigua i la reutilitzaci6 es plantegin com a politica prioritaria entre les
diferents administracions implicades. Fins i tot la Llei 19/1991 del 7 de novembre, de reforma de la Junta de Sanejament (DOGC
1991), defineix com una de les funcions de la Junta la promoci6 i coordinacio dels sistemes de reutilitzacid de les aigiies
depurades. En aquest sentit, la posada en servei dels tractaments biologics permet entre d'altres, i amb un tractament terciari
addicional, el reaprofitament d'aquestes aigiies per a usos agricoles, industrials i de reg de parcs i jardins. Segons dades de la
propia Junta de Sanejament, quan es finalitzi el Programa de Sanejament d'aiglies residuals urbanes se'n reutilitzaran 300
Hm3/any a la Catalunya interior i 400 Hm?/any a les arees costaneres (Junta Sanejament 1997).
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Per tant, no és estrany que hagin sorgit durant els Gltims anys diferents projectes de reutilitzacié d'aigiies residuals depurades,
aiglies freatiques o aigiles de drenatge de diferent origen. Respecte al primer cas, actualment s'estan reaprofitant directament
45.000 m3/dia, cosa que suposa un 3,75% de l'aigua tractada (Junta de Sanejament 1997). Les perspectives actuals han
establert demandes de fins a 777.000 m¥/dia, que suposarien un 41% del total tractat, tal com s'observa a la Taula 3.1.

Una part important de les instal-lacions que ja funcionen a Catalunya permeten la reutilitzacio d'aigiies regenerades a partir
d'aiglies residuals per a la irrigacié de zones enjardinades, camps de golf i cultius agricoles (Taula 3.1). En general, aquest
reaprofitament suposa un increment net de recursos hidrics i una regularitat i disponibilitat local del subministrament, mentre
que en els reaprofitaments agricoles existeix a més un estalvi en I'aportacié de nutrients al sol. Segons la mateixa taula es pot
veure com la planificacié de la Junta de Sanejament preveu un augment molt important del reg agricola.

Taula 3.1. Reutilitzacio d'aiglies residuals a Catalunya (Junta de Sanejament 1997).

Distribucié segons abocaments (m?dia)

Explotacid Reutilitzacio actual Explotacié futura Reutilitzacio futura
actual
Mar 800.000 28.000 (3,50%) 1.200.000 588.000 (49,0%)
El Prat de 325.000 (27,0%)
Llobregat
Consorci Costa 7.700 (0,96%) 175.000 (14,6%)
Brava
Port Aventura 16.800 (2,10%)
Altres 4.500 (0,56%) 94.000 (7,90%)
Interior 400.000 16.000 (4,00%) 700.000 183.000 (26,0%)
TOTAL 1.200.000 45,000 (3,75%) 1.900.000 777.000 (41,0%)
Distribuci6 segons usos (m3/dia)
Explotacio Reutilitzaci6 actual Explotacio futura Reutilitzacio futura
actual
Aiguamolls 1.000 13.750
Cabal Ecologic 260.000
Diversos 250.000
Golf 13.000 39.000
Industria 2.000 20.000
Reg Agricola 12.200 173.250
Reg Jardins 16.800 21.000

TOTAL 45.000 777.000
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El panorama existent en alguns paisos desenvolupats és forga més avancat, pel que fa a la tecnologia i a les installacions
existents per a la reutilitzacié d'aiglies. Als EUA, on ja fa temps que s'utilitzen les aigiies residuals per a la recarrega d'aqiiifers
(Mujeriego 1990), existeixen projectes de reutilitzacié de les aigiies de drenatge agricoles, reaprofitant-les per al reg dels propis
cultius (Lisk 1998). Algunes tecnologies, com la microfiltracié (USFilter Co. California) permeten el tractament d’aquest tipus
d'aigua eliminant els compostos quimics perillosos com els nitrats o el seleni. D'altra banda, comunitats amb recursos molts
escassos d'aigua estan considerant — en alguns casos excepcionals ja s'aplica -, afegir aigua residual regenerada a les seves
fonts d'aigua potable (Cole 1998). Tanmateix, el desconeixement de molts dels aspectes relacionats amb la salut publica fa que
la majoria d’aquests projectes es plantegin, de forma majoritaria, en la reutilitzacié per a usos no potables com la irrigacio,
refrigeracié i altres usos industrials.

En el cas que ens ocupa, la reutilitzacié per a la irrigacié de parcs i jardins urbans també presenta certs interrogants sobre la
idoneitat del seu Us i, especialment, pel que fa referéncia al seu possible risc sanitari. Malgrat tot, aquest tipus de reutilitzacié de
les aigiies freatiques suposa un estalvi economic molt important, per la racionalitzacié de I'is d'un bé escas —especialment en
arees urbanes de la zona mediterrania- com és l'aigua potable, aigua de gran qualitat i d'elevat cost (150 pta/ms).

3.1.3. Reutilitzacié de 'aigua freatica per a la irrigacio de parcs i jardins a Sant Marti de Provencals (Barcelona)

Tenint en compte les consideracions exposades anteriorment, des de I'any 1993 ['lnstitut Municipal de Parcs i Jardins de
Barcelona va fixar entre els seus objectius el programa de gestié diferenciada dels espais verds publics, aplicant criteris de
sostenibilitat d'acord amb les directrius marcades a I'Agenda Local 21 i recollides a la Carta de les ciutats europees (Carta
d'Aalborg, maig de 1994). Una de les directrius principals de la gestié diferenciada dels espais verds ha d'ésser la proteccio i
potenciacié de la natura a la ciutat, per contribuir a I'equilibri ambiental del sistema artificial de les grans ciutats. Aixd inclou una
racionalitzacié del consum de recursos i I'establiment de diferents actuacions amb un marcat caracter ecologic. Entre elles, cal
parlar de la utilitzacié d'espécies autdctones, incentivacié d'un s d'arbres i arbusts i planta vivag en detriment de la planta anual
i la gespa, increment de la biodiversitat d'espécies, reciclatge de les restes vegetals que es generen en el manteniment,
reduccio de I'is de pesticides i fertilitzants quimics solubles i utilitzacid de vehicles menys contaminants. A més, i especialment
important pel que ens ocupa, es menciona la racionalitzacié del consum de l'aigua de reg, implantacié de sistemes d'irrigacio
més eficients i aprofitament de les aigies freatiques per al reg.

Com aresultat de I'aplicacid d'aquests criteris, durant els Gltims anys s'ha reduit el consum d'aigua potable pel reg, passant d'un
consum de 1,27 m3/m2 'any 1993 fins els 0,83 m3/m2 de I'any 1997. De totes formes, la ciutat de Barcelona presenta en
l'actualitat un total de 933 Ha d'espais verds, amb un consum d'aigua de 3,80 Hm3/any (Meméria Parcs i Jardins 1997), que
representa el 37,50% del consum d'aigua potable que la ciutat destina a I's public.

L'existencia d'aigua abundant al subsol i la problematica que planteja arran de 'increment progressiu del seu nivell degut a la
reduccid de les captacions, especialment en zones industrials, ha originat I'elaboracié d'un pla pel seu aprofitament. En aquest
sentit, un estudi realitzat I'any 1996 en collaboracié entre I'Ajuntament de Barcelona, la Universitat Politecnica de Catalunya i
CLABSA (Clavegueram de Barcelona, SA), demostra com el nivell freatic actual esta a 12 m per sobre del nivell del mar i, en
algunes zones de Sant Marti de Provengals i de Gracia, arriba a situar-se a 3 metres per sota de la superficie (Barrera 1998).
De fet, la transformacio econémica de la ciutat amb una progressiva disminucio de la industria en benefici del sector terciari, ha
estat determinant per invertir la tendéncia cap a una progressiva salinitzacié de les aigiies freatiques. Aquest canvi de I'activitat
econdmica ha ajudat a disminuir les extraccions d'aigua, permetent la regeneraci6 de l'aqiiifer amb aigua dolga. Les
estadistiques mostren com a finals dels anys 60 s'extreien del subsol barceloni més de 50 Hm¥any amb 107 pous
comptabilitzats, mentre que els anys 1995-96 I'extraccio es va reduir als 5 Hm3/any (Barrera 1998).
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Aquesta disminucio en les captacions i la conseqiient pujada del nivell freatic ha provocat inundacions de soterranis en algunes
zones. Com a exemple, quasi la totalitat de la xarxa del metro amb una extensio de 80,53 Km i 111 estacions, presenta un
tragat que comporta I'aparicio de filtracions d'aigua de diversa procedéncia (freatiques, pluvials, residuals, marines, de rentat,
etc.). Actualment existeixen al metro 109 pous que recullen aquestes aiglies subterranies d'origen divers i les extreuen amb
I'ajuda de 192 bombes, amb un volum aproximat de 12 Hm3/any.

En aquest context, I'any 1995 es va iniciar la redaccio d'un projecte pilot a partir d'un acord firmat entre Transports Metropolitans
de Barcelona (TMB) i I'Institut Municipal de Parcs i Jardins de Barcelona, per a la reutilitzacié d'aigiies freatiques que provenen
de la xarxa de tunels del metro. Aquestes aigiies es reutilitzarien per a diferents usos urbans, entre els quals cal destacar el reg
d’'una zona de parcs i jardins de 30 Ha i la neteja de carrers i clavegueram.

En el projecte municipal es planteja la construccié d'un anell de distribuci6 d’aigua al districte de Sant Marti de Provengals, amb
un consum de 0,30 Hm¥/any (2.700 md/dia). La primera fase del projecte, inaugurada el 3 de juliol de 1999 permet el
subministrament d’aigua freatica pel reg a 56 Has (agost 2000) dels parcs del litoral de Barcelona, des d'Alfons el Magnanim
fins el Parc de les Cascades, passant pel Parc de Nova Icaria i el del Port (veure Figura 3.1). En una segona fase es preveu
arribar fins a Gran Via, Glories, Meridiana i Marina. Per cobrir aquestes necessitats d'aigua s'utilitza un pou d'esgotament de
FCMB situat a Alfons el Magnanim, el qual pot aportar un cabal superior a 1 Hm3/any.

ik

Figura 3.1. Zones de reg a Barcelona: Parcs del Litoral (Vila Olimpica, Sant Marti, Barcelona).
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3.1.4.  Microbiologia de les xarxes d'aigua potable

La presencia de desinfectant, les baixes concentracions de carboni organic, les baixes temperatures i el régim del flux son
només algunes de les caracteristiques que converteixen als sistemes de distribucié d'aigua potable en ambients hostils per al
creixement microbia. Malgrat aquestes condicions adverses, diferents exemples documenten el creixement i la persisténcia dels
microorganismes i, especialment, dels bacteris a les xarxes de distribuci6. Gran part de les raons que expliquen aquest exit es
deuen al seu creixement en forma de biofilms a les superficies de les canonades a la xarxa, i en sediments de tancs i diposits.
Amb xarxes de distribucio que poden tenir extensions de milers de quilometres i temps de residéncia a l'aigua entre 48 h i 1 mes
(Block 1992), no és gens estrany que la variacié dels diferents parametres (veure Taula 3.2) condicioni 'evolucié de la qualitat
de l'aigua a les zones de mostreig.

Taula 3.2. Variacions d'alguns parametres al llarg de la xarxa de distribucié (Block 1992).

Increments Disminucions

Temperatura Clor

Conductivitat pH
Bacteris AOC/BDOC

Cal insistir en el fet que, avui en dia, la majoria dels procediments utilitzats permeten detectar una fraccio forga petita de les
poblacions presents a I'ecosistema de la xarxa de distribucio d'aigua potable. De fet, el manteniment d'un residual de clor limita
la proliferaci6 de la microbiota heterotrofica i redueix el risc d'una possible contaminacié de I'aigua de la xarxa, encara que
augmenta la proporci6 de cél-lules lesionades. Aquestes, son incapaces de desenvolupar-se en els medis de cultiu utilitzats de
forma rutinaria. Habitualment, la seva preséncia als sistemes de distribucié clorats és bastant elevada, doncs entre el 60-99%
dels coliformes presenten aquest estat (LeChevallier & McFeters 1985a, McFeters et al. 1986).

Acumulacié de microorganismes a les parets de les canonades. Quasi el 50% dels microorganismes que s6n transportats
en suspensio6 a I'aigua - fase planctonica - ho sén en forma d’agregats més grans de 5 um o adherits a particules superiors a les
5 um (McFeters et al. 1987). La biomassa adherida comparteix la superficie de les parets de les tuberies del sistema de
distribuci6 amb diferents precipitats, particules inorganiques, diposits, incrustacions i tubercles, en un patré heterogeni
(LeChevallier et al. 1987).

Cal insistir que la preséncia del biofim no implica l'existéncia d'una pel-licula homogénia de gruix regular, més aviat s’ha de
considerar com una acumulaci6 més o menys extensa a la superficie de les canonades, formada per microorganismes vius i
morts, més polimers i/o macromolécules excretades per la biomassa que faciliten la seva adhesié irreversible (Maul et al. 1991).
Aixi, la presencia dels bacteris dins de la xarxa de distribucio es produeix, majoritariament, a la fase séssil en forma de biofilm i
no a l'aigua.

Diferents factors controlen les caracteristiques del biofilm, encara que entre els més importants es poden citar el nombre i la
diversitat d'espécies presents a l'aigua, la concentraci6 i naturalesa de la matéria organica biodegradable a l'aigua i a les
superficies (Camper et al. 1999), el régim hidraulic del sistema, les variacions estacionals en les temperatures, el tipus de
desinfectant, les caracteristiques del material de suport i la preséncia de productes de corrosié. Ja sha comentat anteriorment
(veure 1.1) com els nutrients tendeixen a adsorbir-se a les superficies, fent-los més disponibles a les cel-lules séssils adherides
(Fletcher & Marshall 1982). En alguns casos, els materials de les canonades poden alliberar compostos toxics o ions metal-lics
com el coure, que poden inhibir el creixement microbia (Assanta et al. 1998). Altres vegades, els materials alliberats poden ser
assimilats pels microorganismes i facilitar el seu creixement (Schoenen 1986).
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El creixement bacteria a la fase liquida és practicament negligible en els sistemes de distribucié d'aigiies potables, ja que els
bacteris adherits son els unics que es multipliquen (van der Wende et al. 1989, LeChevallier et al. 1987,1988). Les taxes de
creixement varien depenent de les condicions entre 0,0017 h-*i 0,06 dies, per la qual cosa el temps de duplicacié o generacid
de la poblacié bacteriana varia entre 1-17 dies (Maul et al. 1991, Block et al. 1993). Aquests valors de la taxa de creixement
disminueixen radicalment a mesura que ens allunyem al llarg de la xarxa, especialment pel consum de la matéria organica,
arribant a temps de duplicacio de 72-288 dies (Block 1992). De fet, al voltant del 82% de la materia organica biodegradable es
consumeix després de 40 h (Block 1992).

Consequientment, el control de I'acumulacio del biofilm requereix diferents tipus d’accions combinades, tant a nivell de la planta
de tractament com de la xarxa de distribucié, si es volen aconseguir sistemes de distribucié estables biologicament (Block
1992). Tradicionalment, el control de I'extensié dels biofilms s’ha realitzat amb I'aplicacié de biocides a la columna d'aigua,
sense tenir en compte que I'adheréncia i la formacié dels biofilms és un procés fonamental per desenvolupar la resisténcia a la
desinfeccid (LeChevallier et al. 1988), protegint a les cel-lules séssils de I'atac del clor residual. Els canvis en les condicions
ambientals —nutrients, desinfectant o hidrodinamica del medi- poden afavorir la separacié de segments o parts del biofilm, fet
que facilitara I'extensi6 d'aquestes cél-lules cap a la resta del sistema de distribucio.

Estructura dels biofilms a les xarxes de distribuci6. L'estructura dels biofilms a les xarxes de distribucié d'aigua potable
acostuma a ser dificil d’estudiar per la gran quantitat de detritus, productes de corrosié i altres formes de matéria inorganica.
Obviament, la desinfeccié té una gran influéncia en I'estructura general de les poblacions naturals que formen els biofilms
(Camper et al. 1999). En presencia de clor les cél-lules dels biofilms acostumen a disposar-se sobre la superficie en agregats,
ocupant només determinades arees i sense colonitzar la resta, on no s'observen organismes individuals. El biofilm acostuma a
ser molt espars i les cel-lules acostumen a ser més petites (50%), produint-se un canvi de morfologia on predominen les
cel-lules més arrodonides (Camper et al. 1999). L'activitat dels biofilms en aquests sistemes clorats acostuma a ser inferior als
sistemes no clorats, amb un 5-60% de les cel-lules actives (Camper et al. 1999, Block et al. 1993).

Composicid de la comunitat de microorganismes. La superficie interna de les canonades del sistema de distribucié d’aigua
potable revela I'existencia d'un ecosistema complet on predominen els diferents microorganismes, no només bacteris, adaptats
als ambients aquatics amb condicions oligotrofiques. Les diferents classes de microorganismes presents en aquests ambients
es poden agrupar en 4 grups diferents (Maul et al. 1991):

= Espécies indigenes, que inclouen bacteris, llevats i fongs.

= Especies adventicies, que arriben de forma fortuita, com poden ser protozous i macroinvertebrats. Poden sobreviure i,
fins i tot, multiplicar-se.

= Espécies perjudicials, perqué produeixen problemes de corrosio de materials (Lee et al. 1980) o incrementen la
presencia de particules de ferro a l'aigua de consum (Victoreen 1974) o alteren les propietats organoléptiques de
l'aigua, com el gust i I'olor en el cas dels Actinomycetes o fongs (Olson 1982).

= Especies perilloses, que provoquen problemes per a la salut piblica quan proliferen els patdgens a la xarxa.

Els organismes que colonitzen els materials de les canonades dels sistemes de distribucié provenen d'origens diferents, encara
que la majoria es poden trobar al proveiment d'aigua del sistema. Els biofilms serveixen de refugi a diferents microorganismes i
poden afavorir el recreixement de bacteris heterotrofs i coliformes, originant violacions de les regulacions existents (Camper et
al. 1999). A més, cal tenir en compte la capacitat que presenten diferents patogens i oportunistes per colonitzar les superficies
de les canonades, produint infeccions gastrointestinals i altres infeccions nosocomials (United States Environmental Protection
Agency 1992).
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En general, la diversitat microbiana és un parametre que ens pot indicar la severitat o selectivitat de 'ambient d’'una xarxa de
distribucié (LeChevallier et al. 1987), perqué no és gens estrany que s'observin augments de la diversitat a mesura que l'aigua
s'allunya de la planta de tractament. A la Taula 3.3 es recullen alguns dels principals grups de bacteris aillats a les xarxes de
distribuci6 d'aiglies potables, aixi com la possible significacié de cada un d'aquests grups.

A la fase planctonica la microbiota present en aquests sistemes varia entre 102-10° cél-lules/mL (viables i mortes) i entre 1-103
Ufc/mL (Dollard et al. 1985), predominant els bacteris gram-negatius com els géneres Pseudomonas i Flavobacterium
(LeChevallier et al. 1987, Block 1992). Altres microorganismes presents en aquests sistemes son els fongs i llevats, en
concentracions al voltant de 1-104 céllules/L i algues entre 104-108 cél-lules/L (Rizet et al. 1985), i protozous del génere Amoeba
i flagel-lats. A més, no és gens estrany detectar organismes patogens com Legionella (Hsu et al. 1984, Habicht & Muller, 1988),
Staphylococcus aureus (LeChevallier et al.1980), Yersinia enterocolitica (Schindler 1984) i altres. La presencia d'alguns
d'aquests organismes no sempre coincideix amb epidemies en la poblacié servida. De fet, diferents brots epidemics que afecten
a la poblacié no poden associar-se mai a cap agent etiologic especific (Collin et al. 1981).

La poblaci6 bacteriana adherida pot arribar a densitats entre 10-108 Ufc/cm? (LeChevallier et al. 1987) malgrat que els valors
més normals en presencia de 1-2 mg/L de clor lliure oscil-len entre 1-104 Ufc/cm? (Nagy & Olson 1985). Les densitats cel-lulars
estan normalment al voltant de les 105 cél-lules/cm?, de les quals entre un 5-60% sén viables (Block et al. 1993, Camper et al.
1999). Respecte als fongs els valors estarien entre 0-550 Ufc/cm?2 per a la poblacié de llevats i de 0-25 Ufc/cm? per als fongs
filamentosos (Nagy & Olson 1985).

L'heterogeneitat dels biofims condueix a la formacié de microninxols amb diferents condicions fisiologiques, quimiques i
estructurals (veure 1.1.2), fet que facilita la proliferacié de tots aquests organismes. En aquest sentit, cal destacar la preséncia
de gradients de Eh, pH, oxigen, nutrients, metabolits, EPS, etc. Aixi, els biofilms formats per poblacions de bacteris heterotrofs
poden actuar com a reservori enfront de les condicions ambientals per a microorganismes anaerobis o microaerdfils, com en el
cas de Legionella pneumophila o Campylobacter jejuni.

El sistema de distribucio6 es comporta en aquest aspecte com un gran reactor heterogeni amb zones diferents de comportament
quasi independent, especialment pel que fa referéncia a la diversitat de les poblacions bacterianes (Block 1992). De fet, la
distribuci6 dels diferents tipus de bacteris al sistema no és homogénia, i certes zones apareixen dominades per determinades
espécies. En general, els biofilms en aquests sistemes acostumen a desenvolupar-se com un consorci de microorganismes on
s'hi poden refugiar bacteris aerobis i anaerobis, protozous, nematodes i fongs. Alguns d'aquests organismes poden sobreviure
dins dels biofilms durant varies setmanes mantenint un estat infeccios, com en el cas dels cists de Cryptosporidium parvum
(Keevil et al. 1995).

Generalment, la majoria d'estudis sobre la composicié de la comunitat dels biofilms en sistemes clorats han consistit en la
monitoritzacié de membres discrets, per determinar respostes especifiques a variacions en les condicions ambientals.
D'aquesta manera s'ha estudiat la distribucié i presencia d'indicadors de contaminaci6 fecal i de bacteris patogens. La
freqliencia d'aillament dels coliformes fecals (Escherichia coli) i dels estreptococs fecals (Streptococcus faecalis) acostuma a
ser bastant baixa, amb valors del 0,3-2% de les mostres positives (Bourbigot et al. 1984). Els coliformes totals s'acostumen a
detectar de forma més habitual (Geldreich 1986). Aquesta situaci® amb un compliment adequat de les normatives de salut
publica es produeix tipicament en ambients i zones urbanes, on I'esfor¢ per monitoritzar la qualitat de 'aigua és més gran.
Tanmateix, en localitats menys poblades i zones rurals és bastant freqiient l'incompliment de les regulacions sanitaries
(Sworobuk et al. 1987).
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Taula 3.3. Bacteris de les xarxes de distribucié d'aigua potable i la seva possible significacié (adaptat de diferents autors).

Microorganisme Efectes potencials

Acinetobacter Antagonista d'indicadors bacterians. Patogen oportunista
Acromonas Patogen potencial, oportunista

Actinomycete

Aeromonas Patogen potencial, oportunista

Alcaligenes

Arthrobacter Antagonista d'indicadors bacterians, color a I'aigua
Bacillus Antagonista d'indicadors bacterians, corrosio, reduccio nitrats.
Beggiatoa Color de rovell a I'aigua, oxidacio de sofre
Chromobacterium

Citrobacter

Clostridium

Corynebacterium

Crenothrix Color de rovell a l'aigua (bacteri del ferro)
Desulfovibrio Aigiies negres, producci6 HzS, corrosio

Edwarsiella Patogen potencial, oportunista

Empedobacter

Enterobacter

Escherichia Indicador de contaminacié fecal

Flavobacterium Patogen oportunista, Antagonista d'indicadors bacterians
Flexibacter

Gallionella Color de rovell a I'aigua (bacteri del ferro), corrosio
Hafnia

Klebsiella Patogen potencial

Legionella Patogen potencial

Leptothrix Color de rovell a l'aigua (bacteri del ferro)
Methanomonas Oxidaci6 de meta

Micrococcus Reducci6 de nitrat, corrosio, Antagonista d'indicadors
Moraxella Patogen oportunista

Mycobacterium Patogen potencial

Nitrobacter Producci6 de nitrat, corrosio

Nitrosomonas Producci6 de nitrat, corrosio

Nocardia Patogen potencial

Proteus Antagonista d'indicadors bacterians

Providencia Patogen oportunista

Pseudomonas Patogen oportunista, antagonista d'indicadors bacterians
Salmonella Patogen potencial

Serratia Patogen oportunista

Sphaerotilus Color de rovell al'aigua

Spirillum

Sporosarcina

Staphylococcus Patogen potencial

Streptococcus Indicador de contaminacié fecal

Streptomyces Problemes d'olors i gust

Yersinia Patogen potencial

Habitualment els coliformes creixen en forma de microcolonies més que en céllules aillades (Camper 1996), encara que si es
transporten al biofilm en particules de carb6 actiu granular la majoria seguira en forma de cel-lules individuals (Morin et al.
1996). D'altra banda, en ambients on els nutrients sén limitants alguns dels microorganismes heterotrofs, els anomenats
antagonistes de coliformes, entren en competencia amb els coliformes dificultant el seu establiment als biofilms (LeChevallier &
McFeters 1985b). Alguns estudis han mostrat la preséncia d'efectes sobre la salut publica amb la ingestié de només 10-50 mL
d’'una aigua - no clorada - amb una densitat relativament baixa de Escherichia coli (10/100 mL) (Payment et al. 1988).

En quan als patdgens oportunistes, representarien al voltant del 30% de la poblacié total, mentre que patdgens com Salmonella
poden adherir-se i persistir als biofilms fins a 50 dies en preséncia de clor, generalment en forma de cel-lules individuals, mentre
que altres com Escherichia coli O157:H7 poden desapareixer a les 2 setmanes del biofilm (Camper et al. 1998).
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Proliferacions bacterianes a les xarxes de distribucié. El desenvolupament dels biofilms pot provocar tota una série de
problemes als sistemes de distribucié d'aigua potable:

U Els bacteris poden ser I'inici d'una xarxa trofica que condueixi a la proliferacid d'organismes superiors indesitjables.
O Algunes espécies poden generar problemes de terbolesa, males olors i gustos.

O Recomptes elevats dels bacteris heterotrofs (HPC) poden interferir amb la deteccio dels coliformes o altres indicadors
sanitaris

(W]

Els biofilms augmenten la resistencia a la friccio, reduint la capacitat de transport dels sistemes de distribucié d'aigua

U Fallada del sistema de distribuci6 violant els criteris establerts de qualitat de I'aigua (per coliformes o recomptes de
bacteris heterotrofs).

Diferents factors alguns d'ells encara no del tot ben coneguts poden ocasionar problemes importants, afavorint I'increment de la
densitat de microorganismes amb el temps de residéncia i/o amb la distancia de la planta de tractament al punt de distribucio al
consumidor. Es produeixen els anomenats episodis o brots amb la deteccio a I'aigua final d'uns nivells de bacteris heterotrofs i,
especialment, de coliformes per sobre dels estandards de qualitat. Quan es produeix la proliferacié d'aquests bacteris —en
suspensi6 o adherits- de forma cronica o periddica es parla de recreixement. Aquestes proliferacions poden ser degudes a
avaries del sistema de potabilitzacio, on els bacteris passen a través del tractament i de les barreres de la desinfeccio.

Tanmateix, és evident que el tractament potabilitzador més sofisticat no aconsegueix eliminar mai la totalitat dels
microorganismes presents al sistema. Sempre roman una poblacié de microorganismes vius ja sigui en estat danyat o intactes,
d'aproximadament 10%/mL, un 0,1% del total original (Maul et al. 1991). Per tant, el sistema de distribucié es contamina de forma
permanent amb una microbiota en suspensio6 que, en una part important, passara a formar part dels biofilms.

Tradicionalment la preséncia de coliformes a I'aigua de beguda s'utilitza com a indicador de contaminacié fecal provocada per
connexions-creuades, tractament inadequat o la impossibilitat de mantenir una concentracié residual del desinfectant utilitzat.
Avui en dia, la proliferacié de coliformes en aigiies tractades és una de les raons habituals que condueixen a I'incompliment de
les regulacions establertes per aiglies potables als diferents paisos (LeChevallier et al. 1996b). No obstant, alguns casos de
recreixements bacterians i de coliformes a I'aigua de beguda poden no estar relacionats amb la preséncia de contaminacié fecal
0 de patogens (LeChevallier et al. 1996b). Per aquest motiu, algunes agéncies governamentals han desenvolupat criteris per
recollir una certa varianga en la normativa que especifica la presencia de coliformes a 'aigua de beguda (USEPA 1991).

Per poder créixer en aigiies potables els coliformes necessiten, igual que altres bacteris heterotrofs, tres factors basics que
afavoreixin la seva proliferacio: nutrients, refugi i condicions ambientals favorables. Només la manca d'aquests tres factors de
manera simultania pot impedir el creixement d'aquests organismes a les xarxes de distribucio (LeChevallier et al. 1996b).

Carboni, nitrogen i fosfor son els nutrients més importants pels bacteris heterotrofs i els coliformes, en una relacio 100:10:1 per
a un creixement equilibrat (Camper 1994). Per aquest motiu, el carboni organic es converteix sovint en el nutrient limitant i en el
responsable del recreixement dels coliformes en plantes reals (Camper 1994). Com a excepcio, es coneixen alguns casos on el
fosfor pot arribar a ser limitant, depenent el creixement de la presencia de fosfats a la xarxa de distribucid d'aigua potable
(Miettinen et al. 1997).

La varietat de substancies organiques que es troben a les aigiies potables, amb prop de 200 compostos coneguts (Maul et al.
1991), han afavorit I'is de parametres més generals com el carboni organic assimilable i el carboni organic dissolt
biodegradable (a partir d'ara AOC i BDOC respectivament), per a la determinacio del nivell de nutrients. Tots dos sén indicadors
de la bioestabilitat de I'aigua i es poden utilitzar per monitoritzar els processos de tractament. El carboni organic assimilable
(AQC) és la fraccio de la matéria organica dissolta (DOC) que és utilitzada pels bacteris i es converteix en biomassa i, per tant,
es mesura a partir del creixement bacteria maxim (Nmax) que cada mostra pot promoure.
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El BDOC ens déna en canvi una mesura del carboni organic consumit per les comunitats microbianes, i es mesura per la
disminucié de DOC a les mostres en un periode definit de temps (Joret 1988, Frias et al. 1992). Com a conseqiiencia directa de
la biodegradaci6-assimilacié de la matéria organica (disminuci6 BDOC) s'incrementa el nombre de cel-lules (Servais et al.
1991).

De fet, s'ha senyalat a la fraccio assimilable (AOC) com el principal nutrient responsable dels recreixements de coliformes i de
bacteris heterotrofs que es produeixen a la xarxa (LeChevallier et al. 1987, van der Kooij 1992). Tedricament es poden establir
uns valors minims de nutrients per fomentar el desenvolupament de biofilms. En general, els coliformes sén organismes forga
copiotrofics, és a dir, necessiten nivells elevats de nutrients per iniciar el recreixement (LeChevallier & McFeters 1985b). Les
concentracions llindar de AOC es situen als 10 ug C/L pels heterotrofs (van der Kooij 1992) i de 50 ug C/L pels coliformes
(LeChevallier et al. 1996a). Respecte al BDOC, diferents autors assenyalen els 0,15 mg/L com a llindar associat a I'estabilitat
biologica de l'aigua i per controlar el creixement dels bacteris heterotrofs (bacteris HPC) en aigiies sense clor residual (Servais
et al. 1993). De fet, s’han relacionat episodis de coliformes amb I'augment per sobre dels 0,15 mg/L als nivells de BDOC del
sistema de distribucié (Volk & Joret 1994).

En alguns casos, I'augment microbia associat a nivells elevats de AOC es produeix, fins i tot, en preséncia d'un residual de clor:
sistemes amb valors de AOC elevats necessiten nivells més alts de desinfeccié per assegurar la qualitat bacteriologica
(LeChevallier et al. 1996a). Aixo ens suggereix que la reduccié en els nivells de AOC del sistema de distribucié pot repercutir de
manera molt efectiva en la disminucié del residual de clor necessari.

S'ha de ressaltar la importancia de les particules inorganiques que contenen els biofilms dels sistemes de distribuci6. Els ultims
estudis realitzats remarquen com algunes particules de corrosio, per exemple els dxids de ferro, influeixen en el creixement de
les poblacions dels biofiims d’ambients oligotréfics (Camper et al. 1999). Altres autors indiquen que son necessaris 20 mg/L
d'dxid de ferro (Fe20s) per estimular el creixement dels coliformes (Victoreen 1984). Aquests productes de corrosié tenen un
gran potencial per a I'adsorci6é de matéria organica (NOM) i, especialment, de substancies humiques. Aquestes, tant els acids
falvics com els humics, son un dels components majoritaris de la materia organica (50-75% en aigiies superficials i valors
inferiors en aiglies subterranies), i presenten una gran capacitat per adsorbir-se a la superficie dels productes de la corrosio (Gu
et al. 1994). Malgrat que es consideren com a poc biodegradables a la fase liquida, avui en dia existeixen evidéncies que
demostren la utilitzacié biologica de les substancies hiimiques. Es probable que alguns mecanismes, no coneguts encara,
facilitin la seva biodisponibilitat quan s'adsorbeixen a les superficies (Camper et al. 1999). De confirmar-se aquesta teoria
s'hauria de revisar la metodologia d'analisi del AOC/BDOC per mesurar el potencial de recreixement, ja que actualment només
es té en compte el carboni organic en dissolucio.

Alguns dels materials utilitzats en la construccié de les xarxes de distribuci6 poden afavorir el creixement microbia (Schoenen &
Scholer 1985). Els problemes més importants de colonitzacié microbiana en canonades de materials plastics acostumen a
presentar-se quan aquestes son exposades a aiglies amb preséncia de productes de corrosio, conseqiiencia d'un elevat
contingut de ferro a l'aigua o de la preséncia d'altres tuberies d'acer a la xarxa (Camper 1996). Altres particules, com les de
carb6 actiu granular poden facilitar la transmissié de coliformes i altres microorganismes de la fase liquida al biofilm (Morin et al.
1996). El control de la corrosio utilitzant inhibidors i reduint la quantitat i extensié de les canonades d'acer aconsegueix, moltes
vegades, la reducci6 dels productes de corrosié i del nombre de microorganismes (LeChevallier et al. 1996a, Camper et al.
1999)

Els microorganismes que creixen a la xarxa de distribucio troben refugi en els biofilms. En aquest cas, entre els avantatges
ecologics del creixement en forma sessil cal citar I'aprofitament dels nutrients acumulats a la interfase solid-liquid, I'increment en
el transport de nutrients i la proteccié enfront dels depredadors i el desinfectant (Characklis & Marshall 1990). Respecte a
aquest Ultim factor, la majoria de les vegades el simple increment en la concentracié de clor no és suficient per controlar la
presencia dels coliformes o dels bacteris heterotrofs. Aixd és perque els bacteris que creixen a les superficies de les canonades
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poden ser varies vegades (centenars) més resistents a la desinfeccié amb clor que les cel-lules planctoniques (LeChevallier et
al. 1987, 1988). Aquest fet sembla ser especialment important en superficies de canonades d'acer, ja que els materials
d'aquestes tuberies incrementen la demanda de clor (LeChevallier et al. 1990).

D'altra banda, la corrosié en canonades d'acer pot produir tubercles que incrementen la superficie de la canonada, augmenten
la barreja hidraulica i el transport de nutrients a la superficie (biofilm), produeixen la precipitaci6 de compostos organics en
forma de diposits superficials i proporcionen escletxes i altres esquerdes on els bacteris es poden protegir de 'accio dels
desinfectants (LeChevallier et al. 1996b). Tenint en compte tots aquests fets I'estudi d'algun index de corrosi6 es converteix en
una eina de diagnostic important per a les plantes potabilitzadores. En aquest sentit s'ha utilitzat I'index de Larson, que ens
ddna la proporci6 entre la concentracié molar de clorurs i sulfats, i els bicarbonats.

La quantitat de diposits i tancs de reserva també és un factor que s'ha relacionat amb els episodis de coliformes. Aquests
faciliten la contaminacio, el creixement microbia als sediments i la dissipacio del clor, incrementant els nivells de AOC degut a la
redesinfeccio (LeChevallier et al. 1996b). Altres zones que afavoreixen el creixement microbia sén els filtres de carb6 actiu
granular o de sorra de les plantes de tractament potabilitzador. A més, alguna d'aquestes particules poden passar a la xarxa
carregades de microorganismes (Camper et al. 1999).

Tenint en compte que la majoria d'organismes que ocupen els sistemes de distribuci6 ja estan adaptats als ambients pobres en
nutrients, la variacié de les condicions ambientals pot influir de forma decisiva, facilitant en alguns casos I'aparicidé de
recreixements bacterians. La temperatura és probablement el factor que més influéncia té sobre el creixement microbia, de
forma directa o indirecta. Actua sobre parametres com la taxa de creixement microbia, I'eficiéncia de la desinfeccio, la dissipacid
dels residuals del desinfectant, la taxa de corrosio, la hidraulica i la velocitat de l'aigua al sistema de distribucié degut a les
alternances diaries i estacionals en I'Gs. De fet, sembla existir una relacié directa entre la temperatura de l'aigua i la densitat de
la poblaci6 bacteriana adherida (Donlan & Pipes 1988). Malgrat que depén de cada sistema i de la climatologia local, en general
s’ha determinat que la possibilitat de recreixement dels coliformes augmenta per sobre dels 15°C (LeChevallier et al. 1996b).
Increments de nutrients associats amb el rentat provocat per la precipitacio i lixiviacié dels materials de les canonades poden
ajudar a incrementar el creixement microbia (Camper 1994).

Cal recordar que el manteniment d’'una concentracié residual de clor al llarg del sistema de distribucié s'utilitza per produir unes
condicions desfavorables per als microorganismes. En general, es recomana un residual minim de 0,5 mg/L de clor lliure
(AWWA 1990). Obviament i segons el que s'ha explicat, aquest residual no sempre garanteix 'eliminacié dels episodis de
coliformes. A part, la cloracié de la xarxa pot inactivar —o danyar- la majoria de cél-lules planctoniques, donant la impressio que
el clor esta exercint I'efecte buscat, amb un resultat de no detecciéd de bacteris a I'aigua. Al mateix temps, el clor pot no afectar
la formacié del biofilm, sense interferir en les causes de proliferacions microbianes. A part, els agents oxidants com el clor
trenquen les cadenes d'elevat pes molecular dels compostos organics en acids organics simples, augmentant les possibilitats
de creixement pels bacteris heterotrofs (van der Koojj et al. 1989). Per tant, el clor pot emmascarar en realitat un problema no
resolt, I'acumulacié de bacteris en forma de biofilm a la interfase aigua-canonada.

Respecte al tipus de desinfectant la interaccié del clor amb la matéria organica natural (NOM) resulta en uns subproductes com
els trihalometans dels quals es sospita de la seva carcinogenicitat. Tanmateix, el canvi a un altre desinfectant com I'0z6 pot
augmentar —per la seva reacci6 amb la matéria organica- les possibilitats de creixement dels microorganismes (Clark et al.
1994).

El tipus de régim hidraulic, controlat pel disseny original, depen en gran part de la demanda d’aigua de l'usuari. Aixi, s6n
freqlients les fortes oscil-lacions estacionals i diaries entre els maxims periddics al mati i a les tardes, i el minim nocturn. Les
condicions de flux elevat poden incrementar el transport de nutrients als organismes adherits, encara que també s'incrementa el
flux del desinfectant i I'esforg de cisalla a la superficie. Aquest ultim, afavoreix el despreniment de capes del biofim de la
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mateixa forma que amb el cop d'ariet, quan s'obre o es tanca una valvula de forma brusca. Situacions de flux reduit poden
conduir a la disminucié en les concentracions del desinfectant i afectar el transport de nutrients.

Un altre factor relacionat que influeix en la distribucié dels organismes és el temps de residencia de I'aigua al sistema, perqué
les concentracions de AOC i BDOC acostumen a disminuir a mesura que l'aigua es mou a través del sistema de distribucié
(LeChevallier et al. 1987, van der Kooij 1992). Finalment, les pluges també s’han associat als episodis de recreixement bacteria
i de coliformes, perqué poden incrementar els nivells de matéria organica biodegradable al rentar els nutrients dissolts
(LeChevallier et al. 1996b). La falta de pluja en temps de sequera pot repercutir en un augment dels nutrients a l'aigua, fet que
pot estimular la corrosio i el creixement bacteria.

Degut a la relativa ineficacia de molts dels desinfectants I'estratégia de control dels microorganismes adherits i dels episodis de
recreixements en xarxa es converteix en un afer complex que requereix una accié continuada, on interaccionen diferents
parametres fisics, quimics, biologics, operacionals i d'enginyeria. Especialment, sha de procurar mantenir un régim hidraulic
adequat i limitar el carboni organic biodegradable, aixi com la concentracio de cél-lules bacterianes en suspensi6 a l'aigua que
entren al sistema. El manteniment d'una concentracié residual de clor i el control de la corrosio, el rentat periodic del sistema de
distribucio (“flushing”), la utilitzacié de la filtraci6 amb sorra 0 amb carboni actiu granular (GAC) per augmentar [I'activitat
microbiana i disminuir alhora els nivells de carboni organic (AOC), i el manteniment adequat dels diposits i tancs de reserva, son
alguns dels factors on es pot actuar per gestionar de forma correcta la xarxa de distribucié i reduir al maxim els problemes
microbiologics.
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3.2.  Material i Métodes

Per poder avaluar i aplicar el sistema experimental per a la colonitzacid de superficies i monitoritzar el desenvolupament de
biofilms a partir d’aiglies subterranies, s'han utilitzat dues estacions experimentals: una prop del Besos, a partir del pou d'Alfons
el Magnanim al barri de Sant Marti (Barcelona), i I'altre a Sabadell, a Can Oriac. Les dades obtingudes s’han comparat amb un
tercer sistema que s'ha utilitzat per determinar la formacié de biofilms a partir duna xarxa de distribucié d'aigua potable
(Laboratori Microbiologia, EUOOT).

3.21.  Zonade mostreig I: Pou d'Alfons el Magnanim (Sant Marti-Besés)

Aquesta estacio experimental aprofita I'aigua de I'aqifer al-luvial de la conca del riu Besos, situat al nord de Barcelona. La
instal-lacié (veure Figura 3.2) capta un cabal de 36 m3h de forma ininterrompuda del pou 4.16.3 de la linia 4 del metro, situat
entre les estacions de Besos i Besos Mar, al carrer d'Alfons el Magnanim (districte de Sant Marti, Barcelona).

En aquesta area el nivell freatic es troba situat generalment a 3-6 metres per sota de la superficie, encara que oscil-lacions
periodiques poden jugar un paper important en la dispersi6 dels contaminants. En aquest sentit, a la zona es trobaven algunes
extraccions d'arids que van ser reomplertes antigament amb residus urbans i industrials.

A part, el pou d'esgotament (pou de captacid) recull altres aports d'aigiies d'origen divers, encara que cal destacar els aports de
fuites del sistema de distribucid, del sistema de clavegueram, abocaments de residus industrials liquids d'installacions
industrials en mal estat i infiltracions de metalls pesants de sols contaminats prop d'industries (Navarro et al. 1996).

L'aigua del pou de captacié és conduida (veure Figura 3.2) per una tuberia de polietilé i es trasllada a través de 600 m pel carrer
d'Alfons el Magnanim fins al dipdsit acumulador de 580 m3 de capacitat neta, que es troba a la confluéncia d’'aquest carrer amb
el carrer de Llull. En aquest punt es disposa la sala de bombeig amb una poténcia instal-lada de 50 CV, capag¢ de bombar fins a
100 m3/h a una velocitat de 1,36 m/s a través d'una xarxa de distribucié de 16 bar de pressio i una longitud de 3.100 m. Aquesta
xarxa de distribucié travessa el barri del Poble Nou arribant fins a la Vila Olimpica per l'interior de la galeria de serveis de
Rambla Prim i el Passeig de Garcia Faria. En aquesta primera fase es rega una superficie total de 146.000 m2 de 4 parcs i
parterres viaris.

Diposit Zona d’irrigacié
1 : ==t 1“’ m
: *& \*\ * o= | ——

- I
‘—'1 Sistema Distribuci6 (3,1 km)

Pou de casptacié
(0,3 Hm"/any)

Figura 3.2. Esquema del projecte pilot de reutilitzaci6 d'aiglies freatiques a partir del pou d'Alfons el Magnanim (Sant Marti,
Barcelona).
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Esquema del sistema experimental. A I'estacié experimental de Sant Marti s’han disposat dos sistemes per monitoritzar el
desenvolupament de biofilms. El primer capta I'aigua directament del pou de captaci6 4.16.3 de la linia 4 del metro, i el segon
s'ha situat a la sala de bombeig a partir de I'aigua del diposit (veure Figura 3.3).

Per bombar l'aigua del pou i extreure-la fins a la canonada de servei existeixen dues bombes centrifugues, que poden
proporcionar un cabal de 20 m3h. Aquestes bombes es posen en marxa quan el nivell de I'aigua arriba als 3 metres d'algada,
baixant 1,5 metres després d'una hora de funcionament. Per installar el sistema de monitoritzacié del desenvolupament de
biofilms s'ha utilitzat una altra bomba auxiliar, que ha permés realitzar I'assaig en continu i estudiar, de forma accelerada, la
formacio de biofilms en aquest tipus d'aigiies (veure Figura 3.3-A).

Per facilitar la recollida de les mostres, el sistema experimental s’ha situat a la superficie del pou (veure Figura 3.3-A), fet que ha
condicionat de forma important I'eleccié de la bomba. A la Taula 3.4 es detallen algunes de les caracteristiques d'aquest pou de
captacid. En principi, les bombes de superficie sén economicament forgca més assequibles i de manteniment més senzill, perd
no poden bombar aigua des de qualsevol profunditat, ja que del contrari es produeixen fendmens de cavitacié o formacié de
vapor a l'interior de la bomba, amb els problemes que aixé comporta. Les bombes submergides, en canvi, no presenten aquests
problemes pero el seu preu és forga més car que les bombes de superficie, per a les mateixes condicions de cabal i pressio.

Taula 3.4. Caracteristiques principals del pou de captacié d'Alfons el Magnanim (Sant Marti-Besos).

Pou de captacio-Besos (4.16.3)

Dimensions Algada 3m
Amplada 5m
Llarg 5m
Volum 75m3
Profunditat sota la superficie 15m

Condicions fisiques Temperatura 19°C

Tenint en compte que s’haurien de bombar aproximadament 16.000 L/h des d'una profunditat de 3 metres, i amb una pressid
necessaria de 3 m, es va optar per triar una bomba submergida. EI model escollit, ESPA Acuaria 40-4 (Espa, Banyoles),
relativament sobredimensionat, presenta una corba caracteristica bastant vertical perque ens interessa controlar el cabal per
poder determinar la pérdua de carrega i tots els parametres hidrodinamics. Per tant, es tracta d’'una bomba que a variacions
grans d'algada manométrica no presentara variacions brusques de cabal.

L'aigua bombada passava a través de les tuberies fins al sistema experimental sortint per la part superior del mateix de forma
que cobria tot el sistema, retornant cap al mateix pou a través d'una altra canonada que disminuia la formacié de turbulencies
(veure Figura 3.3-A).

El segon sistema experimental es va instal-lar dins de la sala de bombeig situada a costat del dipdsit de reserva de 580 m? de
capacitat neta, que es troba a la confluéncia d'Alfons el Magnanim amb el carrer de Llull. En aquest cas es va aprofitar la
pressio exercida per I'aigua del diposit (3 mca), per impulsar I'aigua del mateix fins al sistema experimental (veure Figura 3.3-B).
No va ser possible retornar 'aigua que surt del sistema al diposit, per la qual cosa es va dirigir a la canonada secundaria de la
sortida general del sistema de reg (veure Figura 3.3-B), que es troba al mateix nivell que el sistema experimental. Per aquest
motiu, per al bombament de I'aigua de sortida del sistema es va poder utilitzar una bomba de menys capacitat, com el model
ESPA Dip 120 (Espa, Banyoles).
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3.2.2.  Zonade mostreig II: Sabadell

L'estacio experimental de Sabadell esta situada al nord-oest de la ciutat i al final de la mina de Ribatallada, en unes
installacions de la Companyia d'Aigties de Sabadell (CASSA) al barri de Can Oriac. La mina de Ribatallada recull les aiglies
que provenen del torrent de Botelles i del torrent de Casa Font, els quals s'uneixen per formar el torrent de Ribatallada. Malgrat
les poques dades existents, és evident que la propia naturalesa dels materials que constitueixen el subsdl de la plana vallesana
permet la infiltraci6 de les aigiies de pluja, afavorint la constitucié d'aqtiifers importants. La mina s'origina prop de la font de
Botelles (cota 291,75 m), segueix pel torrent de Botelles, passa prop de 'ermita de Sant Julia d’Altura (306 m) i després de
creuar la carretera de Matadepera arriba fins a Can Oriac (228 m), on s'emmagatzema al diposit del carrer Napols. En total, la
mina realitza un recorregut d'aproximadament 4 km, i va servir per proveir d'aigua potable a la zona alta de Sabadell fins a 1993
(107 milions de litres durant 1993). A partir d'aquest any, problemes microbiologics van obligar a suspendre el seu aprofitament.
Probablement, la presencia de les urbanitzacions de Can Font i Ca n'Avellaneda han presentat un impacte negatiu sobre la
qualitat microbiologica de l'aigua. Actualment les aiglies de la mina de Ribatallada s'utilitzen només per a certs usos no
potables, com la neteja de carrers i per I'extincid d'incendis.

Tot i que actualment aquesta explotacid es troba en desus, presenta unes bones perspectives de cara a la possible reutilitzacid
de l'aigua freatica pel reg de parcs i jardins urbans. En aquest sentit, cal destacar que es troba just al limit entre el barri de Can
Oriac i el nou desenvolupament urba de Can Llong. Can Llong és una de les Ultimes zones on s'esta realitzant un gran projecte
d'urbanitzacié a Sabadell. Aprovat al Pla General de 1993, ocupa 642.700 m? de superficie i es preveu construir 3.000
habitatges. La preséncia de zones enjardinades sera bastant important, ja que en la seva fase inicial el projecte preveu la
plantacié de 1.053 arbres, 3.852 m? de gespa i 288 arbustos (Ajuntament de Sabadell 1998). Posteriorment, en una segona fase
es realitzara el Parc de les Aiglies amb 64.000 m2, gran part d’ells corresponents a zones enjardinades i, com el seu nom indica,
amb la presencia d'una gran lamina d'aigua que oferira als visitants I'aspecte d'un llac urba.

Esquema del sistema experimental a Sabadell. El sistema per monitoritzar el desenvolupament de biofilms es va posar a les
instal-lacions de CASSA, tal com es mostra a la Figura 3.4. Es va afegir una bomba auxiliar igual que en el cas del pou de
captacio del Besos, per poder realitzar I'assaig en continu i estudiar de forma accelerada la formaci6 de biofilms en aquest tipus
d'aiglies. La situacid, bona accessibilitat i manca de profunditat de les mines d'aigua dins de la instal-lacié de CASSA al dipdsit
del carrer Napols, van facilitar el mostreig i la recollida de les mostres. El sistema experimental es va installar dins d'una de les
mines, en una de les ramificacions finals que arriben al diposit (Figura 3.4). Tots aquests factors han ajudat a simplificar 'eleccié
de la bomba. Es va optar per una bomba de superficie situada molt a prop de la mina, la qual presenta una fondaria mitjana de
40 cm. Es va escollir la bomba centrifuga horitzontal ESPA Aspri 20/3 (Espa, Banyoles), amb capacitat per bombar de 30-72
L/min a una algada de 35-15 m. L'aigua bombada passava a través de les tuberies fins al sistema experimental situat a dins
mateix de I'aigua de la mina, i sortia per la part superior del mateix (veure Figura 3.4, part inferior).

3.2.3.  Zonade Mostreig IIl: Lab. Microbiologia EUOOT

La tercera estacio experimental es va situar al Laboratori de Microbiologia de I'Escola Universitaria d'Optica i Optometria de la
UPC a Terrassa, per estudiar la formacié de biofilms en una xarxa de distribucié d'aigua potable. Les dades obtingudes s'han
utilitzat per avaluar el potencial de formacié de biofiims en sistemes d’aigua potable i, alhora, comparar les dades obtingudes
amb els sistemes d'aiglies freatiques on no es realitza cap tipus de desinfecci6. Per aixo, es va seleccionar una xarxa de
distribucié interna dins de l'edifici de I'Escola Universitaria d'Optica i Optometria (Lab. Microbiologia, EUOOT, UPC), perqué
representa I'Gitim pas en un sistema de distribuci6é abans d'arribar a I'usuari.

L'aigua potable prové de les instal-lacions de Mina Publica de Terrassa, on es capta l'aigua del riu Llobregat a I'algada d'Olesa
de Montserrat i es tracta en una ETAP. En treballs previs es va estudiar la resisténcia bacteriana al clor, aillant una gran varietat
de microorganismes de les diferents etapes del tractament potabilitzador d'aquesta planta (Mir et al. 1997).
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Zon a d’irrigacio

Sistema Distribuci6 (3,1 km)

Figura 3.3. Situacio dels sistemes experimentals per la monitoritzacio del desenvolupament de biofilms al projecte pilot de reutilitzacio
d'aigies freatiques de Sant Marti, a Barcelona: A) Pou de Captacio, imatges a la partir inferior, B) Diposit de reserva, imatges a la part
superior.
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Figura 3.4. Monitoritzacié del desenvolupament de biofims a partir de I'aigua subterrania de la mina de Ribatallada,
Sabadell. Part superior, final del barri de Can Oriac i part del futur barri de Can Llong. Part inferior, mina de Ribatallada al
diposit de Napols (instal-lacions de CASSA) i detall de la bomba d'impulsi6 d'aigua i del sistema experimental situat dins
d'una de les mines.
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Esquema del sistema experimental a FEUOOT. Es va disposar un sistema experimental format per 5 mostrejadors de llit
empacat, de la forma habitual. Aquest sistema es va connectar a una de les aixetes del laboratori de Microbiologia de 'EUOOT,
mitjangant tuberia de nylon (Neoplast Ultravinil transparent). El cabal es va regular amb una clau d'esfera situada préviament a
I'aixeta. L'aigua regulada per la clau d'esfera passava directament a través dels reactors del sistema experimental i sortia per la
part superior dels mateixos. El sistema es va deixar dins de la pica, de forma que l'aigua cobria tot el sistema, anant I'excés cap
a la canonada de sortida i al clavegueram.

3.24.  Analitiques microbiologiques de mostres planctoniques i del biofilm

Mostreig i transport de les mostres. S'ha realitzat un mostreig mensual de l'aigua de les estacions de monitoritzacio, per
analitzar les poblacions de microorganismes planctonics (veure PNT-9). Les mostres es transportaven al laboratori de
Microbiologia segons les recomanacions de Standard Methods (Eaton et al. 1995), en botelles Schott esterils a la foscor i dins
d’'una nevera portatil a 4°C (+ 2°C). Les mostres es mantenien dins del laboratori en un refrigerador a 4°C (+ 2°C). Les diferents
analitiques microbiologiques es van realitzar dins de les primeres 8 hores seglients al mostreig.

Per a l'analisi de les mostres de biofilm adherides al material de suport es retirava cada reactor de llit empacat després que
l'aigua hagués circulat pel seu interior durant periodes predeterminats de temps. Els reactors s'agafaven amb les maximes
condicions d'asépsia i es posaven dins d'ampolles Schott estérils plenes amb I'aigua del mateix origen. En el lloc desocupat es
situava un altre reactor esteéril, per a una analisi posterior. El transport de les mostres per a I'estudi de la formacié de biofilms es
realitzava de la mateixa forma que en les mostres planctoniques, tal com s'ha descrit anteriorment.

Medis de cultiu, incubacié i recompte de viables. La Taula 3.5 mostra els diferents medis de cultiu utilitzats per a l'estudi de
les mostres planctoniques i de biofilm, en les analisi rutinaries realitzades cada mes, aixi com en les analitiques completes
realitzades una vegada cada dos mesos, seguint recomanacions de Standard Methods (Eaton et al. 1995).

Per poder determinar la composici6 i concentracio de microorganismes dins de la fase planctonica i del biofilm, 'aigua de cada
estacié de mostreig i la mostra sonicada del biofilm respectivament, es van diluir de forma seriada en solucié salina estéril (NaCl
al 0,9%) i es van inocular en diferents medis selectius i no selectius.

Les mostres s’han analitzat per determinar el recompte de bacteris heterdtrofs totals (HPC, veure PNT-2 a 'annex), utilitzant la
tecnica de la filtracié per membrana, d'acord amb Standard Methods (Eaton et al. 1995), amb filtres de 0,45 um de grandaria de
porus i I'agar PCA.

Taula 3.5. Medis de cultiu utilitzats per a I'estudi de les mostres planctoniques (A) i de biofilm (B), en analisi
rutinari (N) i complet (C).

Medi de cultiu Parametre Microbiologic A B
R2A Bacteris heterotrofs totals N N
PCA Bacteris heterotrofs totals N N
Chromocult Coliform Agar Coliformes totals, E. coli N N
Agar Sabouraud amb gentamicina  Fongs filamentosos N N
Agar GSP + Penicilina Pseudomonas, Aeromonas N N
Agar SPS Clostridis sulfit-reductors C C
Agar Middlebrook 7H10 + OADC Mycobacterium C C
Agar GVPC Legionella C C
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Degut a l'existencia de microorganismes, especialment bacteris, capagos d'escapar a la deteccié amb els filtres de 0,45 um
(Shirey & Bissonnette 1991), s’han escollit els filtres de 0,22 um amb I'agar R2A com a metodologia rutinaria, per maximitzar la
detecci6 dels bacteris heterotrofs totals. Les mostres d'agar PCA s’han incubat a 37°C durant 48, 72 hores i 7 dies, mentre que
les mostres d'agar R2A s’han incubat a 22°C durant 7 dies. Es va determinar el total de bacteris heterotrofs en agar PCA i en
R2A comptabilitzant el nombre d'unitats formadores de colonies (Ufc) per volum en el cas de mostres planctoniques, o per unitat
d'area (cm2) en el cas de mostres séssils de biofilms.

3.2.5.  Identificacié dels microorganismes

Aillament i resembra dels microorganismes. A les diferents estacions mostrejades es van aillar diferents membres de la
microbiota autdctona de l'aigua, tant de la fase planctonica com del biofilm. La diferenciacié es va realitzar en base a
caracteristiques colonials després de I'aillament en diferents medis de cultiu solids. La Taula 3.5 mostra els principals medis de
cultiu utilitzats per a I'estudi de les mostres planctoniques i de biofilm, seguint recomanacions de Standard Methods (Eaton et al.
1995).

Els coliformes totals i Escherichia coli es van enumerar i aillar amb la técnica de filtracid per membrana (veure PNT-3 a I'annex),
amb filtres de 0,45 um i el medi Chromocult Coliform Agar, incubant a 35°C durant 24 h. Les Escherichia coli aillades al medi
Chromocult Coliform Agar es van verificar amb la prova de l'indol, utilitzant el reactiu indol de Kovacs o el kit d'identificacio
rapida Bactident[J E. coli, que detecta alhora I'activitat 3—D-glucoronidasa i triptofanasa (produccié d'indol).

La deteccio i quantificacio dels fongs filamentosos s'ha realitzat utilitzant la técnica de la filtracié per membrana amb filtres de
0,45 um de grandaria de porus, utilitzant el medi Agar Sabouraud suplementat amb sulfat de gentamicina com a antibacteria, i
incubant a temperatura ambient (22°C) durant 7 dies (veure annex, PNT-4).

Els bacteris del génere Pseudomonas i Aeromonas s’han enumerat amb la técnica de la filtracié per membrana amb filtres de
0,22 um de grandaria de porus, utilitzant el medi Agar GSP suplementat amb Penicilina G-Sal sédica (100.000 UI-0,06 g/L), i
incubant a temperatura ambient (22°C) durant 72 hores (veure annex, PNT-5).

Els clostridis sulfit-reductors s’han enumerat amb la tecnica de la filtracio per membrana amb filtres de 0,45 um de grandaria de
porus, utilitzant el medi Agar SPS, després de realitzar un tractament térmic (5 minuts a 80°C) per eliminar les formes
vegetatives. Els filtres es dipositaven posant la seva part superior en contacte amb el medi a sobre de plaques estérils, i es
cobrien després amb més medi de cultiu. Les mostres s'incubaven dins de gerres anaerobiques a 37°C, durant 24-48 h (veure
annex, PNT-6).

Els bacteris del grup Mycobacterium s'’han enumerat amb la técnica de la filtracié per membrana amb filtres de 0,45 um de
grandaria de porus, després de descontaminar les mostres amb 30 min d'exposicié a 0,005% p/v de clorur de cetil-piridini
(Schulze-Rébbecke et al. 1992, Papapetropoulou et al. 1997). Els filtres de membrana s’han incubat amb el medi Agar
Middlebrook 7H10 suplementat amb OADC, a 35°C durant 2 mesos (veure annex, PNT-7). Cada tipus colonial amb una
morfologia, pigmentacio i taxa de creixement caracteristiques, s'aillava i es sotmetia a la tincio acid-alcohol resistent segons el
protocol de Ziehl-Neelsen, realitzant el recompte de les colonies de bacils acid-alcohol resistents. Finalment, Legionella s'ha
enumerat amb el métode de la sembra en superficie (Dennis et al. 1984, AFNOR 1993, veure PNT-8 a I'annex). La mostra es
concentra amb filtres de 0,22 um i s'extreu posant el filtre 3 min en un bany d'ultrasons, sembrant posteriorment volums
coneguts en la superficie de medis selectius, abans i després de sotmetre'ls a tres tractaments diferents per eliminar part de la
flora acompanyant: un pre-tractament acid centrifugant la mostra 20 min a 2.500 rpm i barrejant-la després amb igual volum de
tampd HCI-KCI, un tractament termic exposant la mostra a 50°C durant 30 min i un control sense cap pre-tractament. Els filtres
de membrana s'incubaven en I'agar GVPC a 37°C durant 3-5-10 dies. Les colonies sospitoses es resembraven en I'Agar BCYE-
Cys i en agar CASO. S'han considerat com sospitoses de Legionella pneumophila qualsevol soca de morfologia sospitosa en
GVPC i BCYE-Cys, que no creixi en I'agar CASO.
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Identificacio bioquimica de bacteris. Després del periode d'incubacié adequat per a cada medi de cultiu es procedia a la
seleccié de les morfologies colonials predominants per al seu estudi i identificacio (LeChevallier et al. 1980). La caracteritzacio
sol incloure en el seu ordre d'execucid: 1) identificacié colonial, 2) aillament i resembra, 3) tincid de gram i observacio
microscopica i, 4) identificacié bioquimica.

Despreés de descriure els tipus colonials (Parker & Dueren 1990), i fer el recompte del total de colonies existent de cada tipus, la
colonia bacteriana escollida per a la identificacio es resembrava en un medi selectiu apropiat. EI microorganisme seleccionat es
tenyia amb la tincié de Gram utilitzant el metode de Hucker (Cowen 1974) i es procedia a la seva observacié al microscopi a
x1000, amb oli d'immersi6.

Per a la identificacid bioquimica s'han utilitzat basicament els kits d'identificacio APl 10S (Biomerieux 10-100), per a
Enterobacteris i altres bacils Gram-negatius, aixi com el API 20 NE (Biomerieux 20-050) per a la identificacié de bacils Gram-
negatius no enterobacteris. Les colonies obtingudes a les resembres s'han utilitzat per inocular la tira de reactius en cada cas
seguint les instruccions del fabricant, i per fer el test de la oxidasa segons el reactiu Bactident Oxidasa (Merck 1.13300). Les
tires de reactius s’han incubat 24 h i s'han anotat els resultats. La identificacid dels microorganismes s'ha realitzat utilitzant els
perfils analitics API (Phillips & Amsterdam 1977) adequats en cada cas, i comparant els resultats obtinguts amb la base de
dades Probabilistic Identification Bacteria (Trevor Bryant, Freeware Version 1.0).

Identificacié morfologica dels fongs filamentosos. S'ha realitzat una selecci6 de les morfologies colonials predominants dels
fongs filamentosos per al seu estudi i identificacio, tant en el cas de mostres planctoniques com de biofilm. S’ha realitzat una
identificacio temptativa utilitzant “Medically Important Fungi. A guide to identification” (Larone 1993), i “lllustrated genera of
imperfect fungy” (Barnett & Hunter 1972).

3.2.6.  Recompte directe: Tinci6 de mostres planctoniques

S'han realitzat diferents tipus de tincions utilitzant la microscopia de fluorescencia per determinar el nombre total de cél-lules de
cada mostra. S’han provat diferents fluorocroms comercialitzats recentment, els quals permeten fer alhora el recompte total de
cel-lules i la determinacié del nombre de cel-lules viables d'una mostra. La Taula 3.6 resumeix les principals tecniques utilitzades
per a la tincié de mostres planctoniques.

Taula 3.6. Principals tincions utilitzades per a la quantificacié de mostres planctoniques.

Tincio Concentracio Excital\g%);g]missié Variable Referéncia
Taronja 0,04% 503/530-640 nm N° cel. total Hobbie et al. 1977
d'acridina Eaton et al. 1995
DAPI 1 pg/mL 347/456 nm N° cel. total Kepner & Pratt 1994
CTC 1,28 mM 365/602 nm N°cel. viables ~ Rodriguez et al. 1992

Pyle et al. 1995
McFeters et al. 1995
Live/Dead 6 UM Syto 9 480/500 nm N° cel. viables  Korber et al. 1996
30 uM iodur 490/635 nm N° cel. total Molecular Probes, 1998

de propidi
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Recompte total amb taronja d’acridina. S'ha utilitzat la microscopia de fluorescencia per avaluar de forma rutinaria el nombre
total de cel-lules bacterianes de les mostres, tant planctoniques com de biofilm, tenyint amb taronja d'acridina al 0,04% les
mostres preservades préviament amb 2% v/v de formaldéhid (Hobbie et al. 1977, Eaton et al. 1995, veure PNT-10 a 'annex).

Recompte total amb DAPI. Algunes de les mostres s'han observat amb microscopia de fluorescéncia per avaluar de forma
rutinaria el nombre total de cél-lules bacterianes de les mostres, tant planctoniques com de biofilm, tenyint amb DAPI (Kepner &
Pratt 1994, veure PNT-11 a I'annex). La mostra es filtra i es cobreix durant 5 minuts amb 0,5 mL de DAPI (1 ug/mL). Malgrat
que el DAPI presenta millors propietats que el taronja d’acridina, tampoc esta exempt de problemes per tincié inespecifica
(Zweifel & Hagstrom 1995, Choi et al. 1996) o per disminucié de la fluorescéncia en mostres clorades (Saby et al. 1997).

Recompte de viables i totals amb CTC i DAPI. S'ha utilitzat la tinci6 amb DAPI de forma simultania amb el compost redox 5-
Cyano-2,3-ditolyl clorur de tetrazoli (CTC), un colorant que permet determinar els nombre de bacteris metabolicament actius
(bacteris respirant). Els resultats obtinguts han de preveure els possibles efectes toxics del compost CTC sobre els propis
organismes (Ullrich et al. 1996). S'ha utilitzat el metode de la filtracié per membrana (Pyle et al. 1995, McFeters et al. 1995,
veure PNT-12 a I'annex). El filtre es transferia a una placa de Petri esteril, on s'afegien 0,6 mL de CTC 1,28 mM en aigua
destillada. Després d'incubar 4 h (protegit de la llum), es treia el CTC i s'afegien 0,6 mL de formaldehid 2%, deixant-ho en
contacte 5 min. Finalment, es tornava el filtre a la torre de filtracio, es tenyia amb 0,5 mL de DAPI (1ug/mL) durant 5 min, es
filtrava i es feia un rentat amb 2-propanol per eliminar tincions inespecifiques.

Recompte de viables i totals amb tincié Live/Dead. Algunes de les mostres s’han tenyit utilitzant el kit Live/Dead BacLight per
determinar la viabilitat bacteriana (veure PNT-13 a I'annex), format per dos fluorocroms especifics pels acids nucleics: SYTO 9,
un colorant fluorescent verd amb un maxim d'excitacié/emissié de 480/500 nm, i el iodur de propidi, un colorant fluorescent
vermell (490/635 nm). La combinaci6 d'aquest dos colorants permet observar els bacteris amb membranes cel-lulars intactes de
color verd fluorescent, mentre que les que presenten alguna alteracié a nivell de les membranes es tenyiran de color vermell
fluorescent, ja que el iodur de propidi només pot entrar en aquelles cél-lules que presentin la membrana damnada (Korber et al.
1996).

La mostra escollida es barreja amb igual volum de la solucié stock (2x), produint una concentracio final de 6 uM de SYTO 9 30
MM de iodur de propidi. Després de barrejar adequadament i d'incubar 15 min a temperatura ambient i a la foscor, s'ha filtrat la
mostra a través de filtres Nucleopore negres de 0,2 um. Els filtres s’han posat a sobre de portaobjectes de vidre, afegint 6-10
WL d'oli de muntatge BacLight (Molecular Probes, Component C, index de refracci6 a 25°C = 1,517) i amb un cobreobjectes.
S'ha realitzat I'observacié amb un microscopi Olympus BH-2 equipat amb un filtre tipus B (veure Taula 4.2) i una lampada de
mercuri de 100-w.
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3.2.7.  Estima de la Taxa Especifica de Creixement del Biofilm

La caracteritzacio de la taxa especifica de creixement del biofilm es pot obtenir a partir del seglient model simplificat (van der
Wende et al. 1989, Block et al. 1993):

DX -X,)¥
- X, Ot 33)

on Xs i Xe son la concentracié de la biomassa en suspensié (cel-lules planctoniques, cél. mL") a la sortida i a I'entrada del
reactor respectivament, D és la taxa de dilucié al reactor (h-), X és la densitat de céllules del biofilm (cel-lules sessils, cel-lules -
cm?), V és el volum del reactor i A és la superficie mullada del reactor (superficie de deposicié total). En aquest model
s'assumeix que la taxa de mortalitat i el creixement planctonics son negligibles.

3.28.  Analitiques Quimiques

Analitiques rutinaries. En intervals regulars s’han analitzat certs parametres fisico-quimics de les tres estacions de
monitoritzacio, d'acord amb técniques normalitzades segons Standard Methods (Eaton et al. 1995), tal i com es detalla a la
Taula 3.7. Al mateix temps, s'ha intentat disposar d'analitiques realitzades als mateixos llocs i durant les mateixes epoques, per
entitats com I'Inst. Municipal de Parcs i Jardins de I'Ajuntament de Barcelona, en el cas del pou d'Alfons el Magnanim (Besds).
En el cas de I'estacio experimental ubicada al laboratori de Microbiologia, s’ha mesurat el clor total i lliure de I'aigua de la xarxa,
utilitzant el metode DPD, d'acord també amb Standard Methods (Eaton et al. 1995).

Taula 3.7. Técniques de laboratori utilitzades per determinar els parametres fisico-quimics de les estacions de

monitoritzacio.
Parametre Técnica Utilitzada Unitats

Caracters Fisico-Quimics

pH Phmetre potenciométric Unitats pH

Conductivitat a 20°C Electrometria (MA/Q-56) ps/cm

Clorurs Volumetria amb Ag* (MA/Q-02) mg CI/L

Sulfats Cromatografia ionica (MA/Q-76) mg SO4/L

Calci Valoracié complexométrica (MA/Q-04) mg CallL

Duresa Total Valoracié complexometrica (MA/Q-04) mg CaCOs/L

Magnesi Valoracié complexométrica (MA/Q-04) mg Mg/L

Sodi Fotometria de flama (MA/Q-52) mg Na/L

Potassi Fotometria de flama (MA/Q-52) mg K/L

Alcalinitat Volumetria acid-base (MA/Q-08) mg CaCOs/L
Substancies no desitjables

Nitrats Cromatografia ionica (MA/Q-76) mg NOs/L

Altres parametres
Bicarbonats Volumetria acid-base (MA/Q-08) mg HCO3/L
Carbonats Volumetria acid-base (MA/Q-08) mg COs/L

Bromurs Cromatografia ionica (MA/Q-76) mg Br/L
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Mesura del Clor. Es va mesurar el clor lliure i total- present a la xarxa de distribucié del Lab. de Microbiologia de forma
rutinaria cada 2 setmanes, i sempre que es realitzava algun mostreig, utilitzant el métode colorimetric DPD (Eaton et al. 1995).
Els reactius pel clor lliure (DPD Free Chlorine Hach, cat. 14077-49 ) i el clor total (DPD Total Chlorine Hach, cat. 14076-49) es
dissolen rapidament en I'aigua i es compara el color obtingut amb una escala estandard. El clor combinat es va determinar com
la diferencia entre el clor total i el lliure.

Analitiques de camp. Shan mesurat al camp la temperatura, pH, oxigen dissolt i conductivitat utilitzant una sonda
multiparamétrica ECM Multi (Neurtek Medio Ambiente, Zarautz).

Analisi del Carboni Organic Biodegradable (BDOC). També s’ha mesurat de forma puntual la concentracié de carboni
organic dissolt biodegradable, utilitzant el métode dels bacteris adherits en sorra (Joret & Levi 1986, Joret et al. 1988, Volk et al.
1994). En aquest meétode la mostra d'aigua s'incuba a 20°C i a la foscor, amb sorra colonitzada préviament per bacteris.
Préviament la sorra s'ha de rentar 10 vegades fins que I'alliberament de carboni organic dissolt sigui inferior als 0,1 mg/L. El
procés s’ha de realitzar en matraus de vidre lliures de contaminacié per carboni organic (sotmesos a un tractament térmic a
525°C durant 6 h, per oxidar qualsevol resta de carboni organic), i taps de les mateixes caracteristiques que els matraus (veure
Taula 3.8).

Taula 3.8. Flascons d'incubacié i de control per la determinaci6 del BDOC.

Mostra d'aigua Acetat de sodi Acetat de sodi Indcul (sorra)
(200 mg C/L) (2mg CIL)
Flasco incubacio 300 mL 0mL 0mL 100 g.
Control Activacio 0mL 0mL 300 mL 100 g.
Control Inhibicio 300 mL 3mL 0mL 100 g.

Diariament, i des del principi de I'experiment, es mesurava la concentracio de carboni organic dissolt (DOC), amb un analitzador
de carboni organic total Shimadzu-TOC 5000A (Shimadzu Inc.). L'assaig s'atura quan la concentracié de carboni arriba a un
nivell minim, que correspon a la fracci6 de DOC no biodegradable. La concentracié de carboni organic dissolt biodegradable
(BDOC) es defineix com la diferéncia entre els valors inicial i minim de DOC.

A més de les mostres analitzades, també es va realitzar un control per avaluar I'activitat de I'inocul (sorra colonitzada), afegint a
aquest dltim una solucié mineral amb acetat de sodi com a font de carboni (300 mL d'una solucié de 2 mg C/L). Finalment, es va
realitzar un segon control per detectar la possible inhibici6 del creixement bacteria per algun component de la mostra, afegint 3
mL d'una solucié stock d'acetat de sodi (200 mg C/L), ala mostra i a l'indcul.
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3.3.  Resultats a la zona de mostreig I: Sant Marti (Besos)

3.31.  Microorganismes planctonics

Es va analitzar microbiologicament I'aigua de I'estaci6 experimental a Sant Marti de Provencals (Bes6s), durant el periode que
va de juliol del 1997 fins a I'agost de 1999. A la Figura 3.5 (part superior) s'observa com el nivell de bacteris heterdtrofs totals
determinat en placa amb I'agar R2A, va estar entre 102 Ufc/mL (1,51x102Ufc/mL, agost 1997) i els 104 Ufc/mL (5,32x10 Ufc/mL,
maig 1999).

Les dades obtingudes mostren una lleugera tendéncia d’'empitiorament de la qualitat microbiologica de I'aigua cap al final del
periode mostrejat, augmentant el nombre de bacteris totals quan aquests es mesuraven amb I'agar R2A i a 22°C, aixi com amb
I'agar PCA recomanat per la normativa d'analisi d'aigiies potables.

De la mateixa forma que han indicat altres autors en treballs previs (Reasoner & Geldreich 1985), els recomptes del nombre de
bacteris totals en placa van ser significativament més alts amb I'agar R2A que amb I'agar PCA, i dins de I'agar PCA, més
elevats en els recomptes incubant a 22°C que a 37°C.

D'altra banda, cal destacar la preséncia de dos punts on el nombre de microorganismes ha estat maxim, especialment en el cas
del nombre de bacteris totals determinats amb I'agar R2A i PCA. Aquests punts extrems, el febrer i maig de 1999, poden haver
estat relacionats amb alguna alteracié temporal i relativament important de la qualitat de I'aquifer. Cal recordar que durant
aquest mateix periode s'han realitzat excavacions per a la realitzacié del complex urbanistic de Diagonal-Mar, amb una
extraccié important de materials del subsol que pot haver incidit en la qualitat de I'aigua freatica de la zona. De fet, els valors
han disminuit tornant a valors més habituals després de poc temps.

A la grafica superior de la Figura 3.5 s'observa com el nivell de fongs filamentosos, determinats amb I'agar sabouraud
suplementat amb gentamicina s'ha mantingut entre 100 i 102 Ufc/mL. De la mateixa forma que en el nombre de bacteris
heterotrofs, s’han observat unes puntes o valors maxims coincidint amb el mateix periode entre febrer i maig de 1999.

Ala part central de la mateixa Figura 3.5 es mostra I'evoluci6 al llarg del temps dels coliformes totals, entre 102 104 Ufc/100 mL
i Escherichia coli entre 1011 103 Ufc/100 mL. A la part inferior, es detallen els nivells observats per a Pseudomonas entre 102 i
105 Ufc/100 mL i, finalment, per a les espores de clostridis, amb valors que han oscil-lat entre 10-1i 102 Ufc/100 mL.

Membres de la microbiota autoctona de I'aigua van ser aillats de I'aigua subterrania reutilitzada, a partir del pou i del diposit de
reserva. Després del periode dincubacié adequat per a cada medi de cultiu, es van seleccionar a I'atzar les diferents
morfologies colonials predominants per al seu estudi i identificacid. A la Taula 3.9 es detallen les soques aillades, on cal
destacar la preséncia de membres de la familia Enterobacteriaceae com Escherichia coli, Enterobacter sp. i Enterobacter
cloacae, bacteris no fermentadors del grup Pseudomonas com Pseudomonas fluorescens i Pseudomonas putida, membres del
génere Acinetobacter, bacteris gram positius com Staphylococcus sp. i fongs com Cephalosporium sp. i Cladosporium sp., aixi
com altres soques del grup Mycobacterium.
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Figura 3.5. Analisi microbiologica de l'aigua de drenatge reutilitzada a partir del pou d'Alfons el
Magnanim, a I'estacié experimental de Sant Marti (Besds).
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Taula 3.9. Microorganismes aillats i identificats a I'aigua de drenatge reutilitzada del pou d'Alfons el
Magnanim a Sant Marti (Besos).

AILLAMENT DATA ESPECIE
AIGUA Pou 14/1/98 Escherichia coli

AIGUA Pou 22/1/98 Escherichia coli

AIGUA Pou 22/1/98 Enterobacter cloacae
AIGUA Pou 22/1/98 Enterobacter cloacae
AIGUA Pou 11/2/98 Escherichia coli

AIGUA Pou 12/3/98 Enterobacter sp.

AIGUA Pou 12/3/98 Klebsiella pneumoniae
AIGUA Pou 12/3/98 Hafnia alvii

AIGUA Pou 12/3/98 Cephalosporium sp.

AIGUA Pou 12/3/98 Enterobacter cloacae
AIGUA Pou 12/3/98 Enterobacter cloacae
AIGUA Pou 12/3/98 Escherichia coli

AIGUA Pou 5/5/98 Erwinia herbicola

AIGUA Pou 5/5/98 Escherichia coli

AIGUA Pou 26/5/98 Escherichia coli

AIGUA Pou 26/5/98 Staphylococcus sp. (coag. +)
AIGUA diposit 30/7/98 Staphylococcus sp.

AIGUA diposit 30/7/98 Escherichia coli

AIGUA diposit 23/9/98 Escherichia coli

AIGUA diposit 5111/98 Escherichia coli

AIGUA diposit 10/2/99 Escherichia coli

AIGUA diposit 10/2/99 Mycobacterium sp.

AIGUA diposit 11/3/99 Mycobacterium sp.

AIGUA diposit 2714199 Mycobacterium sp.

AIGUA diposit 27/4/99 Bacillus sp.

AIGUA diposit 18/5/99 Escherichia coli

AIGUA diposit 18/5/99 Mycobacterium sp.

AIGUA diposit 6/7/99 Acinetobacter baumannii/calcoaceticus
AIGUA diposit 6/7/99 Acinetobacter junii/jjiohnsonii
AIGUA diposit 6/7/99 Acinetobacter baumannii/calcoaceticus
AIGUA diposit 6/7/99 Pseudomonas fluorescens
AIGUA diposit 6/7/99 Pseudomonas putida
AIGUA diposit 6/7/99 Mycobacterium sp.

AIGUA diposit 3/8/99 Mycobacterium sp.

AIGUA diposit 3/8/99 Enterobacter cloacae
AIGUA diposit 3/8/99 Pseudomonas spp.

AIGUA diposit 3/5/99 Cladosporium sp.

AIGUA diposit 18/5/99 Actinomicets

AIGUA diposit 18/5/99 Chryseobacterium multivorum
AIGUA diposit 6/7/99 Enterobacter cloacae
AIGUA diposit 6/7/99 Enterobacter cloacae
AIGUA diposit 6/7/99 Klebsiella sp.

AIGUA diposit 6/7/99 Enterobacter cloacae

3.3.2.  Desenvolupament de biofilm a partir del pou de captacio

L'examen dels resultats del desenvolupament de biofilms a partir del pou de captacio (veure Figura 3.6, part superior), indica un
increment substancial en el nivell de bacteris totals i fongs filamentosos al llarg del temps d'exposicid (fins a 120 dies),
determinats en placa i amb I'agar R2A (22°C) i Sabouraud suplementat amb gentamicina (22°C) respectivament.

Segons els resultats obtinguts el biofilm arriba a la seva fase de desenvolupament maxim —fase estacionaria - després de 80
dies, quan es mesura pel recompte de bacteris heterotrofs totals en placa (agar R2A, 22°C). En aquest punt, els valors han estat
lleugerament superiors a 10 Ufc/cm2,
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La presencia dels fongs filamentosos als biofilms també ha mostrat un augment al llarg del temps d'exposicié a l'aigua de
drenatge del metro de Barcelona. Cal destacar I'increment d'aproximadament 1 log, entre els 80 i els 120 dies, arribant al final
del temps d'exposici6 a valors propers a 104 Ufc/cm2,

El recompte microscopic realitzat amb taronja d'acridina (veure 3.2.6) ha mostrat valors entre 108-109 Cel-lules/cm? a partir dels
30 dies (Figura 3.6, part superior). A la fase estacionaria, a partir dels 80 dies el nombre total de bacteris adherits a la superficie
del medi poros dels reactors (esferes de vidre) ha estat aproximadament 3,3 log més gran (5,63x108 Cél./cm2) que els
recomptes de viables en placa expressats en ufc/cm? (2,54x105 Cel./cm?2). Per tant, els recomptes de Ufc han representat en
realitat, menys del 0,1% del total de la poblacio de cel-lules adherida al medi poro6s dels reactors (0,045%).

La Figura 3.6 (part inferior) mostra la preséncia als biofims desenvolupats, aixi com I'evoluci6 al llarg del temps d'exposicio, dels
coliformes totals, Escherichia coli i bacteris del grup Pseudomonas, determinats tal com s'explica a 'apartat 3.2.4. A diferéncia
del recompte de bacteris heterotrofs totals en placa (R2A-22°C), el nivell de coliformes totals es va incrementar durant tot el
periode d'exposici6 a I'aigua subterrania. L'augment produit ha estat de 1 log des dels 60 dies fins al final del temps d'exposicié
als 120 dies, amb un valor de 8,84x102 Ufc/cm2. En tot cas, aquest grup de bacteris arribaria al seu maxim dins del biofilm
despreés dels 120 dies d'exposicié a l'aigua freatica.

Aquesta tendéncia també s’ha observat, encara que menys pronunciada, en I'evolucié de Escherichia coli al llarg del temps. En
aquest cas cal destacar la gran oscil-lacié dels valors entre els 20 i els 80 dies, mentre que dels 80 als 120 dies es va produir
una certa estabilitzacié vora els 10" Ufc/cm?,

Finalment, a la mateixa figura es mostra I'evoluci6 de Pseudomonas al llarg del temps d'exposici6, amb una tendéncia similar a
I'observada pels bacteris totals, amb una estabilitzaci6 a partir dels 65-70 dies a I'entorn de les 103 Ufc/cm2,

D'igual forma que a I'apartat anterior per a l'aigua de la zona de mostreig i tal com s'explica a I'apartat 3.2.5, es van aillar
diferents membres de la microbiota autoctona a partir dels biofilms formats per I'exposicié del medi de suport a l'aigua
subterrania reutilitzada. Després del periode d'incubacié adequat per a cada medi de cultiu es van seleccionar a l'atzar les
principals morfologies colonials predominants per al seu estudi i identificacié. A la Taula 3.10 s'observen les soques aillades, on
cal destacar la preséncia de membres de la familia Enterobacteriaceae com Serratia ficaria, membres del grup de les
Pseudomonas com Pseudomonas vesicularis, Ps. cepacia, Ps. diminuta, Ps.mesophilica, bacteris gram-positius com
Staphylococcus sp. i fongs filamentosos com Penicillium sp., Gliocladium sp., Cladosporium sp., Phoma sp. i altres.

3.3.3.  Desenvolupament de biofilm a partir del diposit de reserva

L'examen dels resultats del desenvolupament de biofims a partir del diposit de reserva de I'estacié experimental del Besés
(veure Figura 3.7, part superior), indica un increment substancial en el nivell de bacteris totals i fongs al llarg del temps
d'exposicio (fins a 190 dies), determinats respectivament amb agar R2A a 22°C, PCA a 22°C i agar Sabouraud suplementat
amb gentamicina a la mateixa temperatura. En aquest cas, el biofilm ha arribat a la seva fase de desenvolupament maxim —fase
estacionaria- entre els 80-100 dies, quan s’ha mesurat pel recompte de bacteris heterotrofs totals en placa (agar R2A i agar
PCA, a 22°C). Cal destacar perd, que els valors obtinguts a la fase estacionaria de desenvolupament del biofilm han estat
superiors als del pou de captacié: 0,7 log de diferencia als 120 dies en el recompte amb agar R2A (1,07x108 Ufc/cm?2 en el
diposit de reserva i 3,56x10° Ufc/cm? al pou de captacio).

La presencia de fongs filamentosos als biofilms desenvolupats a partir de I'aigua del diposit de reserva (veure Figura 3.7, part
superior), ha augmentat durant els primers 60 dies arribant a un valor maxim de 4,27x10% Ufc/cm2. Posteriorment, dels 60 als
127 dies s’ha observat una disminucié assolint un valor minim de 4,98x10' Ufc/cm? als 127 dies, mentre que dels 127 fins als
190 dies els valors han tornat a recuperar-se a un nivell semblant a I'observat els 60 dies d'exposicid (4,65x103 Ufc/cm2).
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Figura 3.6. Desenvolupament de biofilm a partir de I'aigua de drenatge del pou de captacié d'Alfons
el Magnanim, reutilitzada per al reg a Sant Marti (Vila Olimpica, Barcelona).
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En el recompte microscopic realitzat amb taronja d’acridina (Figura 3.7 part superior) el nombre de cel-lules totals ha presentat
uns valors semblants al pou d'Alfons el Magnanim, assolint un valor proper a les 108 Cél./cm? després de 30 dies. Després
d'una lleugera disminucié els valors s'han mantingut entre 108-109 Cél./cm? fins al final del periode d'exposicio6 a I'aigua freatica.
En aquest periode final el nombre total de bacteris adherits a la superficie del medi pords dels reactors (esferes de vidre) ha
estat superior en aproximadament 2 log (1,18x108 Cél./cm?) als recomptes d'unitats formadores de colonies (Ufc) determinats
en placa amb I'agar R2A (1,07x108 Ufc/cm2). Aixi, els recomptes d'Ufc han representat en realitat menys de I'1% del total de la
poblacié de céllules adherida al medi pords dels reactors (0,9%).

Els coliformes totals (Figura 3.7, part central) han assolit als biofilms desenvolupats un nivell maxim que no ha superat en cap
cas les 10° Ufc/em? (aproximadament 3x102 Ufc/cm?) entre els 80-100 dies. Posteriorment, i després d'una lleugera disminucié,
els nivells s’han estabilitzat en valors superiors a 102 Ufc/cm?. A la mateixa figura s'observa com E. coli ha seguit una evolucié
semblant a I'observada en el pou de captacid. La presencia maxima als biofilms desenvolupats s’ha produit prop dels 100 dies
d'exposici6 (3,28x101 Ufc/cm?). A partir d’aquest punt els valors han disminuit de forma apreciable, baixant practicament a 0
dels 150 als 200 dies d'exposicio.

El nivell de Pseudomonas (Figura 3.7, part inferior) ha seguit una evolucié6 semblant a la que han experimentat els fongs
filamentosos, arribant al maxim de 103 Ufc/cm? als 75-80 dies (tal com ha passat també al pou de captacié), disminuint
lleugerament després (0,5 log) per estabilitzar-se finalment a partir dels 127 dies (2,7-4,3x102 Ufc/cm2). El grup Aeromonas
només s'ha detectat entre els 75-125 dies.

D'igual forma que en els experiments explicats en els apartats anteriors es van aillar diferents membres de la microbiota
autoctona a partir dels biofilms formats per I'exposicio del medi pords a I'aigua subterrania reutilitzada del dipdsit de reserva. A
la Taula 3.10 s'observen les soques aillades als biofilms desenvolupats, on cal destacar la gran abundancia de fongs, la
preséncia de membres de la familia Enterobacteriaceae com Escherichia coli, aixi com altres soques del génere Pseudomonas i
del grup Mycobacterium.

3.34.  Comparacio del n° de microorganismes en fase biofilm i planctonica

S'ha volgut comparar la preséncia dels diferents microorganismes estudiats als biofilms, amb la que presenten en fase
planctonica. En primer lloc, s’ha calculat la mitjana dels microorganismes presents a la fase planctonica al llarg del periode
analitzat, expressant els resultats per a cada grup estudiat (nombre mL?"). L'existencia de dos punts amb uns valors
microbiologics anormalment alts, comparant-ho amb els obtinguts durant la major part del periode estudiat, distorsiona en certa
forma la mitjana obtinguda per a la fase planctonica. Per aquest motiu els calculs s’han realitzat també amb la mediana, un
estadistic que ens dona una mesura de la tendencia central d’'una mostra i que és més robust a la preséncia de valors extrems.

D'altra banda, els biofilms han arribat a una estabilitzacié en el nombre de bacteris totals determinats en placa, aixi com en
altres parametres com Pseudomonas, a partir dels 120 dies d'exposicid (veure Figura 3.7). Per obtenir la mitjana dels
microorganismes adherits en fase estacionaria, s'han seleccionat les dades obtingudes en cada cas a partir dels 120 dies i fins
al final del temps d'exposicié, perquée alguns dels parametres microbiologics estudiats presenten encara una certa oscil-lacid
dels 120 als 200 dies.

A la Figura 3.8 s'observa la ratio biofilm/fase planctonica pels diferents parametres microbiologics estudiats a partir de 'aigua
del pou d'esgotament i del diposit de reserva. Tenint en compte que al pou d'esgotament no s’han obtingut dades pel recompte
de bacteris en placa amb I'agar PCA a 22°C (Figura 3.8-esquerra), 'augment més important a la fase biofilm respecte de la fase
planctonica s’ha produit en els fongs filamentosos (ratio = 1040), seguit pels bacteris totals determinats en placa amb I'agar R2A
(ratio = 470) i pel nombre de cel-lules totals (ratio = 402). Cal destacar els valors obtinguts en el cas de Escherichia coli (ratio =
300), coliformes totals (ratio 197,5) i Pseudomonas (ratio = 47), que mostren com aquests grups s'acumulen de forma preferent
ala fase sessil, on han adquirit uns valors forga més elevats si es comparen amb els de la fase planctonica.
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Figura 3.7. Desenvolupament de biofilm a partir del diposit de reserva de I'aigua de drenatge del metro
de Barcelona, reutilitzada per al reg a Sant Marti (Vila Olimpica, Barcelona).
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Taula 3.10. Microorganismes aillats i identificats als biofilms formats a partir de I'aigua de drenatge de

I'estacio experimental del pou d'Alfons el Magnanim (Sant Marti-Besés).

Aillament Data Temps Exp. Espécie
Pou de Captacid
BESOS 2E 14/1/98 57 dies Escherichia coli
BESOS 2D 512/98 78 dies Escherichia coli
BESOS 2D 512/98 78 dies Enterobacter cloacae
BESOS 2E 512198 22 dies Escherichia coli
BESOS 1D 17/2/98 26 dies Escherichia coli
BESOS 1E 12/3/98 119 dies Klebsiella pneumoniae
BESOS 2D 17/3/98 40 dies Penicillium sp.
BESOS 2D 17/3/98 40 dies Escherichia coli
BESOS 3D 24/3/98 21 dies Cladosporium sp.
BESOS 1D 24/3/98 35 dies Phoma sp.
BESOS 3D 24/3/98 21 dies Acinetobacter calcoaceticus
BESOS 1E 24/3/98 12 dies Penicillium sp.
BESOS 1D 24/3/98 35 dies Escherichia coli
BESOS 3D 24/3/98 21 dies Escherichia coli
BESOS 2E 28/4/98 35 dies Gliocladium sp.
BESOS 1D 5/5/98 42 dies Pseudomonas cepacia
BESOS 3D 5/5/98 42 dies Serratia ficaria
BESOS 1D 5/5/98 42 dies Xenorhabdus luminiscens
BESOS 5/5/98 t=0 min. Pseudomonas diminuta
BESOS 5/5/98 t=5 min. Pseudomonas maltophila
BESOS 5/5/98 t=5 min. Pseudomonas mesophilica
BESOS 5/5/98 t=0 min. Xenorhabdus luminiscens
BESOS 5/5/98 t=0 min. Pseudomonas vesicularis
BESOS 5/5/98 t=0 min. Staphvlococcus sp. (coaq.+)
BESOS 2E 15/7/98 78 dies Enterobacter cloacae
BESOS 2E 15/7/98 78 dies Escherichia coli
Diposit de Reserva

BARBI 1 8/10/98 65 dies Escherichia coli
BARBI 3 6/11/98 27 dies Escherichia coli
BESOS 1 28/12/98 54 dies Escherichia coli
BESOS 2 10/2/99 98 dies Enterobacter cloacae
BESOS 2 10/2/99 98 dies Escherichia coli
BESOS 4 10/2/99 190 dies Mycobacterium sp.
BESOS 2 10/2/99 98 dies Mycobacterium sp.
BARBI 2 10/2/99 98 dies Pseudomonas aeruginosa
BESOS 3 11/3/99 127 dies Escherichia coli
BESOS 3 11/3/99 127 dies Mycobacterium sp.
BARBI 3 11/3/99 127 dies Escherichia coli
BARBI 3 11/3/99 127 dies Enterobacter cloacae
BESOS 2 2714199 77 dies Escherichia coli
BARBI 2 27/4/99 77 dies Bacillus sp.
BESOS 3 18/5/99 68 dies Penicillium sp.
BESOS 4 18/5/99 21 dies Penicillium sp.
BESOS 4 18/5/99 21 dies Soorotrichum sp.
BESOS 4 18/5/99 21 dies Heteroaphalum
BESOS 4 18/5/99 21 dies Soorotrichum sp.
BESOS 2 18/5/99 21 dies Mucor sp.
BESOS 3 18/5/99 68 dies Asperqillus flavus
BESOS 2 18/5/99 21 dies Escherichia coli
BESOS 4 18/5/99 21 dies Escherichia coli

BESOS 4 18/5/99 21 dies Mycobacterium sp.
BESOS 3 18/5/99 68 dies Mycobacterium sp.
BARBI 3 18/5/99 68 dies Cladosporium sp.

BARBI 3 18/5/99 68 dies Graphium sp.

BARBI 1 6/7/99 190 dies Escherichia coli

BESOS 1 6/7/99 190 dies Mycobacterium sp.
BESOS 1 3/8/99 28 dies Escherichia coli

BESOS 2 3/8/99 77 dies Escherichia coli

BESOS 3 3/8/99 77 dies Pseudomonas aeruginosa
BESOS 4 3/8/99 77 dies Escherichia coli

BESOS 4 3/8/99 77 dies Pseudomonas maltophila
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Al dipdsit de reserva (Figura 3.8-dreta), 'augment més important a la fase biofilm respecte de la fase planctonica s'ha produit en
el recompte de bacteris totals en placa amb I'agar R2A (ratio = 2005). Cal destacar que aquest augment ha estat especialment
considerable si es compara amb el que s’ha obtingut al pou d'esgotament (ratio = 470). Els bacteris totals determinats en placa
amb I'agar PCA han presentat uns valors lleugerament inferiors (ratio = 1194), mentre que en el recompte de cél-lules totals
amb taronja d'acridina han predominat també els organismes adherits en fase sessil (ratio = 167).

La resta de grups estudiats també s’han acumulat de forma preferent a la fase séssil (biofilm), malgrat que la seva proporcié ha
disminuit si es compara amb els valors obtinguts al pou. Aixi ha passat en els fongs filamentosos (ratio = 361), els coliformes
totals (ratio = 37), Pseudomonas (ratio = 19) i Escherichia coli (ratio = 11).

Comparant 'evolucié al llarg del temps dels biofilms desenvolupats en els dos casos estudiats al sistema del Besos (dades que
no es mostren), tant a partir de l'aigua de drenatge del pou d'esgotament com del diposit de reserva, la importancia dels
microorganismes del biofilm respecte de la fase planctonica s’ha incrementat en la majoria dels casos en augmentar el temps
d'exposicio.
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Figura 3.8. Proporcié entre els microorganismes presents al biofim i a la fase planctonica, a partir de I'aigua de drenatge
del pou d'esgotament (esq.) i del diposit de reserva (dreta), al sistema experimental de Sant Marti.

3.3.5.  Canvis en la composicié de la comunitat dels biofiims

Tenint en compte la gran importancia dels bacteris heterotrofs als biofilms desenvolupats —quantificats en placa amb I'agar R2A
a 22°C-, s'ha determinat en cada cas la importancia dels altres grups microbians respecte dels bacteris totals determinats en
placa. Per aixo, s'ha comparat la variacié al llarg del temps de la proporcid dels diferents grups microbians en relacié als
bacteris heterotrofs quantificats amb 'agar R2A a 22°C, tant en el cas dels bacteris presents a la fase planctonica a 'aigua de
drenatge (Figura 3.9) com en els dos casos de biofilms desenvolupats a partir del pou de captacié (Figura 3.10) i del dipdsit de
reserva (Figura 3.11). Cal insistir en el fet que la presencia d'alguns dels grups microbians estudiats a la fase planctonica ha
presentat oscil-lacions considerables segons I'epoca de I'any, fet que pot dificultar la seva comparacié amb els experiments de
desenvolupament de biofilm.

Fase Planctonica. La importancia relativa d'alguns dels grups microbians a la fase planctonica respecte dels bacteris
heterotrofs determinats amb R2A ha mantingut valors semblants al llarg del periode estudiat. Aixi s'ha produit en el cas dels
bacteris heterotrofs determinats amb PCA, fongs filamentosos i Escherichia coli, on les oscil-lacions han estat menors d'1 log.
En canvi, els coliformes totals i Pseudomonas han mostrat oscil-lacions més grans (lleugerament inferiors a 2 log) al llarg del
periode estudiat (veure Figura 3.9).
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A la mateixa Figura 3.9 s'observa com a la fase planctonica els bacteris totals determinats en placa amb I'agar PCA han
presentat valors lleugerament inferiors als obtinguts amb I'agar R2A. Després, el grup que ha presentat una major importancia
relativa és Pseudomonas. Els valors de la ratio Pseudomonas/R2A han estat entre 0 i -2 log, exceptuant el marg de 1999, on ha
assolit un valor minim en relacié als bacteris totals determinats amb 'agar R2A (-3,52 log). El valor maxim s'ha produit al febrer
de 1998 (-0,21 log). Després del grup Pseudomonas, €ls coliformes totals i els fongs filamentosos han estat els segiients grups
en importancia relativa. La ratio per als coliformes totals ha oscil-lat entorn de -1 i =3 log durant la major part del periode
mostrejat. Els fongs filamentosos han mantingut una tendéncia similar i amb uns valors lleugerament inferiors als coliformes
totals (ratio entre —1 i -3 log) durant gran part del periode estudiat. Escherichia coli ha mostrat uns valors sensiblement inferiors,
entre -3 i —4 log, mantenint-se la ratio sempre per sota dels altres parametres microbiologics comentats.
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Figura 3.9. Variaci6 al llarg del temps d'exposicio de la proporci6 dels diferents grups microbians en relacio al
total de bacteris heterotrofs quantificats amb R2A a 22°C: bacteris en fase planctonica a 'aigua de drenatge.
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Fase Sessil. Als biofilms formats a partir de I'aigua del pou de captacié (Figura 3.10) també s’han observat variacions al llarg
del temps d'exposicid en la importancia relativa de la majoria dels grups microbians respecte dels bacteris heterotrofs
determinats amb R2A. Els fongs filamentosos han presentat una importancia relativa als recomptes en R2A lleugerament
superior a Pseudomonas durant la major part del periode estudiat, amb valors de la ratio entorn dels -2 log. La seva importancia
relativa en els biofilms desenvolupats ha disminuit lleugerament als 80 dies, malgrat que posteriorment s’han recuperat fins a
valors semblants als 25 dies, al final del periode d'exposici6 a I'aigua de drenatge. Pel contrari, la importancia de Pseudomonas
enfront de R2A ha disminuit quasi 3 log durant els primers 25 dies d’exposicié. A partir d'aqui, els nivells s’han recuperat
rapidament quasi 1,5 log als 40 dies, disminuint molt lleugerament (0,5 log) dels 50 fins als 125 dies.
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Figura 3.10. Variacio al llarg del temps d'exposicio de la proporcié dels diferents grups microbians en relacio al total
de bacteris heterotrofs quantificats amb R2A a 22°C: desenvolupament de biofilm a partir del pou de captacié.
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A la mateixa Figura 3.10 s'observa com la importancia relativa maxima —enfront de R2A- dels coliformes totals s'’ha produit als
25 dies, mantenint-se la ratio entre —2 i —4 log al llarg de tot el periode d'exposicio, sempre per sota dels fongs filamentosos i
Pseudomonas. Finalment, Escherichia coli ha presentat oscil-lacions bastant més importants, quasi 2,5 log dels 25 als 80 dies,
disminuint primer la seva presencia i recuperant-se més tard. En canvi, dels 80 als 125 dies els nivells s'han mantingut.

L'evolucié dels diferents parametres en relacio al recompte de bacteris totals en placa (agar R2A) als biofilms desenvolupats a
partir de l'aigua del diposit de reserva ha estat bastant semblant a la produida en el pou de captacié. En el diposit de reserva
(Figura 3.11), la importancia relativa dels bacteris heterotrofs determinats amb PCA respecte dels bacteris heterotrofs
determinats amb R2A s’ha mantingut durant els primers 80 dies d'exposicio, perd a partir d'aquest moment i fins al final del
temps d'exposicid als 190 dies els valors de la ratio han disminuit quasi 1 log. Semblaria com si la preséncia d'alguns
microorganismes, adaptats a I'ambient local que es crea als biofilms del material de suport dels reactors, augmentés de forma
considerable a partir dels 80 dies.
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Figura 3.11. Variaci6 al llarg del temps d'exposicid de la proporcié dels diferents grups microbians en relacié al total de
bacteris heterotrofs quantificats amb R2A a 22°C: desenvolupament de biofilm a partir de I'aigua del diposit de reserva.
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Després dels bacteris totals en agar PCA el grup que ha donat un recompte més elevat al diposit de reserva ha estat
Pseudomonas, seguit dels fongs filamentosos i els coliformes totals. En el cas de Pseudomonas, la seva importancia relativa
enfront de R2A va augmentar quasi 3,5 log durant els primers 25 dies als biofilms desenvolupats a partir del diposit de reserva.
Dels 25 als 75 dies s’ha observat un augment de la importancia relativa dels fongs filamentosos, mentre que en Pseudomonas i
els coliformes totals ha disminuit, de -2 a -3 log i de -3 a —4 log respectivament.

Dels 75 als 125 dies tots tres parametres han seguit disminuint respecte dels bacteris totals en R2A, arribant a valors propers
als —4 log per cada un. Finalment, dels 125 als 200 dies d'exposicié els valors de Pseudomonas i dels coliformes totals en
referéncia als recomptes en R2A s’han mantingut practicament estables, mentre que en els fongs filamentosos la ratio ha
augmentat 1,5 log la seva importancia relativa, passant de -4 a -2,5 log. Respecte a Escherichia coli els seus valors en relacio
al recompte de R2A s’han mantingut entre —4 i —6 log, als biofilms formats a partir de I'aigua del diposit de reserva fins als 130
dies. A partir d'aquest moment i fins al final del periode estudiat, no s’ha pogut detectar.

Per tant, la importancia relativa dels diferents grups estudiats ha variat de forma significativa al llarg del periode d'exposici6. Aixi
mateix, s'han observat diferéncies apreciables entre la composicid dels biofilms formats a partir de I'aigua del pou de captacio i
del diposit de reserva. En general, la importancia dels diferents grups especifics determinats en relacio als recomptes de
bacteris heterotrofs en R2A ha estat major en el cas dels biofilms desenvolupats a partir de I'aigua del pou (menor ratio),
exceptuant el cas de les Aeromonas.

Tanmateix, la major presencia de bacteris heterotrofs a la fase estacionaria dels biofilms desenvolupats a partir de I'aigua del
diposit de reserva, fa disminuir la importancia relativa dels altres grups microbians. Igual passa quan es compara la importancia
relativa de cada grup a la fase planctonica i als biofilms, degut al gran increment en el nombre dels bacteris heterotrofs presents
als biofilms. En canvi, el grup Pseudomonas ha mostrat respecte del recompte de bacteris heterotrofs amb I'agar R2A, una
major abundancia a la fase planctonica (Figura 3.9).

3.3.6.  Estima de la taxa especifica de creixement

S'ha caracteritzat |a taxa especifica de creixement del biofilm (veure 3.2.7, equacié 3.3). El model simplificat que s'ha utilitzat
(Van der Wende et al. 1989) assumeix que tant la taxa de mortalitat com el creixement planctonic sén negligibles. En
experiments realitzats a partir de l'aigua freatica del diposit de reserva d'Alfons el Magnanim (estacié experimental de Sant
Marti, Besos), s’ha observat una gran variabilitat en els resultats obtinguts (veure Taula 3.11).

La taxa de creixement mitjana ha estat relativament bastant elevada, 1,67x103 £ 3,05x10 h-', amb una mediana de 1,38x10-3
h-1. Aixo significa que el temps de generacié o temps de duplicacié mitja del biofilm ha estat al voltant dels 25 dies (23,3 dies),
amb una mediana de 21,2 dies, un maxim de 54,7 i un minim de 7,5 dies.
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Taula 3.11. Taxa especifica de creixement del biofilm segons el model de Van der Wende et al. (1989)

Periode Xb Xe Xs D U T. generacié
(cel.cm?)  (cel.cm3) (cel. cmd) (h") (h1) (dies)
mar-99 4,0E+08 3,71E+06 7,68E+06 1775,6 1,20E-03 2417
mar-99 6,0E+08 3,71E+06 7,68E+06 8560,0 3,86E-03 7,48
mar-99 2,0E+07 1,40E+06 1,86E+06 17756 2,76E-03 10,48
abr-99 5,7E+07 3,45E+05 4,43E+05 11566,6 1,36E-03 21,30
abr-99 4,6E+07 7,34E+05 8,34E+05 11566,6 1,72E-03 16,79
abr-99 8,8E+06 7,82E+05 8,00E+05 10061,6 1,40E-03 20,65
mai-99 4,5E+06 8,70E+03 1,80E+04 9740,8 1,37E-03 2115
jul-99 8,0E+06 9,30E+03 2,00E+04 9740,8 8,84E-04 32,69
jul-99 3,0E+06 1,66E+04 1,90E+04 9740,8 5,28E-04 54,65
ago-99 1,3E+08 1,19E+06 2,15E+06 8280,9 1,67E-03 23,26
Mitjana 1,27TE+08 1,19E+06 2,15E+06 8,28E+03  1,67E-03 23,26
Error Std.  6,47E+07 4,47E+05 9,51E+05 1,13E+03  3,05E-04 4,14
Max. 597E+08 3,71E+06 7,68E+06 11566,64  3,86E-03 54,65
Min. 3,00E+06 8,70E+03 1,80E+04 1775,57 5,28E-04 7,48

Xb, Biomassa adherida

Xe, Recompte de cél'lules totals a I'entrada
Xs, Recompte de cél'lules totals a la sortida
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3.4.  Resultats a la zona de mostreig Il: Sabadell

3.4.1.  Microorganismes planctonics

Igualment que a la zona de mostreig de Sant Marti (Besos, Barcelona), es va portar a terme un seguiment de la qualitat
microbiologica de l'aigua (veure Figura 3.12), de l'estacio experimental de Can Oriac (Sabadell) a les instal-lacions de CASSA,
durant el periode de novembre de 1997 fins al setembre de 1999. El nivell dels bacteris heterotrofs totals determinats en placa
amb 'agar R2A a 22°C va oscil-lar entre 103 (2x102 Ufc/mL, maig 1998) i 102 Ufc/mL (2,15x102 Ufc/mL, agost 1999).

Cal remarcar la presencia d'oscillacions que semblen haver mostrat una certa periodicitat, malgrat que els increments sobtats
(1 log) al llarg del mostreig s'han produit en époques diferents de I'any. Caldria estudiar la relaci6 dels diferents factors
ambientals importants en aquests augments del nombre de bacteris heterotrofs (desembre de 1997, febrer i maig de 1998 i juliol
del 1999).

La determinaci6 del nombre de bacteris heterotrofs amb 'agar PCA ha mostrat valors forga semblants als obtinguts amb I'agar
R2A (entre 102 i 108 Ufc/mL), quan s'incuba a 22°C (Figura 3.12, part superior). De la mateixa forma que passava a la zona de
mostreig de Sant Marti (Besos), I'agar R2A va donar uns recomptes significativament més alts que I'agar PCA en tots els casos,
exceptuant un punt (agost de 1999). Tanmateix, amb I'agar PCA a 22°C els nivells van mostrar menys oscil-lacions,
especialment durant la primera part del mostreig, sense apreciar-se els augments experimentats amb I'agar R2A al desembre
de 1997 i al febrer de 1998.

L'oscil-lacio a les diferents époques de I'any ha estat major quan s’ha incubat I'agar PCA a 37°C (presentant una diferéncia
lleugerament superior a 2 log entre el valor maxim i el minim), encara que els recomptes han estat majoritariament inferiors als
obtinguts quan s’ha incubat el mateix medi a 22°C. En concret, a partir del juny de 1999 el nombre de bacteris heterdtrofs
determinats amb PCA a 37°C ha estat significativament inferior al determinat amb el mateix medi incubant a 22°C, arribant a 1
log de diferéncia maxima el juliol de 1999.

A la mateixa Figura 3.12 (part superior) s'observa com el nivell de fongs filamentosos determinats amb I'agar sabouraud
suplementat amb gentamicina ha oscil-lat de forma considerable entre 100§ 102 Ufc/mL. Curiosament, el valor maxim s'ha trobat
al juny de 1999 (1,5x102 Ufc/mL) coincidint amb un dels periodes de menor presencia dels bacteris heterotrofs determinats en
placa. Durant el periode analitzat corresponent a 1998 s'ha observat un augment del nombre de fongs filamentosos, que ha
coincidit amb la primera part de I'any, fins a l'estiu. Les dades obtingudes I'any 1999 semblen indicar que el nombre de fongs
filamentosos disminueix a partir de comengaments de I'estiu.

Els coliformes totals i Escherichia coli han presentat un comportament similar al llarg del periode mostrejat (veure Figura 3.12,
part central) entre 1,03x102 i 2,34x104 Ufc/100 mL, i entre 0 i 1,1x103 Ufc/100 mL respectivament. Dos dels punts on la seva
presencia ha estat maxima (desembre de 1997 i maig de 1998), han coincidit amb els maxims trobats pels bacteris heterdtrofs i
per Pseudomonas. En canvi, I'increment observat en els heterdtrofs i Pseudomonas durant el febrer de 1998 ha estat seguit per
una disminucié dels coliformes totals i de Escherichia coli.

Pseudomonas ha seguit un comportament practicament identic a I'observat anteriorment pels bacteris heterdtrofs determinats
amb R2A (Figura 3.12, part inferior). Aixi s’han observat oscil-lacions de forma coincident (desembre de 1997, febrer i maig de
1998 i juliol del 1999), on els nivells d'aquest grup de bacteris han augmentat de forma significativa. La variacio maxima ha estat
superior (2 log) a la dels bacteris heterdtrofs, amb un minim de 8x102 Ufc/100 mL (gener 1998) i un maxim de 8,16x104 Ufc/100
mL (desembre 1997).

Finalment, el nombre d'espores de clostridis ha estat nul durant gran part del mostreig realitzat, exceptuant el periode que va de
maig de 1998 fins al juny de 1999, on els nivells han oscil-lat quasi 1 log entre 2,45x10"i els 3,17x100 Ufc/100 mL.
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Figura 3.12. Analisi microbioldgica de l'aigua freatica de I'estacio experimental de Can Oriac

(Sabadell) a les instal-lacions de CASSA.
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Ala Taula 3.12 s'observen les soques aillades de la microbiota autdctona de I'aigua subterrania, on cal destacar la preséncia de
membres de la familia Enterobacteriaceae, com Escherichia coli i Enterobacter aerogenes, aixi com altres soques del génere
Pseudomonas i del grup Mycobacterium.

Taula 3.12. Microorganismes aillats i identificats a I'aigua de I'estacié experimental a Sabadell.

AILLAMENT DATA ESPECIE
SABADELL AIGUA 5/11/97 Escherichia coli
SABADELL AIGUA 17112197 Escherichia coli
SABADELL AIGUA 17/12/97 Mycobacterium sp.
SABADELL AIGUA 22/01/98 Escherichia coli
SABADELL AIGUA 4/02/98 Escherichia coli
SABADELL AIGUA 31/03/98 Escherichia coli
SABADELL AIGUA 31/03/98 Pseudomonas cepacia
SABADELL AIGUA 31/03/98 Enterobacter aerogenes
SABADELL AIGUA 31/03/98 Mycobacterium sp.
SABADELL AIGUA 5/05/98 Rhodotorula spp.
SABADELL AIGUA 5/05/98 Penicillium sp.
SABADELL AIGUA 26/05/98 Escherichia coli
SABADELL AIGUA 1/07/98 Stempbhilium sp.
SABADELL AIGUA 1/07/98 Cladosporium sp.
SABADELL AIGUA 1/07/98 Escherichia coli
SABADELL AIGUA 1/07/98 Staphylococcus sp.
SABADELL AIGUA 1/07/98 Staphylococcus sp. (coag.+)
SABADELL AIGUA 30/06/99 Bacillus sp.
SABADELL AIGUA 30/06/99 Klebsiella sp.
SABADELL AIGUA 30/06/99 Escherichia coli
SABADELL AIGUA 10/08/99 Escherichia coli

3.4.2.  Desenvolupament de biofilm

L'examen dels resultats del desenvolupament de biofilms a partir de I'aigua freatica de I'estacié experimental de CASSA a Can
Oriac, Sabadell (veure Figura 3.13) indica el manteniment durant la major part del temps d'exposicié del recompte de bacteris
heterotrofs determinats amb agar R2A a 22°C, entre 103 i 10° Ufc/cm?.

El maxim de desenvolupament del biofilm —quantificat segons els bacteris heterotrofs- s'ha obtingut al principi del temps
d'exposicio. Aixi, als dos dies es va arribar a 7,03x104 Ufc/cm?, mentre que tot just al final del mateix s'ha arribat a un valor de
2,35x105 Ufc/cm2.

En els recomptes de bacteris heterotrofs amb agar R2A s'ha observat (Figura 3.13, part superior) un elevat grau d'oscil-lacio
(entre 103 i 10° Ufc/em?), especialment des del segon dia d’exposicié a I'aigua subterrania fins als 30 dies. Aquesta variacié ha
disminuit de forma considerable a partir dels 30 dies, mantenint-se els valors prop dels 104 Ufc/cm2,
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En el cas dels fongs filamentosos s'ha observat una tendéncia similar, oscil-lant entre 100 i 103 Ufc/cm?2. La variaci6 observada
en els recomptes ha estat especialment important durant el periode comprés entre els dies 2 i 35, de la mateixa manera que en
el recompte de bacteris heterotrofs. A partir d'aquest moment, el nivell dels fongs filamentosos als biofilms desenvolupats s'ha
mantingut entre 10" i 102 Ufc/cm2. Al final del temps d’exposicid la presencia d’aquest grup de microorganismes ha disminuit
quasi 1 log, tendéncia inversa a 'observada en els bacteris heterdtrofs (R2A) durant el mateix periode.

En el recompte microscopic realitzat amb taronja d'acridina (veure Figura 3.13, part superior) el nombre de cél-lules totals va
augmentar inicialment, arribant a un maxim de colonitzaci6 del material de suport de 2,9x108 Cel./cm? als 21 dies.
Posteriorment, el recompte de céllules totals adherides al material de suport va disminuir, mantenint-se a la fase estacionaria
entre 106-107 Cel./cm?. A la mateixa fase estacionaria el recompte de viables ha representat, en realitat, entre un 1-0,1% del
total de la poblaci6 de céllules adherida al medi de suport dels reactors.

La presencia dels coliformes totals i Escherichia coli als biofilms desenvolupats també ha presentat una gran variabilitat al llarg
del temps (veure Figura 3.13, part central). Els coliformes totals han oscil-lat entre els 100 i 103 Ufc/cm?, produint-se el maxim de
variacio durant els primers 35 dies d'exposici6 a l'aigua freatica. També s'han observat dos maxims de colonitzacié, essent el
més important als 21 dies d’exposicié amb 1,69x103 Ufc/cm2en el cas dels coliformes totals i 3,22x102 Ufc/cm? per Escherichia
coli.

Després d'una disminucié notable a partir dels 21 dies, els coliformes totals han augmentat una altra vegada la seva preséncia
als 35 dies (1,18x102 Ufc/cm?). A partir d’aquest moment han disminuit quasi 2 log. Per la seva part, la preséncia de Escherichia
coli als biofilms desenvolupats ha estat practicament nul-la durant la major part del temps d'exposici6 a I'aigua freatica. Els seus
valors sempre han estat inferiors als 100 Ufc/cm? exceptuant el maxim dels 21 dies, comentat anteriorment.

Els grups Pseudomonas i Aeromonas han mostrat una evolucié semblant al llarg del temps (veure Figura 3.13, part inferior).
Aixi, els recomptes han augmentat en els dos casos de forma considerable, arribant a un maxim de colonitzaci6 als 21 dies
d'exposicio a l'aigua freatica, amb uns valors de 1,67x10* Ufc/em?2 i 2,95x102 Ufc/cm? respectivament. A partir dels 22 dies, els
nivells dels dos grups han disminuit aproximadament 2 log fins als 35 dies. En aquest punt, s’ha produit un segon increment en
la presencia de Pseudomonas i Aeromonas als biofilms desenvolupats, de forma semblant a la que s’ha produit en el cas dels
coliformes totals. Posteriorment, i fins al final del periode mostrejat, els recomptes de Pseudomonas han disminuit més d'un log,
mentre que Aeromonas ha augmentat de forma lleugerament inferior a 1 log.

A la Taula 3.13 s'observen les soques aillades de la microbiota autoctona a partir dels biofilms formats per I'exposicié del medi
porés a l'aigua subterrania. Cal destacar la presencia de membres de la familia Enterobacteriaceae, alguns dels quals
s'inclouen dins dels coliformes, com Escherichia coli i Citrobacter freundii, perd sobretot els patdgens Yersinia enterocolitica i
Salmonella cholerasuis. També s’han aillat nombroses especies del genere Pseudomonas i Aeromonas, algunes de les quals
poden actuar com a patogens oportunistes. A més, cal destacar la preséncia de diferents soques dels anomenats antagonistes
de coliformes, com Flavobacterium, Pasteurella, Acinetobacter, etc.
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Figura 3.13. Desenvolupament de biofilm a partir de l'aigua freatica de I'estacié experimental de
CASSA a Sabadell.
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Taula 3.13. Microorganismes aillats i identificats als biofilms formats a partir del sistema experimental disposat a
I'estacio experimental de CASSA a Sabadell.

AILLAMENT DATA  TEMPS D’EXPOSICIO ESPECIE
SABADELL 2  17/3/98 34 dies Escherichia coli

SABADELL 5/5/98 5 min. Salmonella cholerasuis
SABADELL 5/5/98 5 min. Xenorhabdus luminiscens
SABADELL 5/15/98 5 min. Pseudomonas vesicularis
SABADELL 5/5/98 0 min. Xenorhabdus nematophilus
SABADELL 5/5/98 5 min. Flavobacterium meningosepticum
SABADELL 5/5/98 5 min. Pseudomonas diminuta
SABADELL 5/5/98 5 min. Bacillus sp.

SABADELL 5/5/98 5 min. Streptococcus sp.
SABADELL 5/15/98 5 min. Staphvylococcus sp.
SABADELL 5/5/98 0 min. Staphvlococcus sp. (coaq.+)
SABADELL 5/5/98 0 min. Staphvlococcus sp.
SABADELL1  19/5/98 21 dies Escherichia coli

SABADELL 3  26/5/98 21 dies Penicillium sp.

SABADELL 3  26/5/98 21 dies Bacillus sp.

SABADELL 3 1/7/98 0 min. Xenorhabdus nematophilus
SABADELL 1 1/7/98 43 dies Chaetomium sp.
SABADELL 3 1/7/98 0 min. Bacillus sp.

SABADELL D1 7/7/99 15 dies Pseudomonas maltophilia
SABADELL D1  7/7/99 15 dies Rhodotorula spp.
SABADELL D1  7/7/99 15 dies Bacillus sp.

SABADELL D1  7/7/99 15 dies Acinetobacter Iwoffii
SABADELL D4  7/7/99 15 dies Comamonas acidovorans
SABADELL D4  7/7/99 15 dies Acinetobacter baumannii/calcoaceticus
SABADELL E1  7/7/99 15 dies Pasteurella spp.

SABADELL D3 16/7/99 24 dies Escherichia coli

SABADELL D3 16/7/99 24 dies Pseudomonas fluorescens
SABADELL D3 16/7/99 24 dies Pseudomonas mendocina
SABADELL D5 16/7/99 24 dies Pseudomonas aeruqinosa
SABADELL D1 27/7/99 20 dies Pseudomonas fluorescens
SABADELL D1 27/7/99 20 dies Comamonas testosteroni
SABADELL D2 27/7/99 20 dies Comamonas testosteroni
SABADELL D2 27/7/99 20 dies Pseudomonas fluorescens
SABADELL D6 27/7/99 20 dies Citrobacter freundii
SABADELL E2 27/7/99 11 dies Citrobacter freundii
SABADELL E3  27/7/99 35 dies Pasteurella spp.

SABADELL E3  27/7/99 35 dies Aeromonas hvdrophila
SABADELL E3 27/7/99 35 dies Citrobacter braakii
SABADELL E4 27/7/99 35 dies Sphingobacterium multivorum
SABADELL E4 27/7/99 35 dies Chryseobacterium meningosepticum
SABADELL E6 27/7/99 20 dies Pasteurella spp.

SABADELL D1 10/8/99 14 dies Pseudomonas spp.
SABADELL D4 10/8/99 14 dies Yersina enterocolitica
SABADELL E1  10/8/99 14 dies Brevundimonas vesicularis
SABADELL E4 10/8/99 14 dies Escherichia coli

SABADELL D1 30/8/99 34 dies Escherichia coli

SABADELL D2 30/8/99 34 dies Klebsiella oxvtoca
SABADELL D3 30/8/99 34 dies Escherichia coli

SABADELL E2 30/8/99 34 dies Escherichia coli
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3.4.3.  Comparacié del n° de microorganismes en fase biofilm i planctonica

S'ha comparat la preséncia dels grups de microorganismes estudiats tant a la fase planctonica com en fase sessil, calculant la
mitjana dels microorganismes presents a la fase planctonica i expressant els resultats per a cada grup estudiat (nombre mL).
Igual que s'ha fet amb els recomptes obtinguts a Sant Marti (Besds), s’han realitzat alhora els calculs amb la mediana. Els
biofilms desenvolupats han arribat a una fase de cert equilibri a partir dels 40 dies d'exposicio, tal com s’ha observat en la
majoria dels parametres estudiats (veure Figura 3.13). Aixi, la mitjana de microorganismes adherits s'ha calculat seleccionant
les dades obtingudes, en cada cas, a partir dels 40 dies d’exposicid. D'aquesta forma es tenen en compte les oscil-lacions
produides durant aquest ultim periode d’exposicid a l'aigua freatica.

A la Figura 3.14 s'observa la ratio biofilm/fase planctonica pels diferents parametres microbiologics estudiats en el sistema
experimental situat a Sabadell. L'augment més important a la fase biofilm respecte de la fase planctdnica s'ha produit en els
bacteris totals determinats en placa amb I'agar R2A (ratio = 21,78), seguit ja amb una ratio forga inferior pels fongs filamentosos
(ratio = 5,73) i Pseudomonas (ratio = 4,48). D'altra banda, la preséncia de coliformes totals ha estat lleugerament superior als
biofilms que a la fase planctonica (ratio = 1,16), mentre que Escherichia coli (ratio = 0,06) practicament no s'ha detectat als
biofilms, durant les Ultimes fases del periode d'exposicio a I'aigua.

Fongs filamentosos B Mitanes/Mitjanes
B Mitjanes’Medianes

Pseudomonas

E. coli

Coliformes Totals

R2A-22°C

1072 101 10° 101 102 108 104
Ratio Biofilm / Fase Planctonica

Figura 3.14. Proporcio entre els microorganismes presents al biofilm i a la fase planctonica, a partir de
I'aigua freatica de I'estacio experimental de CASSA a Sabadell.

Es evident la importancia que poden adquirir els microorganismes del biofilm respecte de la fase planctonica, tal com ho
demostren les dades per als bacteris heterotrofs. Tanmateix, cal considerar que algun factor pot haver dificultat la recuperacio
de part de la microbiota present als biofilms, disminuint d’aquesta forma la ratio biofim/fase planctdnica. En aquest sentit, les
observacions visuals dels biofilms (veure 4.4.1) han permés constatar la preséncia de precipitats inorganics a la superficie del
material de suport dels reactors. Aquests, s'han pogut observar a simple vista a partir dels 15 dies d’exposicio a I'aigua freatica
(veure Figura 4.13), encara que és indubtable que han adquirit més importancia a mesura que ha augmentat el temps de
contacte. Es raonable pensar que la formacié d’aquests precipitats inorganics pot haver dificultat la recuperacié de part dels
microorganismes que formen part del biofilm. Segurament, el desenvolupament d’aquests precipitats ha dificultat la metodologia
de seleccié emprada, especialment pel que fa referéncia a la utilitzacio d'un bany d'ultrasons per separar els microorganismes
del material de suport. Caldra confirmar aquesta hipotesi amb observacions microscopiques i altres proves.
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3.4.4.  Canvis en la composicié de la comunitat dels biofims

Tal i com s'ha fet anteriorment s’ha volgut determinar en cada cas la importancia dels diferents grups microbians estudiats
respecte dels bacteris heterotrofs (quantificats en placa amb I'agar R2A a 22°C). A les seglients dues figures es compara la
variacio al llarg del temps de la proporci6 dels diferents grups microbians en relaci6 als bacteris heterotrofs quantificats en placa
amb 'agar R2A, tant en el cas dels bacteris presents a la fase planctonica (Figura 3.15) com en els biofims desenvolupats
(Figura 3.16).

Fase Planctonica. A la fase planctonica (Figura 3.15), la importancia relativa d'alguns dels grups microbians respecte dels
bacteris heterotrofs determinats amb R2A ha oscillat de forma apreciable, variant la ratio entorn dels 2 log en la majoria dels
casos estudiats. El grup més representatiu enfront dels bacteris heterotrofs ha estat Pseudomonas durant la major part del
periode estudiat, seguit dels fongs filamentosos, els coliformes totals i Escherichia coli en I'dltim lloc. EI primer grup ha estat
també el que ha presentat menys oscil-lacions a la fase planctonica, mantenint valors semblants al llarg del temps d'estudi. Aixo
ha fet que la relacié Pseudomonas/R2A s'hagi mantingut durant la major part del temps al voltant de -1 log.
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Figura 3.15. Variaci6 al llarg del temps d'exposicié de la proporcid dels diferents grups microbians, a la fase
planctonica de 'aigua subterrania de Sabadell, en relacio6 al total de bacteris heterotrofs quantificats amb I'agar R2A.
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El segon grup en importancia han estat els fongs filamentosos, superats Unicament en dos moments puntuals pels coliformes
totals. La relacié Fongs filamentosos/R2A s'ha mantingut durant la primera part de I'any 1998 al voltant de -2 log. No obstant, la
seva importancia relativa ha augmentat de forma considerable a I'estiu, especialment al 1999.

En aquest sentit, cal remarcar I'oscil-lacié important que s'ha produit en els diferents grups estudiats durant el periode estival de
1999. Concretament al juny de 1999, la importancia relativa dels diferents grups en relacio als bacteris heterotrofs ha augmentat
de forma considerable, fins arribar la relaci6 a valors propers als 0 Log en el cas dels fongs filamentosos, coliformes totals i
Pseudomonas. Respecte als coliformes totals, la seva preséncia a la fase planctonica ha variat de forma considerable (quasi 3
log). El maxim s’ha produit al desembre de 1997 i, com ja s’ha comentat, durant l'estiu de 1999. Curiosament, el minim de
presencia en relacié als bacteris heterdtrofs s'ha produit durant I'estiu de 1998, concretament al juliol.

Escherichia coli ha seguit una tendéncia molt semblant als coliformes totals en les seves variacions al llarg del periode estudiat,
encara que respecte del bacteris heterotrofs determinats amb I'agar R2A ha estat el grup que ha presentat la ratio més baixa, de
-2a-4 Log.

Fase Séssil. Igual que ha passat en el cas del sistema experimental situat a Sant Marti, els grups estudiats que formen part
dels biofilms desenvolupats a partir de I'aigua subterrania a Sabadell han variat la seva importancia relativa al llarg del periode
d'exposicio. Malgrat la preséncia d'algunes tendéncies generals similars, s'han observat diferéncies apreciables en la preséncia
de la majoria dels grups estudiats al llarg del temps d'exposicio6 (Figura 3.16).

El grup Pseudomonas s'ha mantingut als biofilms, igual que a la fase planctonica, com el més important en relacio als bacteris
heterotrofs R2A (veure Figura 3.16, part inferior). Aixo ha estat aixi durant els primers 35 dies d’exposicid, encara que cal
constatar la presencia d'oscil-lacions importants. Aquestes variacions en el nivell de Pseudomonas respecte dels bacteris
heterotrofs s’han produit, especialment, entre els 15 i els 35 dies. Segurament es podria establir una relacié amb la formacio de
precipitats inorganics al material de suport, perqué aquests dificultarien la recuperaci6 d'una part important dels
microorganismes adherits, tal com s’ha comentat anteriorment. A partir dels 35 i fins als 60 dies, la relacié Pseudomonas/R2A
s'ha mantingut a I'entorn o lleugerament per sobre dels -2 log.

Ala mateixa Figura 3.16 cal destacar la preséncia als biofilms del grup Aeromonas, malgrat que no es va poder aillar en cap cas
de la fase planctonica. La relacid Aeromonas/R2A ha estat entre -2 i -4 log durant la major part del temps d'exposicid, amb
oscil-lacions importants dels seus nivells durant els primers 35 dies, com ha passat en els altres grups. A partir d’aquest
moment, la seva importancia relativa respecte dels bacteris heterdtrofs s'ha mantingut lleugerament per sobre dels —4 log.

Els coliformes totals (Figura 3.16, part superior) han mostrat als biofims unes oscil-lacions (2,5 log) semblants a Pseudomonas
durant els primers 35 dies d'exposicio a I'aigua. La seva importancia relativa també ha disminuit de forma apreciable (3 log) a
partir dels 40 dies i fins al final del temps d'exposici6. Després dels coliformes totals, el tercer grup en importancia relativa
enfront dels bacteris heterdtrofs han estat els fongs filamentosos, entre -2 i -4 log durant els primers 45 dies d’exposicio. No
obstant, la seva preséncia ha estat superior als coliformes totals en algun punt. La importancia dels fongs filamentosos en
relaci6 als bacteris totals determinats en placa amb 'agar R2A ha disminuit a partir dels 45 dies, de forma semblant als altres
grups comentats.

Finalment, la relacid Escherichia coli/R2A s'ha mantingut al voltant dels -6 log durant la major part del temps d'exposicid,
exceptuant el periode que va dels 20 als 40 dies. Durant aquest temps els nivells de Escherichia coli respecte els bacteris
heterotrofs han oscil-lat de forma considerable, arribant en un cas a una importancia relativa (-2 log, 21 dies) semblant a la dels
fongs filamentosos i només lleugerament inferior a la dels coliformes totals.
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En tot cas, els recomptes en R2A han suposat una fraccié molt petita de les cel-lules totals. Tal com es pot apreciar a la Figura
3.16 (part superior) els recomptes de viables han representat a la fase estacionaria entre 0,1-1% del total de la poblacié
adherida al medi de suport dels reactors.

Malgrat que les oscil-lacions dels nivells poden dificultar les comparacions, sembla evident que la importancia relativa dels
diferents grups estudiats enfront dels bacteris heterdtrofs ha estat menor als biofilms que a la fase planctonica. Les majors
diferéncies s’han produit en el cas d'’Aeromonas i Escherichia coli, seguits pels fongs filamentosos, els coliformes totals i, en
ultim lloc, Pseudomonas.
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Figura 3.16. Variacio al llarg del temps de la proporcié dels diferents grups microbians en relacio al total de
bacteris heterotrofs quantificats amb I'agar R2A, als biofilms formats a partir de I'aigua subterrania de Sabadell.
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3.5. Resultats a la zona de mostreig lll: Xarxa de distribucié d’aigua potable (Lab. Microbiologia EUOOT-UPC)

3.51.  Microorganismes planctonics

La Figura 3.17 mostra els resultats de I'analisi microbiologic realitzat a la xarxa de distribucidé d'aigua potable de 'EUOOT
(Laboratori de Microbiologia, EUOOT-UPC, Terrassa). El nivell de bacteris heterotrofs totals determinats en placa amb I'agar
R2A es va mantenir al voltant de 100 Ufc/mL durant la major part del primer periode estudiat (marg-juliol de 1998), amb un valor
maxim de 4,25x10° (mar¢ de 1998). Aquests nivells van disminuir encara més fins a valors practicament nuls, al setembre de
1998.

La presencia de fongs totals es va mantenir sempre per sota de les 10! Ufc/mL, arribant a un maxim de 8,2x10° Ufc/mL el juliol
de 1998 (Figura 3.17, part superior), no observant-se fongs filamentosos durant tot el periode. Tampoc es van detectar
coliformes totals ni Escherichia coli al llarg del temps de mostreig (Figura 3.17, part central). Finalment, a la mateixa figura
s'observa com el grup Pseudomonas va passar dels valors nuls inicials a un maxim de 2,0x10° Ufc/100 mL al final del periode
estudiat.

Al mateix temps que es realitzava el mostreig microbioldgic es van determinar els nivells de clor total i lliure de la forma descrita
a 3.2.8. Ala Taula 3.14 s'observa com els nivells no van disminuir mai per sota de 1 mg/L de clor lliure i de 1,25 mg/L de clor
total. En general, els nivells més elevats de clor es van presentar als mesos estivals, amb un maxim de 1,8 mg/L de clor lliure i
2,0 mg/L de clor total afinals de juliol de 1998.

Taula 3.14. Nivells de clor lliure i total a I'aigua potable de la xarxa de distribucid
interna del Lab. de Microbiologia de 'EUOOT (UPC, Terrassa).

Mostreig Clor Lliure (mg/L) Clor Total (mg/L)
4/2/98 11 1,30
17/2/98 1,3 1,50
25/2/98 1,2 1,25
17/3/98 1,1 1,30
31/3/98 1,0 1,25
8/4/98 1,3 1,50
8/5/98 1,5 1,60
12/5/98 1,2 1,35
15/5/98 1,5 1,75
1717198 1,3 1,50
29/7/98 1,8 2,00
18/8/98 1,3 1,80
22/9/98 1,5 1,90
16/10/98 1,5 1,80

També es van aillar diferents membres de la microbiota autoctona de 'aigua potable. La majoria d'aquests acostumen a ser
organismes resistents a nivells elevats de clor, com s'ha demostrat en treballs anteriors (Mir et al. 1997). A la Taula 3.15
s'observen les soques aillades, on cal destacar la preséncia de bacteris Gram-positius com Staphylococcus sp., Micrococcus
sp. i Bacillus sp. Altres estudis anteriors ja han destacat la capacitat que presenten alguns d'aquests bacteris Gram-positius per
resistir concentracions elevades de clor (LeChevallier et al. 1980, Mir et al. 1997).
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Taula 3.15. Microorganismes aillats i identificats a |'aigua potable de la xarxa de distribucié interna del Lab.
de Microbiologia de 'lEUOQT (UPC, Terrassa).

AILLAMENT DATA ESPECIE
EUOOT 4/02/98 Bacillus sp.
EUOOT 4/02/98 Staphylococcus sp.
EUOOT 17/02/98 Staphylococcus sp.
EUOOT 17/02/98 Pseudomonas spp.
EUOOT 25/02/98 Pseudomonas fluorescens
EUOOT 25/02/98 Staphylococcus sp.
EUOOT 25/02/98 Bacillus mycoides
EUOOT 31/03/98 Staphylococcus sp.
EUOOT 31/03/98 Pseudomonas spp.
EUOOT 31/03/98 Bacillus sp.
EUOOT 8/05/98 Micrococcus luteus
EUOOT 15/05/98 Staphylococcus sp.
EUOOT 15/05/98 Pseudomonas spp.
EUOOT 15/05/98 Bacillus sp.
EUOOT 18/08/98 Micrococcus luteus
EUOOT 18/08/98 Comomonas testosteroni
EUOOT 18/08/98 Staphylococcus sp.
EUOOT 22/09/98 Bacillus sp.

3.5.2.  Desenvolupament de biofilm

El nivell de bacteris heterdtrofs presents als biofilms desenvolupats a partir de l'aigua de la xarxa de distribucié d'aigua potable
al Laboratori de Microbiologia de 'lEUOOT (UPC, Terrassa) determinat amb I'agar R2A, es va estabilitzar en valors propers a
102 Ufclcm? (veure Figura 3.18, part superior). El biofilm ha assolit valors estables en poc temps malgrat la gran variabilitat
existent, necessitant només 8 dies per arribar a 8,08x10" Ufc/cm2. Aquests valors s'han mantingut estables fins als 30 dies
d'exposici6 a I'aigua potable. A partir d’aquest moment i fins als 60 dies, el recompte de bacteris heterotrofs ha oscil-lat entre 101
i 102 Ufc/cm2, amb un maxim de 1,03x102 Ufc/cm? als 37 dies. Durant I'Gltim periode de temps estudiat els nivells han disminuit
més de 1 log en el menor cas, oscillant entre 10-* i 10! Ufc/cm2 i amb un valor minim de 1,1x10-" Ufcicm? als 74 dies
d'exposicio.

En el recompte microscopic directe realitzat amb taronja d’acridina s’ha observat una estabilitzacio entre les 10° i 108 Cel./cm?2
(Figura 3.18, part superior), arribant en 7 dies a 4,25x105 Cél./cm2. Aquest valor s’ha mantingut, malgrat alguna lleugera
disminuci6 posterior, fins als 60 dies de contacte. Més tard, el nombre de cél-lules totals presents als biofilms han disminuit
lleugerament, per mantenir-se fins al final del temps de contacte prop de les 10° Cel./cm2. Els recomptes de viables (Ufc/cm?)
han representat a la fase estacionaria, aproximadament el 0,01% del total de la poblacié de cel-lules adherida al medi pords dels
reactors.

Els fongs filamentosos han mostrat als biofiims una presencia forga reduida. De fet, només es van poder aillar en dos punts del
mostreig, als 4 i als 32 dies, amb un valor maxim en aquest ultim de 1,11x10° Ufc/cm2.
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Figura 3.18. Desenvolupament de biofilm a partir de I'aigua potable de la xarxa de distribucié interna
del Lab. de Microbiologia de 'EUOQT (UPC, Terrassa).
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La Figura 3.18 també mostra la presencia als biofilms dels coliformes totals, Escherichia coli i els bacteris del grup
Pseudomonas. D'aquest tres, I'tltim grup és el que ha presentat uns recomptes més elevats al llarg del temps d'exposicio.
Exceptuant dos punts, als 13 i als 74 dies, Pseudomonas ha augmentat la seva presencia als biofilms durant tot el periode de
mostreig (veure Figura 3.18, part inferior). Inicialment, els nivells s’han incrementat de forma rapida, superant les 10! Ufc/cm?
(3,24x10" Ufclcm?) en només 8 dies. Posteriorment, s'ha produit una disminuci6 forga brusca seguida d'una recuperacio
posterior, augmentant 2 log dels 13 als 60 dies, on s'ha arribat a superar una altra vegada les 10 Ufc/cm? (2,46x101 Ufc/cm?).
Després s'ha tornat a produir una disminucio al voltant dels 70 dies d'exposicié, que ha coincidit amb una reduccié semblant en
el nombre de bacteris heterotrofs. Finalment, els nivells han tornat a pujar fins a un valor maxim de 5,54x10" Ufc/cm? als 82
dies.

A la mateixa figura (part central) s'aprecia com Escherichia coli només s'ha pogut aillar en dos punts, amb nivells sempre
inferiors a 100 Ufc/cm?, (1,50x10-2 Ufc/cm? als 21 i 1,66x101 Ufc/cm? als 34 dies). Finalment, els coliformes totals han oscil-lat
de forma considerable (lleugerament per sobre dels 3 log de diferéncia) durant la major part del temps d'exposici6. Com
s'observa a la mateixa Figura 3.18 (part central) els periodes amb una preséncia practicament nulla han alternat, en diferents
ocasions, amb nivells lleugerament inferiors a les 10" Ufc/cm2. EI maxim s’ha produit als 59 dies, amb 1,63x101 Ufc/cm2.

Ala Taula 3.16 es detallen els diferents membres de la microbiota autoctona que s’han aillat als biofilms desenvolupats després
d'exposar els reactors a l'aigua potable. Cal destacar la preséncia de diferents espécies del grup Pseudomonas, com
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas maltophilia, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas pseudoalcaligenes i altres. També
s'han aillat en diferents ocasions cocs Gram-positius del génere Staphylococcus i bacils Gram-positius esporulats, del génere
Bacillus sp.

Taula 3.16. Microorganismes aillats i identificats als biofilms formats a partir del sistema experimental situat a la
xarxa de distribucié del laboratori de Microbiologia de 'TEUOOT (UPC).

AILLAMENT DATA TEMPS D'EXPOSICIO ESPECIE
EUOOT 3 25/02/98 8 dies Comamonas acidovorans
EUOOT 4 25/02/98 8 dies Xenorhabdus luminiscens
EUOOT 4 25/02/98 8 dies Pseudomonas fluorescens
EUOOT 5 25/02/98 40 dies Providencia pseudomallei
EUOOT 5 25/02/98 40 dies Staphylococcus sp.
EUOOT 5 25/02/98 40 dies Staphylococcus sp.
EUOOT 1 10/03/98 13 dies Acinetobacter Iwoffii
EUOOT 2 10/03/98 13 dies Comamonas testosteroni
EUOOT 6 31/03/98 74 dies Comamonas testosteroni
EUOQT 6 31/03/98 74 dies Trichoderma sp.

EUOOT 5 31/03/98 34 dies Pseudomonas spp.

EUOQT 5 31/03/98 34 dies Pseudomonas maltophilia
EUOQT 5 31/03/98 34 dies Pseudomonas lemoignea
EUOOT 5 31/03/98 34 dies Kingella denitrificans

EUOOT 6 31/03/98 74 dies Pseudomonas stutzeri

EUOOT 6 31/03/98 74 dies Pseudomonas pseudoalcaligenes
EUOOT 3 15/05/98 t=15 min. Staphylococcus sp.(coag.+)
EUOOT 3 17/07/98 63 dies Micrococcus sp.

EUOOT 2 29/07/98 82 dies Staphylococcus sp.

EUOOT 2 29/07/98 82 dies Pseudomonas stutzeri

EUOOT 1 18/08/98 20 dies Micrococcus luteus
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3.5.3.  Comparacié del n° de microorganismes en fase biofilm i planctonica

També s’ha comparat la preséncia dels grups de microorganismes estudiats, tant a la fase planctonica com en fase sessil,
calculant la mitjana i la mediana dels microorganismes presents a la fase planctonica al llarg del periode analitzat i expressant
els resultats per a cada grup estudiat (nombre mL:"). La mitjana de microorganismes adherits s'ha calculat seleccionant les
dades obtingudes, en cada cas, a partir dels 40 dies d'exposicio. D'aquesta forma, s’han considerat les oscillacions produides
durant aquest Ultim periode d'exposicié a I'aigua freatica.

Cal destacar la importancia que els coliformes totals i Escherichia coli han assolit als biofilms desenvolupats, especialment si es
compara amb la seva nul-la preséncia a la fase planctonica. El canvi més notable s'ha produit en els coliformes totals, que de no
aillar-se a la fase planctonica, ha passat a valors propers o lleugerament superiors a les 10" Ufc/cm? en fase séssil. En
Escherichia coli en canvi, els nivells han estat nuls a partir dels 40 dies d’exposicié a I'aigua potable, tant a la fase planctonica
com en fase biofilm. Tanmateix, s'han pogut aillar al biofilm entre els 20 i els 40 dies d'exposicio, encara que amb uns nivells
certament reduits (al voltant de 10-1 ufc/cm2).

A la Figura 3.19 s'observa la ratio biofim/fase planctonica a partir de I'aigua potable de 'TEUOOT. No s’han calculat totes les
ratios per a cada grup, perqué alguns dels microorganismes no s’han detectat a la fase planctonica ni durant I'tltim periode (a
partir dels 40 dies) a la fase sessil. L'augment més important a la fase biofilm respecte de la fase planctonica s’ha produit en el
grup Pseudomonas (ratio = 2032), seguit amb una ratio forga inferior pels bacteris totals determinats en placa amb I'agar R2A
(ratio = 10,65).

Analitzant la formaci6 de biofilm al sistema del laboratori de Microbiologia (EUOOT-UPC), és evident la importancia que poden
adquirir alguns dels microorganismes del biofilm respecte de la fase planctonica, tal com ho demostren les dades per a
Pseudomonas, bacteris heterotrofs i també pels coliformes totals.

Pseudomonas

R2A-22°C

B MitjanesMitjanes
Bl MitjanesMedianes

10° 10? 102 10°8 10%

Ratio Biofilm / Fase Planctonica

Figura 3.19. Proporcio entre els microorganismes presents al biofilm i a la fase planctonica, a partir de
I'aigua potable de la xarxa de distribuci6 interna del laboratori de Microbiologia de la EUOOT (UPC).
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3.54.  Canvis en la composicié de la comunitat dels biofiims

Fase Planctonica. Com que la major part dels grups estudiats no s'han detectat a I'aigua potable (veure Figura 3.17), només
s'ha quantificat la importancia relativa del grup Pseudomonas respecte dels bacteris heterotrofs determinats amb R2A. En
aquest cas, s’ha observat una oscil-lacié important en la ratio obtinguda, variant entorn dels 2 log (veure Figura 3.20).
Pseudomonas ha estat I'inic grup representatiu enfront dels bacteris heterdtrofs, augmentant el seu nivell relatiu durant tot el
periode mostrejat, a excepcié de la disminucié de quasi 2 log obtinguda el juliol de 1998. De fet, al final del periode de mostreig
(setembre de 1998) la reduccid en el nombre de bacteris heterotrofs ha fet augmentar la relacié Pseudomonas/R2A fins a valors
positius (+2 Log) (Figura 3.20).
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Figura 3.20. Variacio al llarg del temps de la proporcié del grup Pseudomonas en relacio al total de bacteris
heterotrofs quantificats amb l'agar R2A a la fase planctonica, a partir de I'aigua potable de la xarxa de
distribucit interna del Lab. de Microbiologia de TEUOQT (UPC, Terrassa).

Fase Séssil. Igual que ha passat a les altres estacions de mostreig estudiades (Sant Marti-Besds i Sabadell), els grups
microbians estudiats als biofilms han variat la seva importancia relativa al llarg del periode d’exposicio (Figura 3.21). Durant els
primers 34 dies el grup Pseudomonas s'ha mantingut als biofilms com el més important en relaci6 als bacteris heterotrofs
determinats amb I'agar R2A (veure Figura 3.21). La seva importancia relativa ha oscil-lat aproximadament 1 log, de -0,4 a -1,4
log.

Els fongs filamentosos han estat el segon grup en importancia relativa respecte dels bacteris heterétrofs, durant aquest primer
periode. El seu nivell ha oscillat quasi 2 log, entre -0,4 i —2,3 log. Finalment, el tercer grup en importancia han estat els
coliformes totals, que han oscil-lat 3 log, de -0,4 a -3,4 log. Als 34 dies s’ha observat un augment forga considerable en la
importancia relativa dels tres grups estudiats, respecte dels bacteris heterotrofs. En aquest sentit, la relacié Coliformes
fotals/R2A ha estat la que més ha augmentat, de -3,44 a -0,39, seguida de la relacié entre Fongs filamentosos/R2A, de -1,57 a
-0,44 i, finalment, del grup Pseudomonas, que ha augmentat de —1,33 a -0,58. A partir d'aquest moment, la importancia relativa
dels tres grups ha tornat a disminuir.



Capitol 3 Avaluacié de la formacié de biofilms en sistemes de distribucié d'aigua 151

En resum, els fongs filamentosos s'han mantingut als biofilms com el grup més important en relacié als bacteris heterdtrofs,
entre els 35 i els 55 dies d'exposicid a I'aigua potable, seguits de forma quasi idéntica pels coliformes totals i Pseudomonas.
Dels 55 als 75 dies d'exposicio, els coliformes totals han passat a ser el grup més important, seguits de Pseudomonas i els
fongs filamentosos.

Si es comparen les diferéncies obtingudes durant el primer periode d'exposicio i fins als 34 dies, cal constatar que la
importancia relativa dels coliformes totals enfront de R2A ha estat major a la fase planctonica que als biofilms. Aixo ha canviat a
partir dels 35 dies, malgrat que les oscil-lacions dels nivells en cada un dels grups han dificultat |a realitzacié de comparacions.

En tot cas, els recomptes en R2A han suposat una fraccié molt petita de les cél-lules totals (Figura 3.21), perqué en realitat els
recomptes de viables han representat sempre menys del 0,1% del total de la poblacié adherida al medi de suport dels reactors,
arribant en alguns casos a valors inferiors a 0,0001%.
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Figura 3.21. Variaci¢ al llarg del temps de la proporcié dels diferents grups microbians, als biofilms formats a partir
de l'aigua potable de la xarxa de distribucio interna del Lab. de Microbiologia de 'EUOOT (UPC, Terrassa).
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3.6. Discussio
3.6.1.  Microorganismes planctonics

Comparant la qualitat microbiologica de I'aigua en els tres sistemes estudiats s'observa com a les dues zones de mostreig on
I'aigua prové d'aportacions del freatic, els valors han estat forga similars. De fet, les Uniques diferéncies importants es trobarien
en el nombre de bacteris totals determinats en placa amb R2A i PCA a 22°C (veure Taula 3.17), lleugerament superior a
I'estaci6 de Sant Marti (Besés), i el nombre de Pseudomonas lleugerament superior a Sabadell en el seu valor minim. La resta
de parametres estudiats han presentat valors practicament idéntics a les dues zones de mostreig.

Segons la normativa de qualitat exigible per a les aigiies superficials quan es destinen a la produccié d'aigua potable (Directiva
75/440/CEE 1975, BOE 124/1988), les aiglies de Sabadell i Sant Marti correspondrien a les categories A2 0 A3 - depenent de
I'epoca de 'any -, especialment degut als elevats recomptes de coliformes totals i Escherichia coli.

Malgrat aquesta relativa semblanga en la qualitat microbiologica, les dues zones on s'ha mostrejat del freatic presenten
caracteristiques forga diferents. L'estacid experimental de Sant Marti (Besds) correspondria a una aigua de drenatge d'una zona
urbana-periurbana (industrial), on I'aportacié fonamental prové de I'aqiifer al-luvial del Besés i, de forma menys important, de
fuites del sistema de clavegueram i altres abocaments i infiltracions que acostumen a empitjorar la qualitat de I'aigua. La mina
de Ribatallada a Sabadell, en canvi, recull les aportacions del subsél de la plana vallesana en una zona forestal i les condueix
fins a les instal-lacions de CASSA a Can Criac. Les caracteristiques de la zona permeten la infiltracié de les aiglies de pluja, fet
que afavoreix la constitucid d’aquests aqiiifers. Aixo, també ha facilitat la seva contaminacio a partir d'abocament incontrolats i
aiglies residuals sense tractar, degut a la preséncia en aquesta zona de dues urbanitzacions (Can Font i Ca n'Avellaneda). La
manca de proteccié a I'aqiifer que proveeix la mina de Ribatallada (Sabadell) en plena zona forestal, ha disminuit la seva
qualitat microbiologica fins a equiparar-la a la del freatic de Sant Marti (Besos).

Actualment, a la zona metropolitana de Barcelona s'estan aprofitant aiglies freatiques amb una qualitat semblant a les aqui
analitzades per al reg de parcs i jardins urbans, especialment pel que fa al recompte de bacteris heterotrofs totals. Aixi, al Parc
de Bellvitge, les analitiques microbiologiques realitzades al pou d'abastament mostren valors de bacteris aerobis totals
(recomptes a 22°C) entre 102-104 Ufc/mL (dades no publicades). En canvi, en aquest mateix pou els valors per als coliformes
totals han oscil'lat entre els 0-25 Ufc/100 mL, clarament inferiors als trobats a Sant Marti i a Sabadell.

De fet, les aiglies freatiques analitzades a Sant Marti i a Sabadell presenten una qualitat microbiologica relativament semblant a
la d'algunes aigiies superficials, com el riu Llobregat a I'algada d'Olesa, lloc on es situa 'ETAP de Mina Publica que proveeix
Terrassa d'aigua potable. En aquest punt a I'entrada de la planta potabilitzadora, els valors per als bacteris aerobis totals
oscil-len entre 102-104 Ufc/mL segons I'época de I'any (Moratd 1992).

La qualitat microbiologica de les aigiies subterranies de Sant Marti i de Sabadell ha experimentat fluctuacions remarcables al
llarg del temps. A Sant Marti, els maxims recomptes de bacteris heterotrofs han coincidit sempre en periodes de primavera
(marg) o tardor (setembre-octubre), mentre que els minims han estat a 'hivern (desembre-gener) i a l'estiu (juny-juliol). Les
fluctuacions en la qualitat microbiologica podrien anar lligades en part al régim pluviomeétric, encara que no es pot oblidar que la
temperatura afecta de forma important el creixement dels microorganismes aquatics, existint una relacié directa entre la
temperatura de I'aigua i la densitat de la poblacié bacteriana (Donlan & Pipes 1988). Aixi, durant I'any 1998 els recomptes més
elevats de bacteris heterotrofs s'han produit quan han coincidit les precipitacions amb la preséncia de temperatures elevades
(setembre-octubre). En canvi, en altres periodes de precipitacié maxima perd amb baixes temperatures (gener i desembre), els
recomptes han estat minims.
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A Sabadell les oscil-lacions en els recomptes de viables també han estat importants (1 log), al llarg de tot el periode estudiat. De
totes maneres, en altres aqiiifers estudiats s'han observat variacions semblants o fins i tot més grans de la qualitat
microbiologica (Ladd et al. 1982). D'altra banda, els recomptes de bacteris totals a Sant Marti (entre 105 i 107 Cel./mL)
concorden amb valors obtinguts per altres autors a partir d'aqifers lleugerament o mitjanament contaminades (contaminacié
organica) (Marxsen 1988, King & Parker 1988).

Taula 3.17. Qualitat microbiologica de I'aigua a les tres zones de mostreig estudiades. Valors minim i maxim obtinguts al llarg
del periode mostrejat.

Zonade  Cel Totals R2A-22°C  PCA-22°C  Fongs Fil. ~ Coliformes E.coli ~ Pseudomonas Aeromonas
Mostreig Totals

Cel./mL Ufc/mL Ufc/mL Ufe/mL  Ufc[100 mL  Ufc/100 mL  Ufc/100 mL - Ufe/100 mL
Sant Marti 10%-107  10%-10¢  10'-10+ 100102 10210 0-103 102100 0-103
Sabadell 105108 10%-10°  10'-10°8 100102  10210* 0-103 103-10° 0-103
EUOOT 10-10¢ 102101 0 0 0 0 0-100 0

La qualitat microbiologica de les aigiies subterranies mostrejades ha estat radicaiment diferent a la que ha presentat l'aigua
potable de 'TEUOOT. En aquesta ultima zona de mostreig no s'han detectat bacteris totals en placa quan s’ha utilitzat 'agar PCA
a 22°C, mentre que amb l'agar R2A a 22° C han presentat un nivell maxim lleugerament inferior a 10" Ufc/mL, de 1 a 3 log
inferior a I'obtingut a Sant Marti i a Sabadell (veure Taula 3.17). De fet, aquests valors sén freqgiients a les xarxes de distribucid
d'aigua potable (Dollard et al. 1985).

A l'aigua de la xarxa de distribuci6 de 'lEUOOT tampoc s'ha detectat la preséncia de fongs filamentosos, coliformes totals,
Escherichia coli ni Aeromonas, mentre que Pseudomonas ha presentat un valor maxim de 10° Ufc/100 mL, de 2 a 5 log inferiors
als observats a Sant Marti i a Sabadell. Es tracta doncs, d'una aigua potable que compleix amb els estandards de qualitat
segons la normativa actual d'aiglies potables (RD 1138/1990). Com ja s’ha comentat anterioment, en sistemes de distribucid
d'aiglies potables la desinfeccio provoca que el creixement bacteria a la fase liquida sigui practicament negligible, essent els
bacteris adherits els tnics que es poden arribar a multiplicar (LeChevallier et al. 1987, 1988).

Comparaci6é de les dades amb la normativa existent. El marc sanitari de la reutilitzacié d'aiglies planteja avui en dia
nombrosos interrogants a nivell mundial. No esta gens clar encara quina ha de ser la qualitat de les aiglies segons alguns dels
usos als quals s'’han de destinar. Els paisos desenvolupats amb recursos poden arribar a controlar la qualitat microbiologica de
les aiglies, especialment gracies a la generalitzacié del tractament de les aiglies residuals. Als paisos subdesenvolupats en
canvi, les mancances econdmiques no permeten portar a terme un control exhaustiu de la qualitat microbiologica, ni estendre el
tractament a la majoria de les aigles.

Si ens centrem en la qualitat microbiologica de I'aigua la major part de normativa actual fa referencia exclusivament a aiglies
potables, destacant les referents a aiglies superficials per a la produccio d'aigua potable (Directiva 75/440 CEE) i la d'aigua de
consum public per xarxa de distribucié (Directiva 80/778 CEE, RD 1138/1990). Referent a altres usos que no siguin el consum
public només existeix legislacié per a 'aigua de bany (Directiva 76/160/CEE, RD734/1988), que actualment esta en revisio.

En canvi, actualment I'aigua destinada per a us agricola no ha de complir amb cap requeriment de qualitat microbioldgica, ja
que no existeix legislacid al respecte. En molts paisos estrangers s'associen els permisos per regar al fet que l'aigua,
especialment si es tracta d'aigua residual, hagi sofert un determinat tractament. Segons quin sigui aquest tractament es podra
aplicar I'aigua a un o altre tipus de conreu.
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Només quan el reg s'ha de realitzar amb aigua residual és possible trobar legislacio, especialment en aquells paisos amb
elevada capacitat tecnologica, escassetat d'aigua i un cert nivell econdmic. Aquestes circumstancies s'han donat principalment
en dos llocs: EUA i Israel. De fet, California i altres estats del sud dels EUA com Florida son, junt amb paisos mediterranis com
Israel, els capdavanters en la reutilitzacio d’aiglies com una alternativa per a les explotacions agricoles o els parcs urbans, tant
d's public com privat. No es gens estrany que sigui precisament en aquests estats on la normativa sobre reutilitzacio d'aigiies
estigui més avangada. L'acceptacio del reg d'hortalisses de consum cru, tant per les autoritats sanitaries com pels propis
consumidors, només es pot basar en base a uns limits de qualitat obtinguts i confirmats en projectes de recerca i de
demostracié supervisats i coordinats per les autoritats de salut ptblica i de proteccio de la qualitat de I'aigua (D’Angelo 1993).

L'experiencia d'aquestes zones ha quedat recollida en diferents documents a I'abast del public i dels organismes gestors. Cal
destacar com a més importants les directrius per afavorir una reutilitzacié planificada en usos urbans no potables, usos
industrials i usos agricoles (USEPA 1992), o el manual practic que recull els aspectes técnics, economics i de gestio més
importants i relatius a la reutilitzacié d'aigua (Water Pollution Control Federation 1989).

De fet, els paisos que es plantegen la reutilitzacié d'aigua residual utilitzen com a font de referéncia aquestes normes de qualitat
de Califérnia o Florida, incorporades essencialment a les directrius de la USEPA (USEPA 1992), o a les directrius de qualitat del
reg agricola proposades per la OMS (OMS 1989). La diferéncia en el nivell de qualitat de l'aigua entre aquestes dues
normatives és relativament important. Basicament, les directrius de la USEPA (veure Taula 3.18) estableixen que no es detecti
la preséncia de coliformes fecals en 100 mL d'aigua, mentre que les de la OMS estableixen que l'aigua utilitzada pel reg
agricola no ha de superar els 1000 coliformes fecals per 100 mL d'aigua. Les dues directrius corresponen a la reutilitzacid
d'aigiies residuals pel reg agricola i de jardins sense cap restriccié d'us, com poden ser el reg de productes horticoles de
consum cru o el reg per aspersio de jardins publics, sense restriccions d'accés i d'us per part del pablic.

Actualment, al nostre pais no existeix una normativa sobre la reutilitzacié d'aigiies residuals per a usos urbans no potables. A
part de les iniciatives d'algunes comunitats autdnomes que han establert recomanacions (Dir. Gen. Salut Puablica 1994), una
Comissio Interministerial esta treballant en I'elaboracié d'un text de referéncia (Mujeriego 1990). Al marge del resultat final
d'aquest procés administratiu i reglamentari, és evident que l'aprofitament d'aigies freatiques amb una baixa qualitat
microbiologica s’ha de realitzar tenint en compte I'establiment d'uns limits de qualitat, que haurien d'incloure algun parametre
microbioldgic.

Tenint en compte que diferents factors poden afectar la qualitat de les aiglies subterranies i, especialment, la qualitat
microbiologica, en tot moment s’ha d'establir un balang adequat entre el que es pot considerar seguretat en I'Gs o reutilitzacié de
I'aigua i el risc que es pot produir per a la salut publica. Aixo és especialment rellevant en aquells casos on l'aigua subterrania
s'ha d'utilitzar en el reg de parcs urbans, sense restriccié de contacte o accés del public.

En el nostre cas, les aiglies subterranies de Sant Marti i de Sabadell no s'ajusten a cap dels estandards de qualitat
microbiologica per al reg en parcs urbans (veure Taula 3.18). Segons els criteris microbiologics (coliformes totals), les aiglies
freatiques estudiades superen sempre els valors recomanats a les normatives dels estats de Colorado, California i Israel. A
més, al tractar-se d'aiglies que no han rebut cap tractament tampoc complirien amb els estandards de Franga.

Assumint que en el nostre cas s’ha analitzat la preséncia de Escherichia coli, un parametre microbioldgic més estricte que els
coliformes fecals, les aigiles estudiades superarien en moments puntuals les normatives de la OMS, de I'estat de Minnesota i,
especialment, de la USEPA i de Florida. A I'aigua freatica del pou d'Alfons el Magnanim (Sant Marti) el percentatge de positivitat
per Escherichia coli ha estat del 75% I'any 1998 (n=16), baixant al 25% I'any 1999 (n=20). A Sabadell, els percentatges han
estat molt semblants, 60% I'any 1998 (n=10) i 256% I'any 1999 (n=12).
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Taula 3.18. Criteris de qualitat de l'aigua aplicables a I's d'aigies residuals regenerades per al reg d'aigua (adaptat de
diverses fonts). Dades dels coliformes totals i coliformes fecals en Ufc/100 mL.

OMS

USEPA

Colorado 2,2
(EUA) 23

Florida (EUA)

Minnesota
(EUA)

California 2,2
(EUA)
23

<1000

200

Tractament secundari i
desinfeccio

Reg agricola i urba sense restriccions
Reg agricola i urba sense restriccions
Amb control d'accés a la zona
Exposicio del public limitada (reg de nit)

Evitar I'accés del public.

No poden haver-hi connexions amb canonades d'aigua
potable.

Senyalitzacio de la zona irrigada
Reduir la formaci6 d'aerosols

Aplicacié 50 mm/setmana
Control de les aiglies subterranies

Conreus de consum en cru (reg en superficie)

Camps de golf, cementiris, parcs (sense contacte del
public amb ['aigua)

2,2

23

Israel

250

Tractament secundari,
coagulacio, filtracio i
desinfeccio

Conreus de consum en cru (reg per aspersio)

Parcs, patis d'escola, zones d'esbarjo on hi ha contacte
del public amb ['aigua

Vegetals pelats i cuinats

Camps de futbol i de golf

12

Franga

<103

Llacunatge, amb temps de
retencié de 20-30 d.

Tot tipus de conreu
Vegetals de consum en cru
Parcs

Fruiters, pastura, hortalisses i llegums
Aspersi6 a baixa pressio i solcs

<200

Terciari més desinfeccio.
Llacunatge, amb temps de
retenci6 de 20-30 d.

Zones verdes d'acces al public
Aspersi6 a baixa pressio

Risc d’obturacio del sistema de distribuci6. El desenvolupament de biofims als sistemes de distribucié pot provocar, a part

de problemes sanitaris, el deteriorament o la corrosi6 de gran part de les canonades utilitzades, restringint el flux i arribant en

alguns casos a obturar les canonades (Costerton 1995). De fet, els biofilms es poden acumular en els capgals dels aspersors,

als goters i altres orificis de sortida i als propis tubs de subministrament, arribant en alguns casos a restringir totalment la sortida

de l'aigua (Mujeriego 1990).

Aquest problema es pot manifestar de forma greu en sistemes de reg per aspersio i, especialment, en sistemes de reg localitzat.

Entre els factors que més poden influir augmentant I'obturacié de les canonades cal destacar la presencia de quantitats

elevades de microorganismes. A part, també cal destacar la preséncia de quantitats elevades de ferro, manganeés i sulfur

d'hidrogen (veure Taula 3.19). Obviament, I'aparicié de problemes d'obturacio per la formacié de biofilms també dependra en

gran part d'altres factors importants esmentats en altres apartats, com el cabal utilitzat, el tipus de goters, la temperatura, etc.
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L'aigua freatica de Sant Marti (Besos) presentaria pocs problemes d'obturacid, segons el nombre de bacteris heterotrofs (en
placa). No obstant, caldria realitzar un seguiment dels nivells de ferro i manganes (veure Taula 3.19) per determinar si poden
afectar negativament al reg localitzat.

Malgrat que la densitat cel-lular ha estat a Sabadell lleugerament inferior que a Sant Marti, sovint s'han produit problemes
d'obturacio per la formacio de precipitats de carbonats. De fet, I'aigua d'aquesta estacié de mostreig ha presentat un grau de
mineralitzacié forga elevat, amb una duresa total que ha superat en moments puntuals els 700 mg CaCOs/L.

Taula 3.19. Factors que influeixen en I'aparicié de problemes d'obturacié provocats per l'aigua utilitzada en sistemes
de reg localitzat (Mujeriego 1990).

Tipus de Problema Restriccions a I'is de l'aigua

Escasses Débils a Severes
moderades

pH <7,0 70-80 >8,0

Manganes (mg/L) <500 500 - 2.000 >2.000

Ferro (mg/L) <0,1 01-15 >1,5

Sulfur d’hidrogen (mg/L) <0,5 05-20 >2,0

Recompte bacteris heterdtrofs en placa <104 104 - 5x104 5x104

(n® max./mL)

Evolucié de la qualitat microbioldgica de I'aigua al llarg del temps. El seguiment dels diferents grups microbians ens ha
permes estudiar I'evolucio de la qualitat microbiologica al llarg del temps. Les dades de la Figura 3.9, Figura 3.15 i Figura 3.20,
on es pot comparar la proporcié dels diferents grups microbians en relacié al total de bacteris heterdtrofs quantificats amb R2A a
22°C, es mostren de forma resumida a la Taula 3.20.

Si observem I'abundancia relativa de cada grup a les aigles freatiques de Sant Marti (veure Taula 3.20), el més important és el
grup Pseudomonas, amb una mitjana de -1,7 log, representant una mica menys del 5% respecte del total de bacteris
heterotrofs, encara que en moments puntuals ha representat el total dels bacteris heterdtrofs determinats (ratio = 0). Seguirien
en importancia els coliformes totals i els fongs filamentosos (ratio = -1 log), que representarien un 1% respecte dels bacteris
aerobis totals. Amb percentatges menors, Aeromonas amb una mitjana de -2,4 log, E. coli amb -3,4 log i, finalment, els
clostridis sulfitoreductors, amb —4,3 log.

A Sabadell l'ordre d'importancia relativa dels grups ha estat el mateix. Una altra vegada, el grup més abundant ha estat
Pseudomonas amb —0,9 log, un valor superior al 10% del total de bacteris heterotrofs. Han seguit els fongs filamentosos (ratio =
-1,7) i els coliformes totals (ratio = -1,8), amb valors lleugerament superiors al 1% del total de bacteris heterotrofs. Amb valors
inferiors, Aeromonas (ratio = -2,4), E. coli (ratio = -2,9) i els clostridis (ratio = -3,6).

Analitzant la diferéncia entre el maxim i el minim per a cada grup microbia (veure Taula 3.20) es constata la remarcable variacio
que la qualitat microbiologica de l'aigua ha patit al llarg del temps. Aquestes fluctuacions han estat més apreciables a Sant
Marti, de 1,5 a 4 log de diferéncia entre el maxim i el minim segons el grup, mentre que a Sabadell les diferéncies han oscil-lat
entre 1-2 log. Per tant, no es pot oblidar que sistemes d'aiglies subterranies com els estudiats poden patir alteracions importants
en la seva qualitat microbiologica.
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En aquest sentit, i dins de I'entorn del risc sanitari es constata important mantenir una vigilancia al llarg del temps de la qualitat
microbiologica de les aiglies freatiques. Del contrari, baixes concentracions en moments puntuals podrien donar una falsa
sensaci6 de seguretat. Per tant, nivells relativament baixos en moments puntuals no es poden agafar com a indicadors de
seguretat, ja que els sistemes son relativament de facil alteracio.

Al'aigua potable del Lab. de Microbiologia de 'TEUOOT només s'ha pogut detectar al grup Pseudomonas, que ha representat de
mitjana un valor lleugerament inferior al 5% del total de bacteris heterotrofs (ratio = -1,6). De totes maneres i, durant moments
puntuals, el grup Pseudomonas ha arribat a representar la gran majoria dels bacteris aillats a nivell de la xarxa de distribucio
d'aigua potable.

Taula 3.20. Variacié al llarg del temps de la proporci6 dels diferents grups microbians a 'aigua en relaci6 al total de bacteris heterotrofs
quantificats amb agar R2A a 22°C. Dades en log Ratio (Recompte grup especific/R2A).

Pseudomonas  Fongs Filam.  Coliformes Totals ~ Aeromonas E. coli Clostridis

Mn Max. M. Mn Max. M. Mn Max. Mt Mn Max. Mt. Mn Max. Mt Mn Max. Mi

SantMarti 0 -35 1,7 -1 S0021 A 3021 2 35 24 -25 45 34 2 6 43
Sabadell 0o -17% 09 -1 -25 A7 -1 3 0418 2 3 24 2 4 29 3 4 36
EUOOT 2 40 1,6

3.6.2.  Cinétiques de Colonitzacio

Els mostrejadors formats per reactors de llit empacat han permés seguir el desenvolupament dels biofilms, en tots els sistemes
estudiats. A la Taula 3.21 es mostren els principals resultats obtinguts per a la colonitzacié del material de suport dels reactors i,
al mateix temps, els nivells d'alguns dels factors que poden afecten la colonitzacié microbiana. Els parametres analitzats s’han
comparat seleccionant les dades obtingudes a partir del periode de estabilitzacié de les cinétiques de colonitzacié microbiana.

Recomptes de cél-lules totals. Segons els recomptes de céllules totals a la fase estacionaria (veure Taula 3.21), la zona de
mostreig situada a Sant Marti (Bes6s) ha presentat la densitat cel-lular més elevada amb 108-109 Cél./cm2, lleugerament
superior als biofilms desenvolupats a partir de I'aigua del pou. El mostreig a partir de la mina Ribatallada a Sabadell ha obtingut
valors 1-2 log inferiors, amb 106-107 Cél./cm2. Obviament, els nivells més baixos s'han trobat a partir de I'aigua potable de
'EUOOT, amb 105-108 Cel./cm?.

El nombre de cel-lules totals es troba dins del rang habitual segons la bibliografia existent per ecosistemes aquatics, on els
recomptes més elevats (109-1010 Cel-/cm?2) correspondrien als biofims presents als sediments de comunitats bentoniques als
rius mediterranis (Romani 1994). Tanmateix, s'han de recordar les condicions de treball dels reactors de llit empacat, amb un
flux considerable i un material de suport poc favorable a la colonitzacio.

A Sabadell s'han obtingut nivells 1 log inferiors als obtinguts a Sant Marti. Segurament, les caracteristiques d'aquest aqifer que
s'origina en una zona forestal amb uns aports importants d'aigua de pluja, explicarien la seva millor qualitat microbiologica.

Finalment, al laboratori de Microbiologia de la EUOOT s’ha obtingut una densitat cel-lular propera o superant lleugerament les
10 Cel./cm?, dins dels valors obtinguts per altres autors en xarxes de distribucio d'aigua potable (Block et al. 1993, Camper et
al. 1999).
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Taula 3.21. Desenvolupament de biofilm als reactors de llit empacat situats a les diferents zones de mostreig estudiades. Els
valors corresponen a la fase de maxim desenvolupament (etapa estacionaria d'estabilitzacio).

Clor Lliure ~ DOC BDOC Aigua Biofilm Biofilm % Viables
Bacteris Aerobis Bacteris Aerobis Cél-lules Totals  Cultivables
(mglL) (mgC/L)  (mgC/L) (Ufc/mL) (Ufclem?) (Cel.lcm?)
Safg Marti 0 1,37 0,05 102104 108-108 108-10° 0,012a0,1
ou
Sant Marti 0 1,38 0,12 102104 108-107 1 108109 01at
Diposit
Sabadell 0 1,29 0,11 102-103 104 106-107 01a1
EUOOT 1,3 2,26 0,23 10-2-10! 101-102 105-106 0,01a0,1

Recomptes de bacteris viables en placa. El nombre més elevat de bacteris heterdtrofs en agar R2A (veure Taula 3.21), I'han
presentat els biofilms desenvolupats a partir de l'aigua freatica de Sant Marti (Besds), amb 1 log de diferencia entre I'aigua del
pou i del diposit i valors més elevats al dipdsit (108-107 Ufc/cm?).

D'altra banda, sembla com si el curt recorregut de 'aigua des del pou d'Alfons el Magnanim fins al diposit, situat 500 m enlla al
mateix carrer, sigui suficient per augmentar el potencial de formacio de biofilms. En general, els diposits de reserva tendeixen a
augmentar el creixement microbia, perqué faciliten la formaci6 de sediments (LeChevallier et al. 1996b). Alhora, permeten
I'augment en la concentracié d'oxigen dissolt incrementant el contacte de I'aigua amb I'aire, tal com es pot veure a la Taula 3.22.
El nombre de microorganismes planctonics també va ser inferior a I'aigua del pou (veure Figura 3.5 part superior, fins el juliol de
1998). Els recomptes de microorganismes planctonics presents al diposit (veure Figura 3.5 part superior, del juliol de 1998 fins a
I'agost de 1999) van mostrar un clar augment en la seva variabilitat. Aquest periode va coincidir amb ['inici de la construccio del
complex Diagonal-Mar, que va remoure una quantitat considerable de terra i sorra en una zona molt propera al pou d'Alfons el
Magnanim. Aquesta activitat pot haver alterat la qualitat microbiologica de l'aqtifer, especialment si es considera que en
aquesta zona el nivell freatic es troba generalment de 3 a 6 metres per sota de la superficie.

Malgrat que I'aigua de Sabadell presenta unes caracteristiques relativament semblants a les del pou d’Alfons el Magnanim, els
biofilms desenvolupats a partir de la mina Ribatallada han presentat un nombre de bacteris forga inferior a I'obtingut a Sant
Marti, amb 104 Ufc/cm? (veure Taula 3.21). D'altra banda l'aigua es pot qualificar de molt dura, amb valors mitjans de clorurs,
sodi i salinitat elevats (Taula 3.22). Segurament, I'elevada mineralitzacié de l'aigua ha facilitat en moments puntuals el
desenvolupament d'importants quantitats de precipitats (carbonats), els quals han dificultat la separacid de part dels
microorganismes del material de suport. Aixi, algunes de les analitiques realitzades ha mostrat uns valors for¢a elevats de
duresa total (736 mg/L) i calci (225 mg/L). Per tant, la metodologia utilitzada pot haver infraestimat el nombre real de bacteris
heterotrofs viables.

Finalment, a partir de l'aigua potable del laboratori de Microbiologia de la EUOQT s’han obtingut valors entre 10'-102 Ufc/cm2.
Tenint en compte els nivells de clor (1,3 mg/L de clor lliure, veure Taula 3.21), els valors es trobarien dins dels habituals en
xarxes de distribucié d'aigua potable, que oscil-len entre 1-10* Ufc/cm?2 (Nagy & Olson 1985).

Malgrat que encara no existeix un metode estandard per determinar la fracci6 de cél-lules metabolicament activa a partir de
mostres naturals (Bartscht et al. 1999), les aiglies freatiques analitzades han mostrat percentatges de cel-lules viables
cultivables igual o inferiors a I'1%. Aixi, el percentatge ha estat entre el 0,1-1% tant al diposit de Sant Marti com a Sabadel,
mentre que al pou de Sant Marti i I'aigua potable ha estat entre 0,01-0,1% (veure Taula 3.21).
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Cal recordar que la presencia de clor al sistema de distribucié pot inactivar o danyar la majoria de les cél-lules, reduint la seva
capacitat de creixement en els medis de cultiu estandard. D'altra banda, el percentatge de cél-lules bacterianes presents als
ecosistemes aquatics que es poden cultivar pels metodes estandards de laboratori, acostuma a ser inferior al 1% (Ullrich et al.
1996).

No obstant, la majoria dels bacteris - més del 50%, i a vegades el 90% - s6n metabolicament actius quan s'avaluen les mostres
d'ambients naturals amb la tecnica adequada (Fry 1990, Karner & Fuhrman 1997). Per complicar-ho més, no totes les cel-lules
detectades amb epifluorescéncia presenten nucleoids, en el que s'anomenen cél-lules “fantasma” (Zweifel & Hagstrdm 1995).
S'ha suggerit que la majoria dels bacteris no sén cultivables en placa degut a que en realitat estan adaptats a baixes
concentracions de nutrients, i només poden arribar a baixes taxes de creixement maxim (Schut et al. 1993). Tanmateix,
investigacions recents semblen indicar que, almenys en certs ambients, es pot arribar a cultivar més del 70% de les cel-lules
(Schut et al. 1993, Kalmbach et al. 1997).

D'altra banda, el nivell de nutrients disponibles per al creixement microbia a 'aigua del pou d'Alfons el Magnanim és forga baix
(veure Taula 3.21). Com es veu a la mateixa taula el nivell de DOC és practicament idéntic a l'aigua del pou i al diposit. En
canvi, el nivell de BDOC és significativament inferior a 'aigua del pou. Per tant, el curt recorregut de 'aigua des del pou fins al
dipdsit és suficient com per augmentar el BDOC fins a valors propers al llindar d'estabilitat biologica. En aquest sentit, valors
inferiors als 0,15 mg/L de BDOC servirien per controlar el creixement biologic dels bacteris heterotrofs en aigiies sense clor
residual (Servais et al. 1993). Aixi, s'han relacionat episodis de coliformes amb augments per sobre dels 0,15 mg/L de BDOC
(Volk & Joret 1994). Per la seva part, I'aigua de la mina de Ribatallada presenta valors practicament idéntics de BDOC als
observats al diposit d'Alfons el Magnanim malgrat que el nivell de DOC és llleugerament inferior, mentre que I'aigua potable
(EUOQT) presenta els valors més elevats, amb 0,23 mgC/L de BDOC.

Finalment, i respecte a la metodologia utilitzada s’ha de tenir present que pel cultiu dels bacteris heterotrofs s'ha utilitzat sempre
l'agar R2A. Aquest medi complex s'utilitza amb exit des de fa temps pel cultiu de bacteris d'ambients aquatics, especiaiment
d'ecosistemes aquatics, aigiies residuals i aiglies potables. Investigacions recents pero, apunten un cert efecte inhibidor en el
creixement bacteria degut a I'elevat contingut en fosfat d’aquest medi (Bartscht et al. 1999).

Taula 3.22. Analitica fisico-quimica de I'aigua subterrania a Sant Marti i a Sabadell. Les dades son les mitjanes
aritmeétiques (n.d., no determinat).

Parametre Unitats Sant Marti-Pou Sant Marti-Diposit Sabadell
Mit;. n Mitj. n Mit;. n
pH 7,52 8 7,35 12 7,41 8
07) mg/L 7,75 8 11,3 7 n.d. n.d.
Conductivitat pSicm 1762 8 1925 12 1398 8
Residu Sec mg/L a 110°C n.d. n.d. n.d. n.d. 1299 8
Sodi mg Na/L 186 8 170 12 165 8
Clorurs mg CI/iL 177 8 265 12 196 8
Sulfats mg SO4/L n.d. n.d. 387 12 210 8
Calci mg CallL 102 8 187 12 130 8
Magnesi mg Mg/L 48,4 8 53,7 12 33 8
Duresa Total ~ mg CaCOa/L 431 8 n.d. n.d. 514 8
Bicarbonats mg CaCOs/L 376 8 n.d. n.d. 516 8
Alcalinitat mg CaCOs/L n.d. n.d. 413,6 12 373 8
Nitrats mg NOs/L 219 8 n.d. n.d. 443 8
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A la Taula 3.23 es comparen els nivells que els principals grups microbians han assolit a la fase estacionaria de
desenvolupament dels biofilms. Comparant les dues aigiies freatiques, els valors han estat significativament més alts a Sant
Marti que a Sabadell. Cal destacar els coliformes totals, de 2 a 3 log més a Sant Marti amb valors entre 102 i 103 Ufc/cm?2. En
aquesta estacié de mostreig els coliformes totals s’han mantingut a la fase estacionaria al llarg del temps de contacte estudiat,
fins als 120 dies al pou i fins als 190 dies al dipdsit. Per tant, sembla evident que el material de suport dels reactors ha estat
colonitzat pels coliformes totals, els quals s’han mostrat capagos de competir amb éxit amb els bacteris heterotrofs. En aquesta
situacié es bastant raonable pensar que aquests microorganismes podrien experimentar episodis periddics d'alliberament a
I'aigua, augmentant temporalment en aquesta fase els coliformes planctonics que es poden aillar a partir de I'aigua.

Aquests episodis de recreixements dels coliformes acostumen a produir-se quan la temperatura de I'aigua puja per sobre dels
15°C (LeChevallier et al. 1996b), fet bastant probable atesa la temperatura mitjana al llarg del periode d'experimentaci6 (dades
que no es mostren). Segons les dades propies d'aillaments fets a I'aigua i als biofilms desenvolupats a partir del pou i del dipdsit
a Sant Marti (veure Taula 3.9 i Taula 3.10), entre els coliformes ha predominat Enterobacter cloacae. Altres autors ja han
senyalat que en els episodis de recreixement dels coliformes en xarxes de distribucié acostuma a dominar una sola espécie,
com Klebsiella oxytoca (Geldreich 1996, Ribas com. pers. 2001).

En canvi, Escherichia coli acostuma a ser un organisme transitori que desapareix rapidament de les xarxes de distribucio
(Geldreich 1996). Aixd es produeix habitualment en ambients on els nutrients sén limitants, perqué els antagonistes de
coliformes entren en competéncia directa amb els coliformes, dificultant el seu establiment als biofilms (LeChevallier & McFeters
1985b). Malgrat tot, Escherichia coli ha mantingut valors propers a 10" Ufc/cm?fins als 120 dies de contacte, tant al pou com al
diposit d'Alfons el Magnanim (Sant Marti). En canvi, no s'ha pogut detectar la seva preséncia a partir dels 120 dies d'exposicid
al diposit de l'aigua freatica (veure Figura 3.7, part central).

A Sabadell els coliformes totals s’han mantingut entre 100 i 10" Ufc/cm? a la fase estacionaria dels biofilms desenvolupats,
mentre que Escherichia coli practicament no s'ha detectat (veure Figura 3.13, part central). Cal insistir que en aquesta zona de
mostreig la important quantitat de precipitats (carbonats) ha dificultat la separacio de part dels microorganismes del material de
suport.

Finalment, a partir de 'aigua potable de 'EUOQT el nivell dels coliformes totals als biofilms ha oscil-lat a la fase estacionaria
entre 0 i 10" Ufc/cm?2 (veure Figura 3.18 i Taula 3.23), mentre que no s’ha detectat Escherichia coli a partir dels 40 dies de
contacte. Tanmateix, s'ha de recordar que alguns d'aquests bacteris gram-negatius poden entrar en un estat viable perd no
cultivable (VBNC) (Byrd et al. 1991, Barcina et al. 1997), on retenen la capacitat de produir malalties i poden actuar com a
agents etiologics amb significacié per a la salut publica (Grimes & Colwell 1986).

Taula 3.23. Presencia dels grups microbians estudiats als biofilms desenvolupats, a la fase estacionaria (a partir dels 60 dies
a Sant Marti, i a partir dels 40 dies a Sabadell i a I'aigua potable de 'EUOQT). Valors minim i maxim en Ufc/cm2,

Coliformes Totals E. coli Pseudomonas  Aeromonas  Fongs Filam.
Sant Marti-Pou 102-10° 100-102 103 10'-0 10210
Sant Marti-Diposit 10%-10° 1020 102-10° 100-0 10210
Sabadell 101-100 0-10 10'-103 100-102 100-102

EUOOT 0-10 0 100-102 0 0-100
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Pseudomonas ha mantingut valors propers a 10% Ufc/cm? als biofilms desenvolupats a partir de I'aigua subterrania de Sant
Marti, i entre 102-103 Ufc/cm? a Sabadell. D’altra banda, aquest grup ha mantingut a l'aigua potable de 'EUOOT uns nivells
forga elevats en fase estacionaria, entre 10%-102 Ufc/cm?, arribant a superar la densitat dels bacteris heterdtrofs (veure Figura
3.18).

Mentre que Aeromonas no s'ha detectat als biofilms desenvolupats a partir de I'aigua potable, ha mantingut valors propers a 10°
Ufc/cm? a la fase estacionaria dels biofilms formats a partir de I'aigua subterrania de Sant Marti i a Sabadell. Tanmateix, a Sant
Marti sembla que Aeromonas ha deixat de formar part dels biofilms després de 80 dies de contacte amb I'aigua del pou, i
després de 125 dies de contacte amb I'aigua del diposit. En canvi, a Sabadell ha mantingut una densitat entre 10'-102 Ufc/cm?
fins al final del periode de contacte. Finalment, no s’ha detectat Aeromonas als biofilms

També s’ha portat a terme un seguiment dels fongs filamentosos als biofilms desenvolupats. Malgrat que com a patdgens
oportunistes son habitualment poc significatius per a la salut publica, en certes condicions poden arribar a colonitzar el cos
huma. Els recomptes de fongs filamentosos més elevats s'han observat a Sant Marti, amb valors propers a 104 Ufc/cm? al final
del periode de contacte en fase estacionaria. Tanmateix, s’ha de remarcar que en plena fase estacionaria aquest grup de
microorganismes ha experimentat oscil-lacions importants, d'aproximadament 2 log. En canvi, a Sabadell els nivells han
disminuit clarament (més de 1 log) durant el periode estacionari, assolint al final del temps de contacte valors propers a 10!
Ufc/cm?. Finalment, als biofilms desenvolupats a partir de l'aigua potable no s'han detectat fongs filamentosos a la fase
estacionaria.

Taula 3.24. Preséncia dels grups microbians estudiats als biofilms desenvolupats a les tres zones de mostreig. Valors mitjans
(mitjana aritmética) i maxims al llarg del total del temps d'exposicid en Ufc/cm2,

Coliformes Totals E. coli Pseudomonas  Aeromonas  Fongs Filam.
Sant Marti Max. 1,18E+03 3,38E+401 2,56E+03 1,66E+01 6,76E+03
e /g;_‘; g Miena  14E02 5,65E+00 5,66E+02 3,54E+00 6,03E+02
Sant Marti Max. 4,34E+02 6,65E+01 1,54E+03 1,93E+01 1,47E+04
(8,%'5338,39) Mijana  7,95E+01 2,56E+00 4,13E+02 6,59E-01 1.21E+03
Max. 1,69E+03 3,32E+02 1,67E+04 2,95E+02 4,65E+02
Sabadell Mitina ~ 7,47E+01 9,81E+00 8,18E+02 2,90E+01 6,68E+01
EUOOT Max. 1,63E+01 1,66E-01 5,86E+01 8,00E-02 2,20E+00

Mitjana 1,40E+00 9,80E-02 8,41E+00 4,44E-03 1,26E-01
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Comparaci6é del nombre de microorganismes en fase biofilm i planctonica. S'ha comparat la preséncia dels diferents
grups de microorganismes als biofilms i a la fase planctonica (veure Figura 3.8, Figura 3.14 i Figura 3.19). Comparant la
presencia dels bacteris heterotrofs (recompte en R2A a 22°C) a partir de les aiglies freatiques, la proporci6 ha presentat valors
superiors a 100 en tots els casos estudiats, amb els valors més elevats al diposit de Sant Marti (ratio=2005), seguit del pou de la
mateixa zona (ratio=405), i finalment a Sabadell (ratio=122,53). Les determinacions realitzades amb PCA han donat valors
semblants, encara que lleugerament inferiors als obtinguts amb R2A a 22°C. D'altra banda, als biofims desenvolupats a partir
de l'aigua potable els bacteris heterotrofs han augmentat només 10 vegades respecte dels presents a la fase planctonica.

Els coliformes totals i Escherichia coli presents als biofims han augmentat la seva ratio relativa a Sant Marti per sobre de les 10
vegades respecte dels presents a la fase planctonica. En aquest cas, I'augment ha estat significativament més elevat al pou,
amb una ratio de 300 per Escherichia coli i de 197,5 pels coliformes totals, mentre que al diposit les ratios han estat de 37 pels
coliformes totals i de 11 per Escherichia coli. Per tant, els coliformes totals i Escherichia coli shan acumulat a Sant Marti de
forma preferent als biofiims desenvolupats, malgrat que aquest augment ha estat menor a mesura que ens allunyem de l'origen
de l'aigua freatica. Aquestes dades semblen especialment rellevants per Escherichia coli, que d'una ratio de 300 passa a 11 al
cap de 500 metres de recorregut per la xarxa de distribucio. De fet i tal com ja s'ha comentat anteriorment, s'ha de tenir en
compte que I'augment significatiu en el nombre de bacteris heterotrofs al dipdsit i, de retruc, en els antagonistes de coliformes
pot haver dificultat el recompte dels coliformes. A Sabadell I'augment dels coliformes totals i Escherichia coli als biofilms ha estat
poc important (ratios de 1,16 i 0,06 respectivament).

Pseudomonas també s'ha acumulat preferentment als biofilms, amb ratios que han oscil-lat a Sant Marti entre 102 i 103 i forca
menor a Sabadell (ratio = 4,48). Cal destacar la importancia del grup Pseudomonas als biofilms desenvolupats a partir de 'aigua
potable (ratio = 2032), amb una ratio 2 log superior a la dels bacteris heterotrofs determinats amb R2A a 22°C.

Finalment, els fongs filamentosos s’han acumulat de forma significativament important als biofilms desenvolupats a Sant Marti i
a Sabadell. En el primer cas, ha estat el grup amb la ratio més elevada al pou d'Alfons el Magnanim (ratio 1040), superant fins i
tot als bacteris heterotrofs. Al diposit, s’han observat valors lleugerament inferiors als bacteris heterotrofs determinats amb R2A
i amb PCA (ratio =361). A Sabadell 'augment ha estat significativament inferior (ratio = 5,73), lleugerament per sobre del que
s'ha produit en Pseudomonas.

En resum, les dades indiquen que a Sant Marti els diferents grups microbians estudiats s'han acumulat de forma preferent als
biofilms, destacant en primer lloc els bacteris heterotrofs determinats amb R2A o PCA i els fongs filamentosos, i de forma
lleugerament inferior als coliformes totals, Escherichia coli i Pseudomonas. A Sabadell, shan acumulat als biofims de forma
preferent els bacteris heterotrofs determinats amb R2A, i amb una ratio 1 log inferior els fongs filamentosos i Pseudomonas. En
canvi, els coliformes totals i Escherichia coli han presentat valors semblants a la fase planctonica i al biofilm. Finalment, a l'aigua
potable les dades semblen indicar clarament que als biofilms es produeix la seleccié d'un grup de microorganismes que
pertanyen al grup Pseudomonas.

Canvis en la composicio de la comunitat dels biofilms. EI seguiment dels diferents grups microbians ens ha permes estudiar
I'evolucié de la composicid dels grups microbians que formen part de la comunitat del biofilm, determinant la importancia relativa
de cada un dels grups estudiats respecte dels bacteris totals determinats en placa amb 'agar R2A (veure Figura 3.10 i Figura
3.11 per a Sant Marti, Figura 3.16 per a Sabadell i Figura 3.21 per als biofilms formats a partir de I'aigua potable de 'EUOQT).
Les dades obtingudes es resumeixen a la Taula 3.25.

Si observem I'abundancia relativa de cada grup als biofilms desenvolupats a partir de I'aigua del pou d'Alfons el Magnanim
(veure Taula 3.25), els més abundants han estat els fongs filamentosos i Pseudomonas, representant un 1% respecte del total
de bacteris heterotrofs, seguits amb una importancia relativa forga menor pels coliformes totals (-3 log), Escherichia coli (-4 log) i
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Aeromonas (-5 log). En els ultims dos casos s'han observat oscil-lacions importants al llarg del temps de contacte, augmentant
la seva importancia cap al final del mateix, en plena fase estacionaria (segons els bacteris heterotrofs).

Als biofilms desenvolupats a partir del dipdsit de reserva a Sant Marti el grup més important han estat els bacteris totals
determinats en placa (heterotrofs) amb I'agar PCA , amb un valor d'aproximadament -0,5 log durant la fase estacionaria. Han
seguit en importancia els fongs filamentosos, amb una mitjana de -2,7 log, Pseudomonas, amb una mitjana de -2,8 log i prop
dels -3,5 log en fase estacionaria, i els coliformes totals amb -3,3 log de mitjana, pero a I'entorn dels —4 log en fase
estacionaria. Per la seva part, Escherichia coli i Aeromonas han presentat valors propers a -5 log que han disminuit fins a no
detectar-se a partir dels 125 dies d’exposicio.

En general doncs, la importancia relativa de cada un dels grups respecte dels bacteris heterotrofs determinats amb R2A ha
disminuit clarament en el diposit de reserva. Les dades semblarien indicar que el transport de l'aigua a través dels 500 m. de
canonada i el seu diposit posterior modifica la comunitat de microorganismes. El canvi fonamental ha estat la seleccié d'unes
poblacions de bacteris heterdtrofs que, com s’ha vist anteriorment, han augmentat de forma significativament més important a
les poblacions desenvolupades a partir de I'aigua del diposit (veure Figura 3.8).

A Sabadell, 'ordre d'importancia relativa dels grups ha disminuit de forma apreciable cap al final del periode estacionari. En
aquest cas, la important quantitat de precipitats (carbonats) ha dificultat la separacié de part dels microorganismes del material
de suport. Segurament, els resultats obtinguts han subestimat la importancia de cada grup microbia estudiat. De totes formes,
Pseudomonas ha presentat la mitjana més elevada, amb —1,5 log, mantenint-se a la fase estacionaria en valors propers als —1,4
log. Han seguit en importancia els fongs filamentosos i els coliformes totals amb una mitjana de —2,6 log perd amb menor
importancia relativa aquest dltim i, finalment, Aeromonas amb una mitjana de -3,1 log i Escherichia coli amb un valor proper als
-6 log al final del periode de contacte.

A Sabadell cal destacar que la importancia relativa de cada grup respecte de la poblaci6 de bacteris heterotrofs ha disminuit de
forma important a la fase estacionaria. Per tant i de manera semblant al dipdsit de Sant Marti, als biofilms desenvolupats a partir
de l'aigua de la mina de Ribatallada s'han seleccionat unes poblacions de bacteris heterotrofs. De fet, tal com s’ha comentat
abans (veure Figura 3.14) a Sabadell 'augment més important a la fase biofilm respecte de la fase planctonica s’ha produit en
els bacteris heterotrofs.

Taula 3.25. Variacio al llarg del temps de la proporcit dels diferents grups microbians als biofilms en relacio6 al total
de bacteris heterotrofs quantificats amb I'agar R2A a 22°C. Dades en log Ratio (Recompte grup especific/R2A).

Pseudomonas  Fongs Filament. Coliformes Totals ~ Aeromonas E. coli

Max. Mitj. Max. Mitj. Max. Mitj. Max. Mitj. Max. Mitj.

Sant Marti Pou 32 21 32 2 38 28 81 52 69 42
Sant Marti 50 28 55 27 52 33 51 34 93 52
Diposit

Sabadell 33 A5 62 26 41 26 56 31  -65 51
EUOOT 46 44 50 34 38 21 51 36 50 32

Finalment, als biofilms desenvolupats a partir de l'aigua potable de 'EUOQT cal destacar com a grup més important a
Pseudomonas, amb una mitjana de —1,4 log. Respecte de la seva preséncia a la fase planctonica (veure Figura 3.19) el grup
Pseudomonas ha augmentat a la fase biofim quasi 2 log més que els bacteris heterotrofs. Per tant, és indubtable que als
biofilms desenvolupats a partir de l'aigua potable de 'EUOQT s'ha seleccionat preferentment una comunitat formada per
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bacteris del grup Pseudomonas, a més d'altres bacteris heterotrofs. La importancia dels fongs filamentosos (-3,4 log),
Aeromonas (-3,6 log) i Escherichia coli (-3,2 log, perd amb valors propers als —4 log a la fase estacionaria), ha estat forga
menor. Finalment, els coliformes totals (-2,1 log de mitjana) han experimentat oscillacions importants al final del periode de
contacte, arribant en algun cas a valors semblants als dels bacteris totals.

Cinétiques a temps curts. En experiments de laboratori s’ha comprovat com I'adhesié és un fenomen rapid que es produeix
entre els primers minuts i les 2 hores després de la inoculacié (Sommer et al. 1999) i que depén, entre d'altres, de les propietats
del substrat, de les caracteristiques fisico-quimiques i estructurals del microorganisme, del seu estat fisiologic i del flux que
influeix sobre el substrat.

Els recomptes microbians obtinguts a partir de les cinétiques de colonitzacié realitzades han arribat a valors forga elevats en poc
menys de 2 dies. A l'estacid de Sant Marti (Bes6s) s'han observat valors entre 101-102 Ufc/cm? en menys de 1 dia, després
d’exposar els reactors a l'aigua del pou d’Alfons el Magnanim, i entre 102-103 Ufc/cm?2 quan s’han exposat a l'aigua del dipdsit
durant el mateix periode. El nivell de bacteris aerobis en placa ha pujat fins a 104 Ufc/cm? després de només 2 dies d'exposicid
a la mateixa aigua freatica. Tanmateix, cal tenir present que el nombre de bacteris adherits abans de les 48 hores als reactors
no ha superat en cap cas el 0,01-0,1% del total de bacteris aerobis en placa presents a la fase estacionaria del biofilm (a partir
dels 80 dies).

A Sabadell s’han observat nivells de colonitzacié encara superiors per a les primeres 24 hores. No obstant, i tal com ja s'ha
comentat repetidament, ha existit un problema evident en la recuperacié d'una part significativa de les poblacions de
microorganismes adherits.

Considerant que la taxa d'adsorcié (adhesi6) s'incrementa de forma lineal en augmentar la concentracié de bacteris aerobis en
placa (Ufc/mL) a l'aigua (Characklis & Marshall 1990), els reactors exposats a I'aigua potable han d’haver presentat els valors
més baixos. Efectivament, a partir de I'aigua potable de 'EUOQT s'ha observat com I'adheréncia inicial ha estat clarament
menor als dos casos anteriors. Aixi, al cap de 24 hores s’han obtingut valors inferiors a 1 Ufc/em?2, mentre que als 4 dies tot just
s'ha arribat a 7 Ufc/cm?2. Han estat necessaris 8 dies d'exposicié a 'aigua potable per obtenir valors superiors a 10 Ufc/cm?, en
concret 80 Ufc/icm?,

Taxa especifica de creixement del biofilm. Assumint que la taxa de mortalitat és relativament baixa i que el creixement a la
fase planctonica és practicament negligible degut a I'elevada taxa de dilucio del sistema, s'ha pogut determinar la taxa
especifica de creixement dels biofilms desenvolupats a partir de I'aigua del diposit d'Alfons el Magnanim. Utilitzant per al calcul
el nombre de cél-lules totals determinades amb recomptes microscopics directes (epifluorescéncia), s'han obtingut valors entre
0,0005 i 0,003/h, el que significa un temps de generacio entre 7 i 55 dies, amb un valor mitja de 23,26+4,14 dies.

La taxa de creixement obtinguda per aquest sistema indica la preséncia de nivells relativament baixos de matéria organica a
I'aigua. De fet, concentracions inferiors als 50 ug/L de AOC o 200 pg/L de BDOC poden arribar a limitar el creixement bacteria
(Servais et al. 1991, Block et al. 1993), encara que nivells de BDOC a I'entorn dels 40 ug/L poden arribar a sostenir la produccio
cel-lular (Block et al. 1993). En mesures realitzades a les xarxes de distribuci6 d'aigua potable els valors de la taxa de
creixement disminueixen radicalment a mesura que ens allunyem al llarg de la xarxa, degut al consum de materia organica,
augmentant el temps de duplicacié fins a valors entre 70-300 dies (Block 1992). Aixi, el BDOC acostuma a ser rapidament
consumit en abséncia de clor (Servais et al. 1991). Com a conseqiéncia d'aquesta biodegradacio/assimilacié de la matéria
organica, augmenta el nombre de cel-lules que formen part del biofilm i de la fase planctonica.
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Preséncia de patogens. Tenint en compte que la metodologia realitzada no ha anat encaminada a detectar especificament tots
els patogens presents a l'aigua o al biofilm, sind que més aviat s'han seleccionat les morfologies colonials predominants, la
Taula 3.26 mostra els patogens i patdgens oportunistes aillats a les tres zones de mostreig, tant a partir de I'aigua com dels
biofilms desenvolupats. Els patogens oportunistes sén aquells organismes que poden formar part de la microbiota del cos huma,
per6 que sota determinades condicions poden produir malalties, especialment en individus susceptibles (nens petits, gent gran,
malalts de SIDA, malalts de cancer sotmesos a tractaments amb quimioterapia, cremats, pacients de dialisi, transplantats, etc.).
Entre els microorganismes heterotrofs que tenen el potencial d’actuar com a patdgens oportunistes cal destacar els
micobacteris acid-resistents (no tuberculosos), Klebsiella d'origen fecal, Flavobacterium, Legionella pneumophila, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus i fongs oportunistes (Geldreich 1996).

En general, la dosi infectiva per patdgens oportunistes acostuma a ser bastant elevada, amb valors superiors a 1x1010 céllules
per a una taxa d'atac del 50% (Geldreich 1996). Malgrat que aquests nombres poden semblar bastant elevats, el volum d'aigua
que s'utilitza per una dutxa o un bany poden subministrar facilment aquesta densitat durant un periode d'exposici6 determinat.

A les aiglies subterranies de Sant Marti i de Sabadell s’han aillat diferents membres que pertanyen als patdgens oportunistes, i
a Sabadell s'han aillat dos patdgens com Salmonella cholerasuis i Yersinia enterocolitica. A I'aigua potable no s'ha aillat cap
patogen oportunista, mentre que a partir dels biofilms desenvolupats s’han aillat dos oportunistes.

La preséncia de bacteris patdgens i oportunistes a les aigiies freatiques estudiades pot limitar el seu s, si es considera la seva
reutilitzacio per a la irrigacio de parcs i jardins urbans amb una afluéncia considerable d'usuaris. Es evident que la correcta
gestio de la reutilitzacié d'aquestes aiglies obliga a I'avaluacié del risc sanitari que presenten per a la salut publica.

Taula 3.26. Patogens i patdgens oportunistes aillats a les tres zones de mostreig, a partir de 'aigua i dels biofilms
desenvolupats al medi de suport dels reactors.

Zona de Mostreig Patdgens oportunistes Patdgens

Aigua Acinetobacter calcoaceticus -
Staphylococcus (coag.+)
Mycobacterium sp.
Klebsiella pneumoniae
Biofilm Pou Staphylococcus (coag.+) -
Sant Marti Pseudomonas maltophilia
Acinetobacter calcoaceticus
Biofilm Diposit Staphylococcus (coag.+) -
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas maltophilia
Aigua Staphylococcus (coag.+) -
Mycobacterium
Klebsiella sp.
Biofilm Staphylococcus (coag.+) Salmonella cholerasuis
Pseudomonas maltophilia Yersinia enterocolitica
Sabadell Acinetobacter calcoaceticus
Pseudomonas aeruginosa
Flavobacterium meningosepticum
Klebsiella oxytoca

Aigua - -
EUOOT Biofilm Staphylococcus (coag.+) -
Pseudomonas maltophilia
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