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RESUMEN

El agua es un recurso natural, limitado y escaso, indispensable para la vida. La
creacion de embalses supone una garantia de suministro de agua, pero
conlleva un importante impacto negativo en el medio ambiente. La construccion
de embalses de cola (denominados limnoembalses) es wuna iniciativa
innovadora que pretende acabar con los efectos negativos de los embalses,
teniendo ademas un gran interés por contar con dos funciones basicas: una
recreativa y otra ambiental. En este trabajo nos centramos en el analisis
microbiolégico de las aguas de limnoembalses de Castilla-La Mancha para
determinar su calidad y prevenir posibles infecciones por contaminacion fecal.
Para realizar el andlisis se tomaron muestras en tres ubicaciones distintas: el
limnoembalse de Pareja, El Vicario y Presa Verde; y los correspondientes rios
gue los abastecen. Las muestras se tomaron en las 4 estaciones del afio y a
distintas profundidades. Los resultados del analisis mostraron que los valores
de contaminacion fecal presentes en los limnoembalses cumplian con lo
establecido en el Real Decreto 1341/2007 sobre la gestion de la calidad de las
aguas de bafo. Ademas, la calidad ecoldgica de las aguas de los embalses y

los rios pudo ser considerada como buena.

ABSTRACT

Water is a natural, limited and scarce resource essential for life. The creation of
reservoirs is a guarantee of water supply, but it brings a significant negative
impact on the environment. The construction of dams tail (called
limnoembalses) is an innovative initiative which aim is to eliminate the negative
effects of the reservoirs, having besides a great interest in having two basic
functions: both recreational and environmental. This paper is focused on the
microbiological analysis of the limnoembalses waters of Castilla-La Mancha
with the objective of determine its quality and prevent infections by fecal
contamination. To perform the analysis, the samples were taken at three
different locations: the limnoembalse of Pareja, El Vicario and Presa Verde; and
the corresponding rivers that supply them. Samples were taken in the 4
seasons of the year and at different depths. The results of the analysis showed

that the values of fecal contamination present in the limnoembalses fulfill with



the provisions of the Real Decreto 1341/2007 on the management of the quality
of bathing water. In addition, the ecological quality of water reservoirs and rivers

could be considered as good.

PALABRAS CLAVE
“‘Limnoembalses” “Coliformes totales y fecales”, “Enterococos”, “Calidad de las

aguas de bafo”.

1. Introduccidén

El agua es un recurso natural, limitado y escaso, indispensable para la vida. En
el afio 2010, la Asamblea General de las Naciones Unidas reconocio

“®

explicitamente “el derecho humano al abastecimiento de agua y al
saneamiento; todas las personas tienen derecho a disponer de forma
continuada de agua suficiente, salubre, fisicamente accesible, asequible y de

una calidad aceptable, para uso personal y doméstico” (Anon., 2010).

El 97,5% del agua del planeta es salada, mientras que el 2,5% restante es
agua dulce. Sin embargo, la mayoria del agua dulce no puede aprovecharse
para el uso humano, ya que se encuentra en forma de glaciares, depdsitos
subterraneos y demas lugares inaccesibles para la poblacion. De todos estos
reservorios, el 0,3% pertenece al agua de los rios y lagos (Fernandez Crespo,
et al., 2003).

La creacion de embalses supone una garantia de suministro de agua en
épocas de sequia, pero también hay que tener en cuenta el impacto negativo
gue estos crean en el medio ambiente. Los embalses producen alteraciones en
los ecosistemas de los rios donde se construyen. Ademas, es importante
controlar su contaminacion, ya que pueden acarrear serios problemas de salud

en las poblaciones que se benefician de su construccion.

Segun la OMS, “se calcula que unas 842.000 personas mueren cada afo de
diarrea como consecuencia de la insalubridad del agua, de un saneamiento
insuficiente o de una mala higiene de las manos”. Se considera que el agua
estad contaminada, cuando su composicion microbiolégica o estado natural se

ven modificados, presentando alteraciones en sus propiedades fisicas y/o



guimicas que resultan perjudiciales para un uso posterior como el consumo

humano o para su funcién ecolégica.

1.1. Microbiologia acuatica
Las masas de agua dulce, caracteristicas por su baja concentracién en sales
disueltas, pueden presentar superficies y volumenes variados. De la misma
manera, los microorganismos que habitan estos sistemas pueden variar
enormemente en sus caracteristicas, ya que son capaces de adaptarse a las
condiciones en las que se desarrollan. Este hecho da lugar a una gran
diversidad de ambientes acuaticos (Willey, et al., 2008).

Los microorganismos que habitan los sistemas acuaticos dependen de factores
como la temperatura, la luz, el oxigeno, los nutrientes, y el pH. La temperatura
se convierte en uno de los factores mas importantes y limitantes del
crecimiento bacteriano. Por ello, dependiendo de la estacion del afio en la que

nos encontramos, se producen variaciones en la microbiota de estos sistemas.

1.2. Clasificacion de las aguas
Dependiendo del flujo que sigan las aguas podemos dividirlas en dos grandes
grupos: aguas lénticas, que son aquellas que carecen de corrientes y se
encuentran sin movimiento aparente; y aguas l6ticas, caracterizadas por

corrientes rapidas.

Los rios estan clasificados dentro del grupo de aguas léticas. ElI continuo
movimiento de sus aguas implica que se trata de un ambiente aerobio. La
entrada masiva de materia organica puede dar lugar a un déficit en la
concentracion de oxigeno debido a la respiracion bacteriana. Este suceso se
trata de un hecho indeseable, ya que puede provocar la muerte de muchos de
los microorganismos aerobios que habitan estos medios, ademas de que
puede acarrear consecuencias negativas como el crecimiento de bacterias

anaerobias odoriferas.

Las aguas lénticas abarcan masas de agua como los embalses. El hecho de
gue estas aguas se encuentren depositadas, provoca que la produccién
fotosintética de oxigeno solo se lleve a cabo en las capas superficiales, donde
la luz estd mas presente. La materia organica producida por los

microorganismos fotosintéticos sera utilizada por los quimiorganotrofos. Debido
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a estas circunstancias, la microbiota habitual de estos ecosistemas se basa en
la presencia de microorganismos oligotrofos, que son organismos adaptados al
crecimiento en condiciones muy diluidas, es decir, con un minimo aporte de
nutrientes. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los aportes desde la
orilla que rodea los embalses pueden dar lugar a una mayor concentracion de
nutrientes y de dos elementos que son limitantes en el agua y controlan las
poblaciones microbianas, como son el nitrégeno y el fosforo. Este aumento
hara que el crecimiento de fitoplancton sea mayor y, en definitiva, que aumente

el contenido de materia organica en el lago.

En funcién de la cantidad de nutrientes que presentan los lagos, estos se
dividen de forma general en oligotroficos y eutroficos. Los primeros presentan
aguas oxigenadas todo el afio debido a la baja concentracion en nutrientes
presentes, que hace que no haya una respiracién aerobia masiva por parte de
los microorganismos. Las aguas son muy claras permitiendo que la luz penetre
con facilidad, pudiendo llegar hasta el fondo. En los lagos eutréficos, sin
embargo, se produce una estratificacion basada fundamentalmente en la
temperatura que separa el agua en tres capas: el epilimnion (capa superficial
de aguas templadas, donde hay oxigeno y luz, y por lo tanto microorganismos
aerobios), la termoclina (zona de transicion caracterizada por un cambio brusco
de la temperatura, situAndose a una altura dependiente de la turbidez de las
aguas) y el hipolimnion (zona del fondo, donde apareceran microorganismos
anaerobios). El epilimnién y el hipolimnion no se mezclan al constituirse la
termoclina como una autentica barrera fisica que lo impide. Es comun que
aparezcan sedimentos organicos en el fondo que sufren procesos anaerobios
dando lugar al desprendimiento de H2S por los microorganismos reductores del
sulfato, generandose asi un gradiente de concentracién del mismo (mayor en el
fondo y menor antes de la termoclina). Con la llegada del otofio, estos lagos
pierden su termoclina debido a la dilatacion anomala del agua, ya que las
aguas de superficie aumentan su densidad al disminuir la temperatura exterior

y se produce una mezcla de las 2 capas (Willey, et al., 2008).

Cabe destacar que en los embalses ubicados en climas templados como el de
Espafa, se produce la estratificacion durante la primavera y el verano, y a

finales del otofio principios del invierno, se produce un enfriamiento de las



aguas superficiales, lo que provoca, como ya se ha mencionado anteriormente,
una mezcla y consecuente aireacion de las aguas del fondo del embalse que
se traduce en una alteracion de la composicion microbiana (Madigan, et al.,
20009).

1.3. Concepto de limnoembalse
En Espafa existen mas de 1.200 grandes presas, de las cuales 450 son
anteriores a 1960 y mas de 100 ya existian en el afio 1915 (Ministerio de
Agricultura, 2016). A nivel mundial, el numero de presas asciende a 36.000
(Willey, et al.,, 2008). Muchas naciones han reconocido las consecuencias
devastadoras de su construccion inadecuada, ademas de los efectos negativos
gue provocan. Por ello, para su construccién cada vez es necesario cumplir un
mayor numero de requisitos, entre los que cada vez cobran mas importancia

los referidos al medioambiente.

El concepto de “limnoembalse de cola” es un término reciente, que abarca
‘pequeiios embalses, individualizados de la dinamica hidrolégica y de
explotacion del embalse principal, que estan disefiados para mantener una
lamina de agua a nivel constante” (Molina Navarro, 2010). La construccién de
limnoembalses de cola es una iniciativa innovadora, tanto en Espafia, como en
el mundo, buscando conseguir con ellos la reduccién o desaparicion de los

efectos negativos de los embalses.

Los limnoembalses comenzaron a aparecer entre los afios 1980 y 1990
(Rodriguez Cabellos, 1995). El imnoembalse de Pareja fue uno de los primeros
en construirse (2006). Su construccion vino desencadenada por la protesta de
los habitantes de la region donde se ubica, en la provincia de Guadalajara,
debido a la transferencia de grandes volimenes de agua del Embalse de
Entrepeinas (del que procede) al sureste de Espafa (Molina Navarro, 2008).
Los vecinos del pueblo de Pareja pidieron actos de compensacion que
condujeron a la construccion de una pequefa presa en el borde del embalse.
Este limnoembalse cuenta con un gran interés porque tiene dos funciones
bésicas: una recreativa y otra ambiental. Los limnoembalses construidos
anteriormente, sin embargo, tan solo presentaban el fin de crear un habitat para

las aves acuaticas. En definitiva, en Pareja ademas del objetivo ecoldgico, se



pretende promover el desarrollo econémico, llevandose a cabo actividades de

deportes acuaticos y utilizandose a su vez para el bafio.

1.4. Anadlisis microbiolégico de las aguas recreativas
El uso recreativo que se le da a los limnoembalses hace necesaria su
clasificacion dentro de las aguas de bafio que, segin el Real Decreto
1341/2007 sobre la gestidon de la calidad de las aguas de bafio (Ministerio de la
Presidencia, 2007) se definen como: “cualquier elemento de aguas
superficiales donde se prevea que puedan bafiarse un namero importante de
personas o exista una actividad cercana relacionada directamente con el bafio
y en el que no exista una prohibicion permanente de bafio ni se haya formulado
una recomendacion permanente de abstenerse del mismo y donde no exista
peligro objetivo para el publico”. Este hecho es importante, ya que la
contaminacion de este tipo de aguas supone una de las vias de entrada mas
importantes de agentes infecciosos, pudiendo causar numerosas
enfermedades en el ser humano, y suponiendo por ello una importante fuente

de mortalidad/morbilidad.

Dentro de las infecciones provocadas por microorganismos a través de las
aguas contaminadas, las gastroenteritis, las dermatitis y las meningoencefalitis
son las mas frecuentes. Son propagadas al tragar, inhalar particulas o
mantener contacto con ellas y el nimero de patégenos necesarios para causar
la infeccién, depende del sistema inmune del huésped y la patogenicidad del

microorganismo.

Segun el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (Centers for

Disease Control and Prevention, CDC), las ANEXO |

Parametros obligatorios y valores para la evaluacion anual
personas tienen en promedio alrededor de 0,14 Agua continental
gramos de heces en la region perianal que, e v
cuando se desprenden, pueden contaminar el |Fjiisoges| 30 | 40| 200 |UECo NP

02 Esclherichia 900 |1.000( 500 UI:(OJGUIN‘IMPF

., s coli. ml.
agua en lugares de recreacion acuética.
Agua costera y de transicion

Para evitar la contaminacion de las aguas, y su

Suficients ** [Buana *

consecuente riesgo para la salud humana, o lenerococos| 185 | 200| 100 |UFC o NI

intestinales. 100 ml.
02 |[Escherichial 500 |500| 250 |UFC o NMP/

siguiendo el Real Decreto 1341/2007 sobre la col. 100 mi.

Figura 1. Parametros microbiolégicos a
cumplir segin Real Decreto 1341/2007,
de 11 de octubre, sobre la gestion de la
calidad de las aguas de bafio

gestion de la calidad de las aguas de bafio, se



deben controlar analiticamente, al menos, los parametros que figuran en su

anexo |.

Como se hace constar en la Figura 1, los parametros obligatorios se basan en
la valoracion de dos grupos de bacterias diferentes: los enterococos
intestinales (Streptococcus faecalis) y Escherichia coli, ambos de origen
intestinal. El primero se trata de cocos en cadenas gram positivos, clasificados
en el grupo D de Lancefield. Escherichia coli es un bacilo gram negativo

perteneciente al grupo de las enterobacterias.

Por otro lado, la bacteria Clostridium perfringens, que habita en el aparato
digestivo del ser humano y de los animales, aparece con frecuencia en el suelo
y en el agua contaminada por heces. Se trata de un bacilo gram positivo,
anaerobio, con capacidad para esporular e inmovil, que puede asociarse con
una simple colonizaciébn, o llegar a poner en riesgo la vida. Dicho
microorganismo provoca infecciones de los tejidos blandos (como la celulitis, la
fascitis o miositis supurativa, y la mionecrosis 0 gangrena gaseosa),

intoxicaciones alimentarias y septicemia primaria (Murray, et al., 2009).

2. Objetivos

Como consecuencia de la reciente aparicion de los limnoembalses, se esta
llevando a cabo un proyecto que incluye estudios microbiolégicos, fisico-
guimicos, limnolégicos e hidroldgicos sobre ellos. En este trabajo nos
centramos en el analisis microbioldgico de las aguas de limnoembalses de tres
ubicaciones distintas: el limnoembalse de Pareja, El Vicario y Presa Verde.
Este trabajo es de gran importancia ya que la construccién de limnoembalses
sigue una tendencia creciente en Espafia, y en la actualidad se han realizado
muy pocos estudios de estas caracteristicas.

El objetivo general de este trabajo es:

1. Determinar la evolucion de la microbiota presente en los limnoembalses
de Pareja, El Vicario y Presa Verde desde mayo de 2015 a enero de
2016, haciendo un seguimiento en funcién de las 4 estaciones del afio.

Los objetivos especificos son:

1. Andlisis de la calidad ecoldgica de los limnoembalses.

2. Analisis de la contaminacién fecal de los limnnoembalses.
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3. Materiales y métodos

3.1. Tomade muestras
La toma de muestras es un paso muy importante en el analisis microbioldgico.
Es necesario crear condiciones de esterilidad en la recogida para asegurar que
los grupos de microorganismos que se determinan proceden exclusivamente
de las muestras, y no son parte de contaminacién ajena a ellas. Ademas, la
muestra debe ser representativa de los limnoembalses, debe contener una
cantidad de agua suficiente para su analisis, y debe ser correctamente

etiquetada en el momento de la recogida.

Las muestras fueron recogidas en botellas estériles de plastico de 1,5 L. El
encargado de tomarlas fue el grupo de investigacion del Departamento de
Geologia, Geografia y Medio ambiente de la Universidad de Alcala, liderado

por los Drs. Silvia Martinez y Antonio Sastre.

3.1.1. Localizacion de las muestras
El limnoembalse El Vicario (39°03'32.8"N, 3°59'48.2"W) se encuentra ubicado
en la provincia de Ciudad Real y fue construido en el afio 1973. Dicho embalse

es abastecido por el rio Bafiuelos, principal afluente del rio Guadiana.

La Presa Verde es el imnoembalse de cola perteneciente al Embalse Torre de
Abraham (39°23'48.5"N+4°14'52.8"W). Se encuentra en la provincia de Ciudad
Real, en el término municipal de Retuerta del Bullaque, y es abastecido por
este mismo rio, el Bullague, el cual también pertenece a la cuenca hidrogréafica

del Guadiana.

Por dultimo, el limnoembalse de Pareja (40°32'59.1"N+2°42'34.5"W) se
encuentra al sur de la provincia de Guadalajara, en la cabecera de la cuenca

del Tajo, y es alimentado por el rio Ompdlveda.

3.1.2. Profundidad

En el Limnoembalse El Vicario (Figura

Om

2) se recogieron muestras en la

3m

superficie, 3 my 6 m de profundidad en  °~
la presa, en la superficie y 3 m de

Presa Zona media Cola Rio Bafiuelos

profundidad en la zona media, y en la Figura 2. Puntos de muestreo en el

limnoembalse El Vicario y el rio Bafuelos.
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superficie de la cola y rio Bafiuelos.

En la Presa Verde (Figura 3) se

om

recogieron  muestras de la

superficie de ésta misma presa, y

Presa Rio Bullaque

Figura 3. Puntos de muestreo en el limnoembalse del rio que la alimenta, el rio
Presa Verde y el rio Bullaque. BuIIaque.

En el Limnoembalse de Pareja

om

o : (Figura 4) se recogieron muestras
B e en la superficie, 2 m, 5my 8 m de

Presa Cola Rio Ompélveda

la presa y en la superficie de la cola
Figura 4. Puntos de muestro en el limnoembalse 'y el rio Ompoélveda, encargado de

de Parejay el rio Ompolveda. abastecer al limnoembalse.

3.1.3. Espacio temporal
Para tener informacion de la evolucion de las aguas en funcién de la estacion
del afo, se hicieron 4 muestreos: el correspondiente a la primavera en mayo de
2015, el de verano en julio de 2015, el de otofio en octubre de 2015, y el de

invierno en enero de 2016.

3.2. Medios de cultivo
Dependiendo de las caracteristicas de cada microorganismo, se necesitan
unos requerimientos distintos para que su crecimiento sea el adecuado. Por
ello, la composicién de los medios de cultivo utilizados en el analisis varia

ampliamente. Los medios utilizados fueron:

1. Agar Sabouraud: Medio de cultivo sélido, selectivo para hongos. Presenta

un pH &cido y un alto contenido en glucosa y cloranfenicol, lo que inhibe el
crecimiento de la gran mayoria de bacterias tanto gram positivas como
negativas. Composicion: peptona (15,00 g/L), glucosa (40,00 g/L),
cloranfenicol (0,05 g/L), agar (15,00 g/L).

2. Agar Slanetz-Bartley: Medio de cultivo sélido, selectivo para enterococos.

La triptosa aporta nitrégeno, vitaminas y aminoacidos esenciales para el

crecimiento. La glucosa es el carbohidrato que aporta energia y el fosfato
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dipotasico actia como tampoén. La azida sédica se encarga de inhibir el
crecimiento de bacterias gram negativas. Composicion: triptosa (20,00 g/L),
extracto de levadura (5,00 g/L), glucosa (2,00 g/L), fosfato dipotasico (4,00
g/L), azida sddica (0,40 g/L), agar (12,00 g/L).

. Agar Sulfito Polimixina Sulfadiazina (SPS): Medio de cultivo sdélido,

selectivo para la recuperacion de Clostridium perfringens. El citrato férrico y
el sulfito de sodio son indicadores de la produccién de H2S (C. perfringens
reduce el sulfito a sulfuro, forma sulfuro de hierro y da color negro a las
colonias). La polimixina y la sulfadiazina son antibiéticos que aportan
especificidad al medio. Composicién: peptona de caseina (15,50 g/L),
extracto de levadura (10,00 g/L), citrato férrico (0,50 g/L), sulfito sddico
(0,50 g/L), sulfadiazina (0,12 g/L), polimixina B sulfato (0,01 g/L), agar
(13,00 g/L).

. Agar Levine (Eosin Methylene Blue, EMB): Medio de cultivo sdélido,

especifico y diferencial para el recuento de coliformes totales. Se utiliza en
la investigacion y diferenciacion de bacterias fermentadoras y no
fermentadoras de la lactosa. La eosina y el azul de metileno se encargan
de inhibir el crecimiento de bacterias gram positivas, ademas de actuar
como indicadores de fermentacion. La bacteria E. coli se diferencia del
resto por crecer formando colonias verdes metdlicas. Composicion:
peptona (10,00 g/L), lactosa (10,00 g/L), fosfato dipotasico (2,00 g/L),
eosina Y (0,40 g/L), azul de metileno (0,065 g/L), agar (15,00 g/L).

. Agar R2A: Medio de cultivo sélido, especifico para el recuento de
microorganismos oligotrofos en aguas. Se trata de un medio pobre en
nutrientes. El sulfato de magnesio y el fosfato de potasio se encargan de
mantener la presion osmética del medio. Ademas, contiene almidén, que
actia como desintoxicante; y piruvato de sodio, que incrementa la
recuperacion de estas células estresadas. Este medio incubado a bajas
temperaturas y en periodos prolongados, induce la “resucitaciéon” de los
oligotrofos. Composicién: peptona proteosa (0,50 g/L), caseina hidrolizada
(0,50 g/L), extracto de levadura (0,50 g/L), D (+) — glucosa (0,50 g/L),
almidon (0,50 g/L), piruvato de sodio (0,30 g/L), dipotasio hidrogeno fosfato
(0,30 g/L), sulfato de magnesio anhidro (0,024 g/L), agar (15,0 g/L).
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6. Agar Violeta Rojo Bilis v Glucosa (VRBG): Medio de cultivo sélido, selectivo

y diferencial utilizado en la deteccion y recuento de enterobacterias totales.
El rojo neutro es un indicador de pH. Las sales biliares y el cristal violeta
inhiben el crecimiento de bacterias gram positivas. Composicion: peptona
de gelatina (7,00 g/L), extracto de levadura (3,00 g/L), cloruro de sodio (5,0
g/L), glucosa (10,00 g/L), mezcla de sales biliares (1,50 g/L), rojo neutro
(0,03 g/L), cristal violeta (0,002 g/L), agar (15,00 g/L).

7. Agar_Tergitol: Medio de cultivo sélido, selectivo y diferencial para el

aislamiento de microorganismos coliformes. El heptadecisulfato de sodio
(Tergitol 7) actua inhibiendo la flora secundaria indeseable, la difusion de
“swarming” caracteristica del Proteus, y favorece la recuperacion de
coliformes. Contiene azul de bromotimol, indicador de pH que nos permite
diferenciar entre las bacterias fermentadoras y no fermentadoras de la
lactosa. Composicion: azul de bromotimol (0,025 g/L), extracto de levadura
(3,00 g/L), lactosa (10,00 g/L), peptona especial (5,00 g/L), Tergitol 7 (0,10
g/L), agar (15,00 g/L).

8. Caldo MacConkey: Medio especifico para bacterias gram negativas

fermentadoras de lactosa. Contiene sales biliares y cristal violeta
encargados de inhibir el crecimiento de la gran mayoria de bacterias gram
positivas. El colorante rojo neutro actia como indicador de fermentacion.
Composicion: bilis de buey (5,00 g/L), peptona (20,00 g/L), lactosa (10,00
g/L), purpura de bromocresol (0,01 g/L).

9. Plate Count Agar (PCA): Medio de cultivo sélido utilizado para el recuento

de aerobios mesofilos. No presenta ningin compuesto que haga que el
medio sea selectivo y/o diferencial. Composicion: peptona de caseina (5,00
g/L), extracto de levadura (2,50 g/L), dextrosa (1,00 g/L), agar (15,00 g/L).

Todos los medios de cultivo fueron esterilizados a 121 °C durante 15 minutos

antes de su utilizacion.

3.3. Inoculacion y siembra en medios de cultivo
En el momento de recepcion de las muestras, todas fueron almacenadas en
nevera a 4 °C hasta el momento de su analisis que no fue mas alla de 24 horas

desde la recepcion.
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En primer lugar, se realizaron diluciones seriadas de las muestras de agua.
Para ello, se utilizé Agua Peptonada (Extracto de carne 10 g/L y NaCl 5 g/L).
Las diluciones se realizaron el mismo dia en el que se sembraron las muestras,

para que no se produjese un crecimiento bacteriano invalidandolas.

Todas las diluciones fueron llevadas a cabo en campana de flujo vertical, y

utilizando pipetas y tubos estériles para mantener las condiciones de asepsia.

De la misma manera, la siembra en las placas se hizo en dicha campana y
siempre con un mechero Bunsen encendido para asegurar la esterilidad del
ambiente. Para realizar la inoculacion, se afiadié 0,1 mL de muestra en la placa
Petri. Cada placa contiene unos 20 mL de medio de cultivo. Una vez afiadida la
muestra, se extendid de manera uniforme por todo el medio con un asa de
Digralsky, previamente esterilizada con alcohol y a la llama del mechero. Tan
s6lo hay una excepcion a ésta técnica y es el medio SPS, cuya inoculacion fue
en masa, es decir, se afladen los 0,1 mL de muestra en la placa, y a
continuacion se afladen 20 mL del medio previamente atemperado en un bafio
a 50 °C, con ligera agitacion para que la muestra se extienda de manera
adecuada.

3.4. Incubacion en estufa

Tras la inoculacion de las
Tabla 1. Medios de cultivo, temperatura y tiempos de incubacion

muestras, los medios de utilizados para el andlisis de cada grupo de microorganismos.
cultivo fueron incubados

Microorganismo Medic de cultivo Temperatura Tiempeo de incubacién

Hongos Agar Sabouraud 25°C 7 dias
en dIStI ntas eSthas Enterococos Agar Slanetz-Bartley 37°C 48 horas
dependiendo de las
C. perfringens Agar SPS 37°C 48 horas (anaerobiosis)
temperaturas necesarlas Oligotrofos de Agar R2A 200C 7 dias
. . crecimiento lento
para el crecimiento de los
Oligotrofos de Agar R2A 32°C 48 horas
microorganismos tal vy Stecimiento rEpio

Aerobios meséfilos Agar PCA 32°C 24 horas

como se muestra en la

Enterobacterias Agar VRBG 37°C 24 horas
tabla 1.
Coliformes totales Agar Levine EMB 32°C 48 horas

Coliformes fecales Agar Tergitol 45°C 24 horas

3.5.  Analisis de contaminacion fecal
Para llevar a cabo un examen mas exhaustivo de la posible contaminacion

fecal presente en los limnoembalses, en el Ultimo muestreo (correspondiente a
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la estacién de invierno) se llevé a cabo una técnica conocida como colimetria

presuntiva y posteriormente una colimetria confirmativa.

3.5.1. Colimetria presuntiva
Técnica que se utiliza para la deteccién de bacterias coliformes. Los coliformes
son bacterias con morfologia de bacilo o cocobacilo, gram negativas, presentes
en el intestino y en las heces de humanos y animales. Se tratan de bacterias
aerobias o anaerobias facultativas, oxidasa negativa, que no tienen capacidad
para esporular. Entre sus caracteristicas mas importantes se encuentra la
capacidad de fermentar lactosa produciendo gas y acido a 37 °C, lo que se
produce en un tiempo maximo de 48 horas. Ademas, si estas bacterias son
fecales, también produciran acido y gas a 45 °C en un maximo de 24 horas.
Estas propiedades nos permiten identificarlas, o al menos diferenciarlas de
otras bacterias. A este grupo pertenecen bacterias del género Escherichia,

Citrobacter, Enterobacter y Klebsiella.

Para realizar esta técnica se prepara una bateria de tubos con medio caldo
MacConkey. Por cada muestra se inoculan 9 tubos, a 3 concentraciones
distintas:

- 3 Tubos de 9,9 mL de

medio MacConkey, a los 0.1mL Muestra oL
que se afade 0,1 mL de Colimetria / {UJmL \

presuntiva
muestra.
- 3 Tubos de 9,0 mL de e I e B ¥
doble concentrad:
medio MacConkey, a los
que se afiade 1,0 mL de T2
muestra. Colimeria posiiivo
confimmativa
- 3 Tubos de 10,0 mL de / \
medio MacConkey doble = )

Levine EMB 37°C 24h Levine EMB 45°C 24h
concentrado, a los que se

afade 10 mL de muestra. Figura 5. Esquema de la metodologia de analisis de la

Colimetria presuntiva/confirmativa.

Cada tubo estéril contiene en su interior una campana de Durham. La campana

es utilizada para poder visualizar la produccion de gas por parte de los
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microorganismos. La presencia de coliformes se visualiza con la aparicion de
gas y el viraje del medio a color amarillo. Posteriormente, se realiza un
recuento con la técnica estadistica del NUumero Mas Probable (NMP). En
funcioén de los datos que se obtienen, se realiza una segunda prueba, llamada

colimetria confirmativa.

3.5.2. Colimetria confirmativa
Para valorar la contaminacion fecal de los limnoembalses, lo que realmente nos
interesa es confirmar la presencia de la bacteria E. coli. Para ello, se utiliza el
medio Levine EMB, en el cual se inoculan las muestras positivas de la
colimetria presuntiva, es decir, aquellos tubos que presentan color amarillo
(debido a la fermentacion de la lactosa) y produccién de gas. Este medio se
incuba a 37 y 45 °C durante 24 h, al final de lo cual se busca la presencia de
colonias verdes metalicas caracteristicas, que seran indicativas de

contaminacion fecal.

3.6. Recuento de microorganismos
El recuento de microorganismos se realizo electronicamente con un contador
automatico de colonias. El aparato se encarga de fotografiar las placas y hacer
el recuento de colonias presentes en las mismas. A continuacion, para calcular

las unidades formadoras de colonias (UFC), se utilizé la siguiente ecuacion:

1 1
N=CXx—-x-—
i d

Dénde N es el numero de colonias viables por mL, C es el nimero de colonias

contadas en la placa, i el inoculo empleado y d la dilucién utilizada.

Cuando en una placa inoculada con la dilucion mas alta realizada de la
muestra, aparecen mas de 300 UFC el resultado se describe como

“incontables”.

Todas las muestras se inocularon por duplicado, obteniéndose en todos los

casos las medias que es el valor que se muestra en los resultados.

4. Resultados

A continuacion, se muestran los resultados del analisis microbioldgico en tablas

ordenadas en funcidn de las estaciones del afio:
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4.3.

Primavera

Tabla 2. Resultados del analisis microbioloégico de primavera, expresados en UFC/mL para hongos, C.

perfringes, enterobacterias y oligotrofos, y ausencia/presencia (+/-) para coliformes totales.

Coliformes Hongos Enterococos | Clostridium Oligotrofos de Enterobacterias
totales perfringens | crecimiento rapido
Limnoembalse El Vicario
Punto de
muestreo
Presa 0 m - 0 0 0 1,5x103 6,9 x 102
Presa 3m - 0 0 0 2,2 x103 2,9x 104
Presa 6 m - 0 0 0 2,2x103 8,4 x 102
Zona Media - 1,0x 10! 0 0 6,8 x 10* 2,3x 108
Om
Zona Media = 0 0 1,5 x 102 1,2 x 108 6,2 x 102
3m
Cola O m - 0 0 1,0x 10! 4,4 x 104 2,0x 103
Rio - 0 0 1,0 x 10?1 9,0 x 108 5,0 x 102
Bafiuelos 0
m
Limnoembalse Presa Verde
Punto de
muestreo
Presa 0 m - 0 0 0 2,7 x 104 1,2 x 104
Rio + 0 0 2,0x 10?1 1,8 x 103 6,7 x 102
Bullaque 0
m
Limnoembalse de Pareja
Punto de
muestreo
Presa 0 m - 0 0 0 NC 6,0 x 101
Presa 2 m - 0 0 0 2,9 x 102 3,0 x 10
Presa 5 m - 0 0 0 NC 0
Presa 8 m + 0 0 0 1,9 x 104 1,1 x 102
Cola O m - 0 0 0 1,0 x 108 4,2 x 102
Rio - 0 0 0 6,7 x 102 4,8 x 102
Ompélveda
Om

NC: No contable.

Crecimiento masivo.
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§4.4. Verano

Tabla 3. Resultados del andlisis microbiolégico de verano, expresados en UFC/mL para hongos, C.

perfringes, enterobacterias, aerobios mesofilos y oligotrofos; y ausencia/presencia (+/-) para coliformes

totales y coliformes fecales.

Limnoembalse El Vicario

PresaO0m - 0 - 0 0 4,8 x 10* 1,8 x 10* 8,0 x 10° 3,0 x10*
Presa3m - 1,0x 10 - 0 1,0 x 10t 4,6 x 10* 3,7 x10* 2,6 x 10* 4,2 x 104
Presa 6 m - 3,0 x 10t - 0 1,0 x 10t 1,0 x 10* 9,1 x 102 1,2 x 103 **
Zona Media - 7,0 x 10* - 0 0 6,6 x 10* 5,0 x 10* 5,2 x 10* *x
om
Zona Media - 0 - 0 3,0 x 10* 5,0 x 10° 3,3 x10? 3,5 x 102 1,9 x 10*
3m
ColaOm + 0 + 0 0 1,0 x10° 5,0 x 10* 4,4 x10* 7,2 x10*
Rio +* 1,7 x 10? + 0 1,4 x 10? 1,6 x 10° 1,5 x10° 1,6 x 10° 1,7 x10°
Bafiuelos 0
m

Limnoembalse Presa Verde

Presa 0 m + 3,0 x 10* + 0 2,0 x 10* 4,7 x 10* 3x6 x 10* 8,4 x 10* 2,3x10°
Rio + 5,0 x 10* + 0 1,0 x 10* 2,1x10* 5,2 x 10? 1,2 x10° 3,3x10*
Bullague 0
m

Limnoembalse de Pareja

Presa 0 m - 0 - 0 0 1,1x10? 0 0 **
Presa 2m = 0 = 0 0 8,3 x 102 7,0 x 10t 1,3 x10? 6,9 x 102
Presa5m - 0 - 0 0 7,9 x10% 3,6 x 102 2,3x102 9,0 x 102
Presa8 m - 0 + 0 0 9,9 x 102 1,9x10? 1,3x 10? 7,0 x10°
ColaOm - 0 - 0 0 6,2 x 10? 0 0 9,6 x 10?
Rio 5 1,0 x 10! - 0 0 3,0 x 10* 1,2 x10° 3,0 x 10* 3,3x10°%
Ompélveda
om

*Presencia de colonias verdes metdlicas en el medio Levine EMB, indicadoras de la presencia de E. Coli.

**No se pudo hacer el recuento, pero habia crecimiento.
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4.5.

Otofo

Tabla 4. Resultados del andlisis microbiolégico de otofio, expresados en UFC/mL para hongos, C.

perfringes, enterobacterias, aerobios mesoficolos y oligotrofos, y ausencia/presencia (+/-) para coliformes

totales y coliformes fecales.

Coliformes Hongos Coliformes Enteroco Clostridium Oligotrofos Enteroba Aerobios Oligotrofos
totales fecales cos perfringens de cterias meso6filos de
crecimiento crecimiento
rapido lento
Limnoembalse El Vicario
Punto de
muestreo
Presa0 m - 3,0 x 0 0 0 1,8 x 10* 2,9 x102 7,6 x10° 1,5 x 10*
10t
Presa3m - 1,0 x + 0 0 2,2 x10* 7,0 x 102 8,3 x10° 1,6 x 10*
10t
Presa 6 m - 0 + 0 0 1,7 x 10* 1,0 x 10° 1,1 x 10 1,6 x 10*
Zona Media + 1,0 x + 0 3,0 x10* 2,7 x10* 1,4 x 10° 1,1 x 10* NC
om 10t
Zona Media No hay muestra
3m
Cola0Om - 2,0x 0 0 1,0 x 10! 6,0 x 10° 4,4 x10% 1,4 x10° 6,5 x 10°
10t
Rio Bafiuelos o 3,0 x 0 0 0 9,2 x103 4,7 x 102 3,0 x 103 1,3x 10°
0om 10t
Limnoembalse Presa Verde
Punto de
muestreo
PresaOm No hay muestra
Rio Bullaque No hay muestra
om
Limnoembalse de Pareja
Punto de
muestreo
Presa0 m - 0 0 0 0 1,8 x 103 1,0 x 10* 3,0 x 10* 2,9x10°
Presa2m - 2,0x 0 0 0 4,1x10° 2,0 x 10* 1,0 x 10? 7,5 x10°
10*
Presa5m - 0 0 0 1,0 x 10! 9,8 x10° 3,0 x10? 7,0 x 10? 1,0 x 10*
Presa 8 m + 0 0 0 0 1,8 x 10* 1,5 x 10? 6,4 x 10? 4,4 x10°
ColaOm - 0 0 0 0 4,8x10° 2,8 x102 3,7 x10? 3,0 x 102
Rio - 0 0 0 0 1,3 x 10* 1,0 x 10t 6,0 x 10* 1,2 x10*
Ompélveda 0
m

NC: No contable. Crecimiento masivo.
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4.6.

Invierno

Tabla 5. Resultados del analisis microbioldgico de invierno, expresados en UFC/mL.

Hongos Enterococos Clostridium Oligotrofos Aerobios Oligotrofos
perfringens de mesofilos de
crecimiento crecimiento
rapido lento
Limnoembalse El Vicario
Punto de
muestreo
Presa 0 m 0 0 0 8 x 10? 8 x 10* 6 x 102
Presa 3 m 0 0 0 4,1 x 10° 8,2 x 10? 5,8 x 10°
Presa 6 m 0 0 0 4,4 x 10* 2,0 x 10° 7,8 x 10°
Zona Media 0 0 0 0 1,7 x x 10* 2,9 x 10? 1,5 x 10*
m
Zona Media 3 0 0 0 1,3 x 10* 1,1 x 102 1,2 x 10*
m
ColaOm 0 0 0 NC 1,3x10° NC
Rio Bariuelos 5 x 10* 0 3 x10* NC 4,7 x 108 NC
Om
Limnoembalse Presa Verde
Punto de
muestreo
Presa 0 m No hay muestra
Rio Bullaque 0 No hay muestra
m
Limnoembalse de Pareja

Punto de
muestreo
Presa 0 m 1x10* 0 0 8,9 x 10? 1x10° 7 x 10?
Presa2 m 1x10* 0 0 7,1 x 10? 0 3,2 x10°
Presa 5 m 0 0 0 4,9 x 10? 0 2,9 x 10°
Presa 8 m 0 0 0 1,7 x 103 6,0 x 10! 2,8 x10°
ColaOm 0 1x10* 0 8,5 x 10? 1,0 x 102 4,2 x 10°
Rio Ompolveda 1x10* 2 x 10t 0 1,8 x 104 2,0 x 10? NC

NC: No contable. Crecimiento masivo.

Como ya se ha mencionado anteriormente, en la muestra tomada en invierno

también se llevo a cabo una colimetria presuntiva y una colimetria confirmativa
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para aumentar la especificidad del estudio. Los resultados de esta técnica se

muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Resultados de la colimetria presuntiva/confirmativa realizada en enero de 2016.

Agar MacConkey Levine EMB NMP/100 mL

Tubos 10 mL Tubos 9 mL Tubo 9,9 mL 37°C 45°C

Limnoembalse El Vicario

PresaOm 0
Presa3m 0
Presa6 m 0
ZonaMediaOm | ++ | ++ ++ + + 15
Zona Media 3 m 0
ColaOm 0
Rio Bafiuelos 0 + 83 + i A A + + 150
m

Limnoembalse Presa Verde

PresaOm No hay muestra
Rio Bullagque 0 No hay muestra
m

Limnoembalse de Pareja

PresaOm 0
Presa2m 0
Presa5m 0
Presa8m 0
ColaOm 0
Rio Ompdlveda | + + + ++ + + 20

En la siguiente figura (Figura 6) se muestran los datos de los cambios en el

recuento de los oligotrofos de crecimiento rapido y lento, asi como el de
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mesofilos aerobios y hongos durante el periodo de tiempo estudiado en los

distintos limnoembalses analizados.

T e et
00 200050 o]
g 1000 180000 7 L0000
o o o
A 3 poooon 3 ooone 2 1o
0000 — —
. , . s B0 1T
I I T Pl s i . Wy o W
Pebuarrbrn o "ol Wicaria® Moriim de “Frew Verde™ Mtusrviran de “Faneis”
g P00 e
e 0 s
j L 7 130000 7 1o
b b 7
S 100000 5 100000 = 100000
w0000 o w0000
[ K] P -
o [ a
Vi BWE OVE DV VS Ve VT i Pt M1 OME ME M W W
Mbueriken, d o Vicaria® Wiurviran de “Prevs Verde™ N
15000 o000 a0
] reoen HI0000
g 150000 j hseoos 3 1000
o v b
5 o000 5 1o0oao 3 100000
0000 50000 oo
o [} a l
0 T 0 5 Ve VT P ] 1 TR ME W W
By ol Wicaria® M de “Prews Werde™ et de “Fars -
o 200 o
150 ] 150
o ] z =
g g
D . " 0
™ " = ™
Wl DeE Ve ve e o L] Pl W ] w w4 w
Mo ] [ 14 Vi [ P

Figura 6. Recuento de oligotrofos de rapido crecimiento (A), de lento crecimiento (B), mesofilos
aerobios (C) y hongos (D), en las presas de El Vicario (1), Presa Verde (2) y Pareja (3). Los datos se
expresan en UFC/mL. - Primavera - Verano D Otofio -Invierno. El cadigo usado para los

puntos de muestreo en cada limnoembalse, se muestra en el listado de abreviaturas de esta memoria.

Como se puede observar, la mayor cantidad de microorganismos,
independientemente del grupo de los mismos, se encontro en el limnoembalse
de El Vicario. En los puntos muestreados, se puede comprobar que es la cola y
el rio Bafiuelos donde el numero de los mismos es méas alto. Es el
limnoembalse de Pareja donde se detectaron los valores mas bajos de
recuento de oligotrofos, tanto de crecimiento rapido como lento, asi como de

mesaofilos aerobios y hongos.
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5. Discusion

En primer lugar, cabe destacar que en las estaciones de otofio e invierno
algunas de las muestras no se tomaron debido a la poca cantidad de agua que

presentaba el punto de muestreo (Figuras 2, 3y 4).

De la misma manera, los medios de cultivo utilizados fueron variando a medida
gue obteniamos resultados e informacion acerca del estado de los
limnoembalses. En el muestreo de primavera se hizo un andlisis mas general,
como toma de contacto con ellos. Los resultados obtenidos confirmaron la
presencia de coliformes totales y enterobacterias, lo que nos hizo pensar que
podia haber contaminacion fecal en los limnoembalses. Por ello, en verano se
introdujo el medio de cultivo Agar Tergitol, que es selectivo para coliformes
fecales cuando es incubado a 45 °C durante 24 horas. A parte de este medio,
en verano también comenzamos a utilizar el medio PCA, para valorar la
cantidad de aerobios mesofilos presentes en las muestras de agua; y
duplicamos el numero de placas de R2A, cultivando la mitad de ellas a 20 °C
durante 7 dias para determinar los oligotrofos de crecimiento lento, y la otra
mitad a 32 °C durante 48 horas para determinar los oligotrofos de crecimiento
rapido. Estos 3 medios nos sirven para valorar la calidad ecolégica de los

limnoembalses.

La ultima modificacion que se hizo, en cuanto a medios de cultivo se refiere,
fue en las muestras de invierno. Los resultados que estabamos obteniendo
hasta ese momento acerca de la contaminacion fecal en las muestras
analizadas, nos llevaron a cambiar la metodologia de estudio e introducir la
técnica de la colimetria presuntiva y confirmativa, que nos permitio aumentar la
especificidad de los resultados y dar un recuento de coliformes totales y

presencia de coliformes fecales.

5.1. Calidad ecoldgica
El objetivo principal de los estudios de calidad ecologica es la caracterizacion
de las aguas conforme a la normativa de la Directiva Marco de Agua. Esta
directiva nace el 22 de diciembre del 2000, a raiz de la necesidad de unificar

las actuaciones llevadas a cabo respecto al agua en la Union Europea (Anon.,
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2016). Lo que se pretende conseguir con ella, es establecer unas condiciones

de referencia para la proteccion de los sistemas acuaticos.

Estos protocolos de actuacion se basan en indicadores bioldgicos que
determinan la calidad ecoldgica de las aguas. Entre ellos se encuentran la
determinacién de microorganismos aerobios mesofilos y oligotrofos, que nos
aportan informacion acerca de la cantidad de contaminantes organicos
presentes en el ecosistema. Los oligotrofos son microorganismos autéctonos
del agua capaces de crecer en medios muy pobres en nutrientes y a
temperaturas bajas. Sin embargo, los aerobios mesdfilos son microorganismos
gue aparecen mayoritariamente cuando el contenido en nutrientes es mayor.
Observando la relacion entre unos y otros microorganismos se puede saber el
estado ecoldgico de la masa de agua analizada. El estado ideal es que haya un
namero elevado de oligotrofos y que el nimero de mesofilos aerobios sea muy
bajo ya que se considera que, debido a la falta de nitrégeno y fosforo de las
aguas, esta limitado el crecimiento de los mismos (Molina Navarro, et al.,
2011).

En la figura 6 podemos observar como la mayor cantidad de microorganismos
se encuentran en la presa de El Vicario, siendo Pareja donde se encuentra el
menor nimero. En el caso de la presa de El Vicario, los mayores valores se
obtuvieron en la cola del limnoembalse (EV6) y en el rio Bafiuelos (EV7). Sin
embargo, en el caso de la Presa Verde, los mayores valores se obtuvieron en
el agua de la presa (PV1) y no en el rio Bullaque (PV2) que es el que aporta el
agua al mismo. En el caso de Pareja, de nuevo, los mayores valores se
obtuvieron en aguas procedentes del rio Ompdlveda (M6). En ninguna de las
presas analizadas el numero de mesofilos aerobios fue mayor que los
oligotrofos, por lo tanto, se puede sefalar que el estado ecoldgico de las aguas
de las tres presas es bueno. Ademas, para valorar la calidad ecolégica de las
aguas, también se ha analizado la presencia de hongos y levaduras. Los
resultados muestran bajas concentraciones de estos microorganismos en el
agua en los tres casos (En la figura 6, en el caso de estos microorganismos la

escala de la grafica es 1000 veces que en el caso de las bacterias).
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5.2. Contaminacion fecal
Para detectar la contaminacion fecal que pudieran tener los tres
limnoembalses, se analiz6 la presencia de diferentes grupos de
microorganismos: enterobacterias, enterococos, Clostridium perfrigens y

coliformes, tanto totales como fecales.

Como era de esperar, la gran mayoria de las muestras analizadas tenian
presencia de enterobacterias. Es l6gico ya que dentro de este grupo de
bacterias las hay que tienen su habitat en el agua, sin ser necesariamente, por
tanto, de origen fecal. Son los coliformes, junto con los enterococos y

clostridios los que dan una idea mas real de la presencia de contaminacién

fecal (Garcia-Armisen and Servais, 2007).

En los analisis realizados en la presa de El Vicario, se detectaron en verano
otofio e invierno coliformes totales en el rio que le aporta el agua (Bafiuelos), lo
gue puede deberse al aumento de estos microorganismos que se produce tras
las lluvias, segun algunos autores (Haggarty et al., 2010; Hong et al., 2010). Sin
embargo, en los mismos periodos no se detectaron coliformes totales en las
muestras de la zona préxima al dique. En todos los casos donde se habian
detectado coliformes, cuando se hicieron las incubaciones a 45 °C se detecto
crecimiento indicando, por tanto, que se trataba de contaminacion fecal.

En la Presa Verde, se detecté contaminacién por coliformes en las muestras de
primavera y verano del rio Bullaque, contaminacion que en verano alcanzo la
zona del dique de la presa. En todos los casos se demostr6 que era
contaminacion fecal. Al no tener muestras de otofio e invierno, por no haber

agua, no se puede determinar contaminacion.

Por dltimo, en la presa de Pareja, solo se detectd presencia de coliformes en el
rio Ompdlveda en las muestras de verano e invierno, en ambos casos también
se trataba de coliformes fecales. La presencia de contaminacion fecal en el rio
Ompolveda puede tener su origen en una nave muy cercana que puede estar
vertiendo residuos en él. En otofio se detecté presencia de coliformes totales
en la zona del digue a 8 metros de profundidad, pero no eran fecales. En
invierno, en la zona media, en la superficie, se detectd coliformes totales que

fueron fecales.
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Tanto los limnoembalses como los rios se conocen como aguas continentales.
Si comparamos los valores del anexo | (referentes al Real Decreto 1341/2007
sobre la gestion de la calidad de las aguas de bafio) con los obtenidos en el
célculo del NMP en el andlisis de contaminacion fecal de invierno, podemos
concluir que la calidad de las aguas de todos los limnoembalses estudiados y

los rios que la abastecen es excelente.

Otro grupo de microorganismos indicadores de contaminacién fecal son los
enterococos. Su andlisis permite conocer si la contaminacion fecal es humana
o animal al establecer la relacibn N° coliformes (CF) /N° enterococos (SF)

(Geldreich, et al., 2968) tal como se observa en la tabla 7.

Tabla 7. Determinacion del origen de la contaminaciéon fecal segun la relacion de
CF/SF (Geldreich et al, 1968).

CF /! SF Origende la contaminacion fecal
=d Fuerte evidencia de que la contaminacion esde origen humano
20-40 Buena evidencia del predominio de residuos humanos
0E=-20 Buena evidencia del predominio de residuos animales
<06 Fuerte evidencia de gque la contaminacion es de arigen animal

Por esa razén se analiz6 su presencia en las muestras de los tres
limnoembalses. Lo primero que nos llamé la atencion al realizar el estudio fue
el crecimiento nulo en todos los muestreos usando el medio Slanetz-Bartley,
especifico para enterococos. Para comprobar que el medio estaba bien
preparado, y que no habia crecimiento porque no habia presencia de
enterococos en ninguno de los limnoembalses, introdujimos un control positivo
a 37 °C durante 24 horas en la estufa. El crecimiento fue bueno, por lo que se
dedujo que en los limnoembalses y rios analizados no habia presencia de

enterococos a excepcion del rio Ompélveda en las muestras de invierno.

Los resultados para Clostridium perfringens en el limnoembalse de Pareja
fueron negativos en todos los muestreos, a excepcion del otofio donde si
obtuvimos crecimiento en una de las muestras. Si que se hallé presencia de
este microorganismo, caracteristico por su crecimiento en forma de colonias
negras en el medio SPS, en el resto de limnoembalses. Todas las muestras
tomadas del rio Bullaque presentaron contaminacion. Varias de las muestras

del limnoembalse El Vicario dieron positivo en el analisis, aunque siempre en
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bajas concentraciones, siendo el nimero de muestras positivas mucho menor

en las muestras de otofio e invierno.

6. Conclusiones

Del trabajo realizado se pueden obtener las siguientes conclusiones:

1.

Las caracteristicas ecolégicas de los tres limnoembalses analizados
son buenas ya que los mesofilos aerobios no son mayoritarios frente a
los oligotrofos, presentando ademas un numero reducido de hongos y
levaduras.

Las aguas de los tres limnoembalses, atendiendo al numero de
coliformes fecales presentes y al Real Decreto 1341/2007, pueden ser

consideradas excelentes para el bafio.
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Listado de abreviaturas
Cddigos usados en la Figura 6 para representar los puntos de muestreo en

cada limnoembalse:

Limnoembalse El Vicario

EV1l PresaOm

EV2 Presa3m

EV3 Presa 6 m

EV4 Zona Media 0 m

EV5 Zona Media 3 m

EV6 ColaOm

EV7 Rio Bafiuelos 0 m
Limnoembalse Presa Verde

PV1 PresaOm

PV2 Rio Bullaque 0 m

Limnoembalse de Pareja

M1 PresaOm

M2 Presa2m

M3 Presa5m

M4 Presa 8 m

M5 ColaOm

M6 Rio Ompolveda
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