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1. Resum

S’ha valorat si la deteccio i/o increment dels indicadors microbians de contaminacio
fecal en les llacunes del Club de Golf d’Aro és deguda a un recreixement de poblacions
d’aquests indicadors que procedeixen de l'estacié depuradora d’aigiies residuals (EDAR) de
Castell-Platja d’Aro, que és qui subministra les aiglies regenerades emprades per al reg, o
bé tenen un altre origen (huma o animal) relacionat amb les activitats desenvolupades en el
club de golf, o son degudes a la dinamica natural de funcionament d’'unes llacunes. També
s’ha estimat la persisténcia de diferents indicadors de qualitat microbiana mitjancant assaigs
en un mesocosmos aplicat “in situ” en una llacuna del Club de Golf i utilitzant aigua residual
de I'EDAR. Aguests assaigs han permés estimar el temps d'inactivacié d’aquests indicadors
i, per tant, de disposar de dades per a fer una aproximacié de quant de temps hauria de
passar perqué la majoria de poblacions microbianes d'origen fecal s'inactivessin si es
produis una entrada d’aiglies insuficientment desinfectades de l'‘estacié de regeneracié
d’aigties (ERA) en les llacunes del Club de Golf.

S’ha caracteritzat i comparat la diversitat de les poblacions microbianes de coliforms
fecals i enterococs associades als tractaments de 'EDAR-ERA i aquelles de les dues
llacunes del Club de Golf d’Aro, per tal d’esbrinar el possible origen de la contaminaci6 fecal
gue apareix en les llacunes. Les estructures i composicions d'ambdues poblacions
bacterianes de les aiglies residuals depurades (tractament secundari) de 'EDAR son
diferents de les de les aigiies de les dues llacunes. Per tant, cal associar l'increment
observat de les concentracions de coliforms fecals i enterococs en les llacunes, sobretot
durant els mesos d’estiu, a aportacions fecals propies de les activitats que es desenvolupin
al voltant de les llacunes i no com a aportacions de les poblacions bacterianes de les aiglies
de 'EDAR.

La persistencia dels diferents indicadors microbians de contaminacié fecal en el
mesocosmos assajat en les llacunes ens permet estimar que el temps necessari que caldria
esperar per a la seva inactivacié, en el cas que es donés una entrada d’aigua regenerada
defectuosa (aigua de sortida del tractament secundari de la EDAR). S’ha valorat que durant
I'hivern es donaria una disminuci6 d'entre 1,0 i 1,5 unitats logaritmiques per cada 7 dies de
temps de residéncia per a les poblacions bacterianes i de més de 10 dies pels bacteriofags
estudiats. En canvi, a l'estiu la disminuci6 seria d’'entre 1,0 i 1,5 unitats logaritmiques per
cada 3 dies de temps de residéncia per a les poblacions bacterianes i de més de 5 dies pels

bacteridfags estudiats.



2. Antecedents

La composicioé i l'estructura de les poblacions bacterianes de coliforms fecals i
enterococs en aigles residuals poden variar significativament depenent de l'origen fecal de
les aigues i dels tractaments que reben. S’han observat diferéncies en la diversitat i en els
clons poblacionals d’enterococs i coliforms fecals quan s’han avaluat aquestes poblacions
en aigues residuals humanes (urbanes i d’hospitals) i en aigles residuals animals
(escorxadors i granges). L'enumeracié dels bacteridfags de Bacteroides spp. utilitzant
soques hoste associades especificament a un origen fecal huma o animal també han
permés recentment determinar l'origen d’'una contaminacid com a contribucions fecals
humanes o animals, mitjancant la seva proporcié relativa respecte la concentracio de
bacteriofags somatics.

El Reial Decret 1620/2007 sobre la reutilitzacié d'aiglies indica en el seu article 5
(criteris de qualitat, annex |: caracteristiques de qualitat exigides) que el responsable fins al
punt de lliurament de I'aigua regenerada és el titular de la concessio que la proveeix. Ara bé,
a partir del punt de lliurament el responsable del “no deteriorament” de la qualitat de I'aigua
regenerada en la zona o instal-lacions d’Us, és l'usuari de I'aigua regenerada.

L'aigua regenerada obtinguda en I'estacié de regeneracié d'aigua (ERA) de Castell
Platja d’Aro es subministrada al Club de Golf d’Aro per a alimentar les llacunes del golf que
també fan de reservori d‘aigua per al reg per aspersié dels camps. La qualitat de I'aigua
regenerada subministrada es controlada durant tot 'any pel personal de 'EDAR-ERA de
Castell Platja d’Aro i s’ha observat la preséncia d'una lleugera carrega fecal en l'aigua
regenerada una vegada lliurada a les llacunes del Golf. Es planteja si la deteccié i/o
increment dels indicadors microbians tradicionals de contaminacié fecal és deguda a un
recreixement de poblacions d’aquests indicadors que procedeixen de I' EDAR, o bé tenen un
altre origen (huma o animal) relacionat amb les activitats desenvolupades en el club de golf
0 bé en la dinamica natural de funcionament d’'unes llacunes.

Es considera oportu caracteritzar i comparar la diversitat de les poblacions
microbianes de coliforms fecals i enterococs associades als tractaments de la EDAR-ERA i
aquelles de les dues llacunes del Club de Golf d’Aro per tal d’esbrinar el possible origen de
la contaminacié fecal que hi apareix. També es valorara la persisténcia de diferents
indicadors microbians de contaminacié fecal en les llacunes, per tal de estimar el temps
necessari que caldria esperar per a la seva inactivacig, en el cas que es donés una entrada

d’aigua regenerada defectuosa (aigua de sortida del tractament secundari de la EDAR).
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3. Objectius

Objectiu general

Determinar l'origen de la carrega fecal existent en les llacunes del Club de Golf d’Aro,

avaluant si procedeixen de les aigiies regenerades de la planta de Castell-Platja.
Objectius especifics

1. Caracteritzar la composicio de la microbiota bacteriana (enterococs i coliforms fecals)
i analitzar la seva diversitat en tres punts del procés d'utilitzacié de l'aigua regenerada:
efluent secundari de la planta de tractament i aigua de les dues llacunes del golf.

2. Avaluar la persisténcia que presentarien les poblacions de coliforms fecals i
enterococs de les aiglies de sortida del secundari de la planta de tractament en cas que es
produis una errada en el tractament de regeneracié i arribessin a les llacunes del golf unes
concentracions de microorganismes indicadors de contaminacio fecal per sobre dels limits

normatius.
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4. Pla de treball i procediments realitzats

41. 1. Presa de mostres, mesocosmos en les llacunes i enumeraci6 de

poblacions microbianes

S’han realitzat un total de 6 campanyes de mostreig (3 al juliol de 2008 i 3 al gener-
febrer de 2009) per a l'estudi de la diversitat de les poblacions de coliforms fecals i
enterococs (2 al juliol de 2008, i 1 a I'agost del 2008), i 7 assaigs independents per a valorar
la persistencia dels microorganismes de I'efluent secundari en cas de qué arribessin a les
llacunes. El primer assaig de persisténcia fou de caracter preliminar per a determinar les
condicions adients de mostreig (juliol de 2007). Posteriorment es realitzaren els 6 assaigs
independents distribuits de la seglent manera: 2 assaigs els mesos de gener i febrer de
2008, 2 assaigs durant el juliol de 2008 i 2 assaigs més d’hivern durant els mesos de gener i
febrer de 2009.

Per a I'estudi de la diversitat es varen establir tres punts de presa de mostres tant per
les mostres d’estiu com per les d’hivern: I'efluent secundari (SEC) i un punt de mostreig en
cadascuna de les llacunes del Club de Golf d’Aro (GDALl i GDA2). Les mostres van ser
recollides i emmagatzemades a 4°C seguint els protocols estandard (Anonymous, 1994). Es
van realitzar dilucions decimals de les mostres amb PBS (Phosphate Buffered Saline, pH
7.4). Els coliforms fecals i els enterococs van ser enumerats per la técnica de filtracio de
membrana mitjancant medis selectius. EI medi m-FC es va utilitzar per a les enumeracions
de coliforms fecals incubant-ho a 44°C durant 24 h (Anonymous 2000), i l'agar m-
Enterococcus Agar (MEA) per a I'enumeracio de enterococs incubant-ho a 37°C durant 48h.
Les membranes incubades per a I'enumeracié de enterococs van ser transferides al medi
“Bilis Esculine Agar” (BEA) durant 1h a 37°C per a la confirmacio de les colonies crescudes
en el medi MEA (Anonymous 1998).

Els assaigs de persisténcia (inactivacié) de les poblacions microbianes en les aigles
residuals en el cas d'una entrada en les llacunes d’aigua insuficientment desinfectada es
varen realitzar mitjangcant un estudi “in situ” (mesocosmos). Aquest mesocosmos es va
generar utilitzant aigua residual crua de I'entrada de 'EDAR que es va diluir 1:50 amb l'aigua
de les llacunes. Aquesta dilucio es distribuia en diferents unitats (bosses) preparades amb
tubs de dialisi (Medicell Dialysis Tubing Visking, London, Regne Unit) per cada dia de
mostreig i per cadascun dels assaigs, de manera que cada dia de mostreig s'agafaven les
unitats de bosses de didlisi necessaries per a poder fer el seguiment quantitatiu de les

poblacions microbianes estudiades. Les membranes de dialisi son tubs elastics fets de
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cel-lulosa formant una malla semipermeable amb un porus d’entre 12 i 14 KDa. Per tant,
permeten que els soluts i I'aigua difonguin a través de la membrana sempre a favor d'un
gradient de concentracié, de manera que la concentracié de sals de dins les bosses sera la

mateixa que la de les llacunes, perd no hi entraran ni sortiran cél-lules microbianes.

Figura 1. Material utilitzat per a la preparacié i la col-locacié dels assaigs “in situ” en les llacunes (mesocosmos).

J _—z = ;
Foto: Carles Borrego. UdG Foto: Carles Borrego. UdG Foto: Anicet Blanch. UB

Les bosses de dialisi plenes de la dilucié d’aigua residual, es varen dipositar en una
gabia per tal d'evitar agressions de particules grolleres que poguessin malmetre les
membranes. La gabia es va submergir en una de les llacunes del Club de Golf d’Aro a una
fondaria d’'uns 20 cm, tal i com es pot veure en les figures 1 i 2. La llacuna triada va ser
l'anomenada GdA2, per I'abséncia de clor residual que presenten les seves aigies, en
comparacio amb les de la llacuna GdA1, on la influéncia de I'aigua regenerada que hi arriba

directament de 'ERA és notable en algunes époques de I'any.

Figura 2. Disposicid de les bosses de dialisi en la gabia i en la llacuna

Durant un periode maxim de dues setmanes es va recollir periddicament una bossa
de dialisi per a mesurar la concentracié de les diferents poblacions microbianes. En tots els
assaigs s’han analitzat coliforms fecals (CF), bifidobactéries totals (TBIF), bifidobactéries
fermentadores de sorbitol (SFB), bacteridfags somatics (SOM) i bacteridfags de Bacteroides
de soques hoste-especifiques d’humans (BACT). A més, en les mostres de I'hivern de 2009
es varen valorar també les concentracions d’E. coli i d’enterococs fecals. L’enumeracio
d’'aquestes poblacions microbianes es va realitzar tal i com esta descrit en treballs anteriors

del grup de recerca (Blanch et al. 2006).



4.2. 2. Analisis de I'estructura i composicio de les poblacions de coliforms

fecals i d’enterococs

A partir de les plagues de m-Enterococcus i m-FC agars utilitzades per a
'enumeracio dels enterococs i coliforms fecals respectivament s’han obtingut les soques
d’aquests grups bacterians per a procedir a I'estudi de la seva biodiversitat. S’han valorat 75
soques en total per a cadascun dels dos grups microbians estudiats (enterococs i coliforms
fecals) i per a les 3 mostres independents de I'estiu de cada punt de mostreig (25 soques
per mostra independent). EI nombre total de soques caracteritzades durant els mostrejos
d’hivern ha estat de 90 pels coliforms fecals (45 de SEC, 9 de GDA1 i 36 de GDA2) i de 83
pels enterococs (32 de SEC, 11 de GDAL1 i 40 de GDA2). El nombre menor de soques en les
mostres de I'hivern esta relacionat amb la menor concentracid trobada per a totes dues
poblacions en qualsevol dels punts de mostreig. Totes aquestes soques s’han seleccionat a
I'atzar entre les coldnies crescudes en cadascuna de les plaques de cultiu de les mostres
processades, per tal de que la seva representativitat fos significativa, tal i com han establert

previament altres autors (Bianchi and Bianchi, 1982).

S’han preparat cultius purs per a cadascuna d’aquestes soques aillades, i cultius
frescos a partir d’aquests, per a procedir a l'estudi del fenotipatge bioquimic. La
caracteritzacio fenotipica de les soques aillades s’ha realitzat mitjangant el sistema
miniaturitzat Phene Plate System utilitzant les microplaques Ph-P-RF i Ph-P-RE (PhP-Plate
System, Bactus AB, Estocolm, Suécia) per a l'analisi de les poblacions de coliforms fecals i
enterococs respectivament. El procediment i els fonaments d’aquest fenotipat bioquimic s'ha
descrit detalladament en estudis anteriors (Kuhn, 1985; Kihn et al., 1997). S’han mesurat
els valors numérics d’absorcions de les cinétiques de creixement i s’han determinat els
indexs de correlaci6, de diversitat i de similitud poblacional. L'index de diversitat de Simpson
(Di) i lI'index de la similitud poblacional (Sp) han estat calculats tal i com s'ha descrit en
estudis anteriors (Kuhn et al., 1991) mitjancant el programa informatic PhpWin® (PhP-Plate
System, Bactus AB, Estocolm, Suécia). Els indexs de diversitat s’han calculat utilitzant els
coeficients de correlacié per a les proves analitzades, prenent en consideracié les soques
aillades de coliforms fecals i d'enterococs en cada punt mostrejat. La comparacié de
I'estructura i la composicié d'aquestes poblacions bacterianes entre els diferents llocs del
mostreig s’ha realitzat mitjancant el métode UPGM (unweighted-pair groups method). S’han
identificat els diferents grups fenotipics en cadascuna de les mostres i per a cada poblacié
bacteriana. Els grups fenotipics han estat constituits per aquelles soques que presenten uns

coeficients de correlaci6 respecte els perfils bioquimics de PhP-Plate més grans de 0,975.
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4.2. 3. ldentificacié de les soques de coliforms fecals i d’enterococs

La identificacié de totes les soques bacterianes aillades s’ha realitzat mitjancant la
seleccié d’'una soca representant de cada grup fenotipic obtingut amb els perfils bioquimics
PhP-Plate. Aquestes soques representants han estat seleccionades perqué presenten la
menor similitud amb la resta de soques incloses en els altres grups fenotipics, i la major
similitud amb totes les soques del propi grup fenotipic (Vilanova et al., 2004). Posteriorment,
les soques representants pels diferents grups fenotipics s’han identificat comparant els seus
perfils bioquimics amb aquells obtinguts en anteriors treballs amb soques taxonomicament
identificades i incloses en col-leccions de referéncia pels perfils bioquimics de PhP-Plate,
tant pels coliforms fecals (Vilanova et al., 2004) com pels enterococs (Blanch et al., 2003).
S'ha acceptat la identificacié de les soques representants d’aquest estudi si existeix un
coeficient de correlacié superior a 0,95 dels perfils bioguimics de PhP-Plate amb aquells de
les soques de les col-leccions de referéncia. Finalment, s’han calculat els percentatges per

generes o espécies de les soques classificades dels dos grups bacterians estudiats.

4.2. 4. Calcul de lainactivacié i analisi dels valors de persisténcia

La inactivacié de les poblacions microbianes s’ha valorat mitjancant el calcul de la
constant d'inactivacié Ks i la T90. La Ks indica la taxa de disminuci6 de la poblacié al llarg
del temps. La T90 indica el temps necessari perqué es produeixi la inactivacié del 90% de la
poblacio inicial, o dit d’'una altra manera, que hi hagi una disminucié d’'una unitat logaritmica

de la poblacio.

Per a valorar la dinamica d’inactivacié de les poblacions microbianes estudiades s’ha
analitzat la seva supervivéncia en el temps mitjancant I'enumeracié en els diferents medis.
Una vegada obtinguts els recomptes s’han efectuat models lineals de cadascuna de les
poblacions microbianes estudiades. S’ha fet el seguiment de la disminucio de la poblacio fins
que hi ha hagut una caiguda d’'uns 2 logaritmes o com a minim fins a unes 96 h. Aquests
criteris s’han seguit sobretot a I'estiu, ja que a causade I'elevada temperatura de I'aigua, les
membranes comencen a danyar-se a partir de les 72-96 h, la qual cosa podria afectar la

seva permeabilitat i per tant interferir en els resultats de I'experiment.

Tot i que la dinamica d'inactivacio de les poblacions no ha de seguir necessariament
un model lineal, s’ha triat aguest model per poder simplificar i unificar la inactivacié de les
diferents poblacions. Si s'utilitza el mateix model es poden comparar les diferents taxes
d’inactivacio entre les diferents poblacions estudiades i les metodologies analitzades. Els

models lineals s’han calculat mitjangant la valoracié de la reduccié logaritmica de les

11
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poblacions respecte el temps de I'inici de I'experiment. A partir de la relacié s’ha obtingut una
recta de regressio amb un valor inicial igual a zero, ja que la inactivacié és nul-la a I'inici de

I'experiment.

5. Resultats i discussio

Els resultats i la seva discussi6 es presenten en dos apartats que recullen la
informacié i les dades obtingudes en cadascun dels dos estudis realitzats: I'analisi de la
diversitat bacteriana i la persisténcia de les poblacions, tant dels coliforms fecals com dels

enterococs.

5.1. Analisi de la diversitat fenotipica mitjancant el sistema Phene Plate

Els resultats obtinguts per les enumeracions de les poblacions de coliforms fecals i
dels enterococs es presenten en les taules 1 i 2 per a les mostres d’estiu, i en les taules 3 i 4
per a les mostres d’hivern. Com es pot observar, la major concentracio es produeix en
I'efluent secundari. Tal i com consta en els registres historics de I'EDAR, hi ha una
continuada i significativa disminucié d’aguestes concentracions a la sortida del tractament
terciari (dades disponibles només pels coliforms fecals fins el 2006 i Escherichia coli a partir
del 2007). La deteccié de concentracions superiors en les dues llacunes per a totes dues
poblacions respecte a les concentracions que habitualment es registren en les aigles
regenerades produides pel tractament terciari, ens indica una possible entrada de nou
material fecal en les llacunes, o be un possible procés de recreixement durant els mesos
d’estiu. Aquesta darrera situacio sera confirmada o descartada pel resultat de I'estudi de la
diversitat de les dues poblacions bacterianes, en el qual es comparara la seva estructura i

composicio a partir de la caracteritzacié fenotipica dels aillaments realitzats.

Taula 1. Concentracié dels coliforms fecals (CFU/100mL) en I'efluent secundari de 'TEDAR de Castell
d’Aro i en l'aigua de les llacunes del Club de Golf d’Aro (GDAL i GDA2). Els valors del terciari han estat aportats
pel laboratori de TEDAR. Estiu 2008. Nd: no dades

Data Secundari GDA1 GDA2 Terciari
11-jul-08  9,90E+05  1,00E+03  4,00E+02 1,00E+00
30-jul-08  9,25E+05  2,50E+02  7,75E+02 Nd

01-ago-08  7,00E+05  6,40E+02  7,30E+02 Nd

12



En les mostres d’hivern s’observa una menor concentracio de les dues poblacions en
les llacunes. També hi ha una disminucié en la concentraci6 d’ambdues poblacions
d’'indicadors en l'efluent secundari de 'EDAR, molt probablement associat a la carrega

d’entrada que es rep en la planta.

Taula 2. Concentracid dels enterococs (CFU/100mL) en 'efluent secundari de 'EDAR de Castell d’Aro i
en l'aigua de les llacunes del Club de Golf d’Aro (GDA1 i GDA2). No hi ha dades disponibles per I'aigua sortint
del tractament terciari. Estiu 2008.

Data Secundari GDA1 GDA2
10-jul-08 1,86E+04 1,35E+03 8,75E+02
30-jul-08 3,10E+04 1,00E+04 1,38E+02

0l-ago-08 3,56E+04 4,75E+02 5,25E+01

Taula 3. Concentracid dels coliforms fecals (CFU/100mL) en I'efluent secundari de 'EDAR de Castell
d’Aro i en l'aigua de les llacunes del Club de Golf d’Aro (GDA1 i GDA2). No hi ha dades disponibles per I'aigua

sortint del tractament terciari. Hivern 2009.

Data Secundari GDA1 GDA2
14-gen-09 1,15E+04 <1 1,50E+00
16-gen-09 1,18E+04 <1 <1
22-gen-09 1,20E+04 <1 <1

Taula 4. Concentracid dels enterococs (CFU/100mL) en 'efluent secundari de 'EDAR de Castell d’Aro i
en l'aigua de les llacunes del Club de Golf d’Aro (GDA1 i GDA2). No hi ha dades disponibles per I'aigua sortint

del tractament terciari. Hivern 2009.

Data Secundari GDA1l GDA2
14-gen-09 1,15E+03 <1 2,00E+00
16-gen-09 1,10E+03 <1 <1
22-gen-09 1,19E+03 <1 <1

S’han caracteritzat fenotipicament un total de 315 soques (225 dels mostrejos de
I'estiu del 2008 i 90 dels de I'hivern de 2009) de coliforms fecals aillats en els creixements
dels recomptes realitzats en les plaques mFC. Tots tres punts de mostreig presenten una
elevada diversitat en les mostres de I'estiu (Taula 5) i en les mostres SEC i GDA1 de I'hivern
(Taula 6) independentment de la concentraci6 mesurada per a totes dues poblacions
bacterianes. No obstant, s'observa una diversitat lleugerament més gran en les aigles

procedents del tractament secundari durant I'estiu i una menor diversitat durant I'hivern per a

13
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les aiglies de la llacuna GDA2. Per tal de poder disposar d’un nombre minimament
significatiu de soques de coliforms fecals i fer-ne els corresponents aillaments, durant les
mostres d’hivern (baixa concentracido en les llacunes, Taula 3), es varen filtrar volums

superiors als 100 ml utilitzats en les enumeracions.

Taula 5. index de diversitat i de similitud poblacional (comparat dos a dos) en I'efluent secundari de
'EDAR de Castell d’Aro (SEC) i en l'aigua de les llacunes del Club de Golf d’Aro (GDA1 i GDA2) durant I'estiu
de 2008 pels coliforms fecals. Valors superiors a 0,2 son estadisticament significatius pel que fa a considerar

semblants dues poblacions.

Poblaci6 Soques Diversitat (Di)
SEC 75 0,963
GDA1 75 0,888
GDA2 75 0,884

Similitud (Sp)
SEC GDA2 0,215
SEC GDAl 0,122
GDA2 GDAl 0,452

Taula 6. index de diversitat i de similitud poblacional (comparat dos a dos) en I'efluent secundari de
'EDAR de Castell d’Aro (SEC) i en I'aigua de les llacunes del Club de Golf d’Aro (GDAL i GDA2) durant I’hivern
de 2009 pels coliforms fecals. Valors superiors a 0,2 son estadisticament significatius pel que fa a considerar

semblants dues poblacions.

Poblaci6  Soques Diversitat (Di)
SEC 45 0,989
GDAl 9 0,944
GDA2 36 0,53

Similitud (Sp)
SEC GDA2 0,000
SEC GDA1 0,076
GDA2 GDA1 0,000

Els indexs de similitud ens indiquen (taula 5) que hi ha una estructura i una
composicié poblacional molt semblants entre les dues llacunes a I'estiu de 2008 (Sp= 0,452).
Per altra banda, les poblacions de coliforms fecals presents en l'efluent secundari sén
diferents d’aquelles de la llacuna GDAL, pero tenen una certa similitud amb les de la llacuna

GDA2 (Sp=0,215). Les analisis de les mostres d’hivern ens mostren que no existeix similitud
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entre les poblacions de coliforms fecals de cap dels tres origens. Aquestes relacions poden
veure’s en la Figura 3 i 4, on s’observa la distancia diferencial de les poblacions de coliforms

fecals de I'efluent secundari.

Figura 3. Dendrograma obtingut a partir de I'estudi de similitud poblacional de l'efluent secundari de
'EDAR de Castell d’Aro i en l'aigua de les llacunes (1 i 2) del Club de Golf d’Aro (GDA1 i GDA2, respectivament)
durant I'estiu de 2008 pels coliforms fecals. Valors superiors a 0,2 son estadisticament significatius pel que fa

a considerar semblants dues poblacions (s’'indica aquest llindar amb una linia vermella).

EDAR Castell d’Aro Secundari

Llacuna 2/ Golf d’Aro

Llacuna1/ Golf d’Aro

Figura 4. Dendrograma obtingut a partir de I'estudi de similitud poblacional de I'efluent secundari de
'EDAR de Castell d’Aro i en l'aigua de les llacunes (1 i 2) del Club de Golf d’Aro (GDAL1 i GDA2, respectivament)
durant I’'hivern de 2009 pels coliforms fecals. Valors superiors a 0,2 sén estadisticament significatius pel que fa
a considerar semblants dues poblacions (s'indica aquest llindar amb una linia vermella).

EDAR Castell d’Aro Secundari

Llacuna 2/ Golf d’Aro

Llacuna1/ Golf d’Aro

També s’han caracteritzat fenotipicament un total de 308 soques (225 dels mostrejos
de I'estiu del 2008 i 83 dels de I'hivern de 2009) d’enterococs aillats en els creixements dels
recomptes realitzats en les plagues m-Enterococcus agar. Igualment com ha succeit en el
cas de les baixes enumeracions pels coliforms fecals, també es varen filtrar volums
superiors als 100 ml utilitzats en les enumeracions per tal de poder disposar d’'un nombre

minimament significatiu de soques d’enterococs durant les mostres dhivern (baixa
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concentracio en les llacunes, Taula 4),.

La diferenciaciéo entre les poblacions dels tres origens de mostres és molt més
marcada quan es valoren els enterococs amb les mostres de I'estiu de 2008 i I'hivern de
2009 (Taules 7 i 8). Hi ha una elevada diversitat per les mostres SEC i GDA2 i molt baixa en
la llacuna GDA1L. Aquesta baixa diversitat observada en la llacuna caldria associar-la a una
aportacié molt puntual d’'un origen diferencial respecte les altres dos punts de mostreig (SEC
i GDA2). La diversitat és elevada en totes tres punts de mostreig durant les mostres d’hivern

independentment de la concentracié de les poblacions bacterianes.

Taula 7. index de diversitat i de similitud poblacional (comparat dos a dos) en I'efluent secundari de
'EDAR de Castell d’Aro (SEC) i en l'aigua de les llacunes del Club de Golf d’Aro (GDA1 i GDA2) durant I'estiu
de 2008 pels enterococs. Valors superiors a 0,2 sén estadisticament significatius pel que fa a considerar

semblants dues poblacions.

Poblacié Soques Diversitat (Di)
SEC 75 0,975
GDAl 75 0,406
GDA2 75 0,907
Similitud (Sp)
SEC GDA1l 0,087
SEC GDA2 0,208
GDAl GDA2 0,204

Taula 8. index de diversitat i de similitud poblacional (comparat dos a dos) en I'efluent secundari de
'EDAR de Castell d’Aro (SEC) i en I'aigua de les llacunes del Club de Golf d’Aro (GDAL i GDA2) durant I’hivern
de 2009 pels enterococs. Valors superiors a 0,2 sén estadisticament significatius pel que fa a considerar

semblants dues poblacions.

Poblaci6 Soques Diversitat (Di)

SEC 32 0,944

GDAl 11 0,945

GDA2 40 0,827
Similitud (Sp)

SEC GDA2 0

SEC GDAl 0

GDA2 GDAl 0,014

Els indexs de similitud poblacional (Sp) ens indiquen una similar estructura

poblacional pels enterococs entre les mostres de les dues llacunes i entre I'efluent secundari
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i les aiglies de la llacuna GDA2. Les poblacions d’enterococs de la llacuna GDA1 tenen una
composicio i estructura completament diferent d’aquelles presents en I'efluent secundari. De
nou, per tant, cal considerar una entrada de contaminacio fecal d’origen diferent a les aigles
residuals de I'EDAR en la llacuna GDAl. També a I'hivern s’observa que no hi ha cap
similitud entre les poblacions d’enterococs entre els tres punts mostrejats. Aquestes
relacions de similitud poden observar-se millor en els dendrogrames d’agrupament en les

figures 5 6.

Figura 5. Dendrograma obtingut a partir de I'estudi de similitud poblacional de I'efluent secundari de
'EDAR de Castell d’Aro i en l'aigua de les llacunes (1 i 2) del Club de Golf d’Aro (GDA1 i GDA2, respectivament)
durant I'estiu de 2008 pels enterococs. Valors superiors a 0,2 sén estadisticament significatius pel que fa a

considerar semblants dues poblacions (s’indica aquest llindar amb una linia vermella).

EDAR Castell d’Aro Secundari

Llacuna 2/ Golf d’Aro

Llacunai/ Golf d’Aro

Figura 6. Dendrograma obtingut a partir de I'estudi de similitud poblacional de I'efluent secundari de
I'EDAR de Castell d’Aro i en l'aigua de les llacunes (1 i 2) del Club de Golf d’Aro (GDAL i GDA2, respectivament)
durant I’hivern de 2009 pels enterococs. Valors superiors a 0,2 son estadisticament significatius pel que fa a

considerar semblants dues poblacions (s'indica aquest llindar amb una linia vermella).

0 D2 0.4 06 o0s

EDAR Castell d"Aro Secundari

Llacuna 2/ Golf d’Aro

Llacunai/ Golf d’Aro

Hem de tenir en compte que el grup “coliforms fecals” és en la seva propia definicié

molt divers, ja que inclou un nombre molt elevat de géneres i espeécies. Per altra banda,
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quan valorem la diversitat dels enterococs ens situem taxonomicament dintre d’'un genere i
per tant la diversitat com a grup estudiat és menor en relacié a la que ens podem trobar en
el grup de coliforms fecals. Si dues aiglies analitzades en la seva composicié de poblacions
d’enterococs es mostren diferents, aquesta distancia resulta molt més solida que quan
valorem la similitud de poblacions de coliforms fecals. Per tant, en la comparacié de les
poblacions de coliforms fecals, punts de mostreig diferents poden compartir algunes
poblacions i aixd fa que podem trobar alguna similitud per a aquest grup bacteria, mentre
que la comparacioé dels enterococs ens separa més marcadament dos punts de mostreig.
Aquesta diferenciacié ens facilita identificar diferents origens de les aportacions fecals en
una aigua.

L’'estudi de diversitat de totes dues poblacions entre I'aigua residual i les aiglies de
les dues llacunes ens indica que I'origen de la carrega fecal de 'aigua residual de 'EDAR és
diferent de I'origen fecal de les aigiies de totes dues llacunes. Ara bé, hi ha alguna poblacio
compartida tant d’enterococs com de coliforms fecals entre les aigiies de la llacuna GDAZ2 i
l'aigua residual. Aquest resultat no €s sorprenent ja que diferents especies animals poden
compartir algunes de les poblacions d’aquests indicadors microbians en les seves femtes.
Tot i que existeix aquest possibilitat, I'estudi de similitud poblacional ens separa clarament
I'aigua residual de les aigues de les llacunes.

Per tal de poder confirmar que la contaminaci6 fecal de I'aigua residual de 'EDAR de
Castell Platja d’Aro és diferent de la que tenen les aiglies de les llacunes, s’han comparat
totes dues poblacions dels tres punts de mostreig amb un conjunt de poblacions de coliforms
fecals i enterococs associades a aiglies residuals d’escorxadors (contaminacio fecal d’origen
animal) i d’altres associades a aigiles residuals urbanes (altres EDARs de Catalunya, i per
tant contaminacié majoritariament humana).

En les figures 7 i 8 (coliforms fecals i enterococs, respectivament) es pot observar
que les aigues residuals de 'EDAR de Castell Platja d’Aro estan associades de manera
significativa amb les aiglies residuals humanes d'altres EDARs. En canvi, les aigles de les
llacunes queden clarament separades de les totes les aiglies residuals urbanes, i fins i tot en
el cas dels coliforms fecals no s’associen amb aiglies residuals d’origen porci, bovi o de
pollastre. Si observem la similitud de les poblacions d’enterococs (Figura 8) veurem que les
aiglies de les llacunes estarien relacionades més significativament amb totes les altres
aigues residuals que tenen un origen animal.

Per tant, la contaminacié fecal present en les aiglies de les llacunes cal relacionar-la
probablement amb aportacions d’origen animal, i no tant amb les poblacions de coliforms

fecals i d’enterococs que poguessin aportar les aiglies regenerades.

Figura 7. Comparacié de la similitud poblacional de les poblacions de coliforms fecals de I'efluent
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secundari de 'EDAR de Castell d’Aro i de les aigues de les llacunes (1 i 2) del Club de Golf d’Aro (GDA1 i GDA2,
respectivament) amb altres poblacions de coliforms fecals associades a aiglies residuals d’escorxadors de
diferents espécies animals o a d’altres EDARS d’aigiies residuals urbanes de diferents indrets de Catalunya.
Valors superiors a 0,2 son estadisticament significatius pel que fa a considerar semblants dues poblacions
(s'indica aquest llindar amb una linia vermella). El nombre total de soques fenotipades en aquesta valoracié

comparativa fou 3.781, de les quals 225 corresponen al present estudi (aillaments de I'estiu 2008).

0 02 04 0,6 08

T T T T

Ag. Resd. Tract. Vacu

Ag. Resd. Tract. Porci

s Ag. Resd. Tract. Pollastres
i'é' """""""""""""""""" =
T Secundari Castell d’Aro I
1
— I Ag. Resd. Tract. Humana I
e e e
GDAZ Golf
GDA1L Golf

Figura 8. Comparacio de la similitud poblacional de les poblacions d’enterococs de I'efluent secundari
de 'EDAR de Castell d’Aro i de les aigiies de les llacunes (1 i 2) del Club de Golf d’Aro (GDA1l i GDA2,
respectivament) amb altres poblacions d’enterococs associades a aiglies residuals d’escorxadors de diferents
espécies animals o a d’altres EDARS d’aiglies residuals urbanes de diferents indrets de Catalunya. Valors
superiors a 0,2 s6n estadisticament significatius pel que fa a considerar semblants dues poblacions (s'indica
aquest llindar amb una linia vermella). El nombre total de soques fenotipades en aquesta valoracié comparativa

fou 3.483, de les quals 225 corresponen al present estudi (aillaments de I'estiu 2008).

Ag. Resd. Tract. Humana

Secundari Castell d’'Aro

Ag. Resd. Tract. Porci

1 Ag. Resd. Tract. Pollastres

GDA2 Golf

GDA1 Golf

Ag. Resd. Tract. Vacu

Aquesta diferencia d’origen en l'aportacio de la carrega fecal també queda reflectida
en part quan analitzem el percentatge de les diferents espécies o géneres en cadascuna de
les soques aillades dels dos grups microbians valorats. Tot i que una classificacié

taxonomica no resulta tan robusta per a diferenciar I'estructura i composicié poblacional dels
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dos grups microbians (i especialment pel cas dels coliforms fecals, tal i com hem comentat
abans), a més de la limitacio de no poder classificar tots els aillaments amb el métode
comparatiu de perfils bioquimics de les microplagues de Phene Plate System, si que es
poden observar diferencies entre l'aigua residual de I'EDAR i les aiglies de les llacunes

(Taula 91 10).

Taula 9. Distribucié percentual de les espécies de coliforms fecals identificades entre les soques
aillades i utilitzades en I'estudi de la diversitat, tant en I'efluent secundari de 'EDAR de Castell d’Aro (SEC) com
en l'aigua de les llacunes del Club de Golf d’Aro (GDA1 i GDA2) durant I'estiu de 2008 (A) i I'hivern de
2009 (B).

A)
SEC GDA1l GDA2
E.coli 40,0% 8,0% 17,3%
Citrobacter 30,7% 30,7% 17,3%
Klebsiella 1,3% 2, 7% 1,3%
Enterobacter 0,0% 0,0% 1,3%
No identificats 28,0% 58,7% 62,7%
B)
SEC GDA1 GDA2
E.coli 60,0% 11,1% 100,0%
Citrobacter 17,8% 44,4% 0,0%
Klebsiella 8,9% 0,0% 0,0%
Enterobacter 0,0% 0,0% 0,0%
No identificats 13,3% 44,4% 0,0%

En les aigles residuals de 'EDAR (Taula 9A i 9B), les soques de coliforms fecals
més freqlientment aillades pertanyen als perfils bioquimics corresponents a E. coli, seguits
per Citrobacter spp. . En les aiglies de les llacunes s'observa que el percentatge més
freqlient és per a Citrobacter spp. en la llacuna GDAL (estiu i hivern), i per a E. coli i
Citrobacter spp. amb un mateix percentatge en la llacuna GDA2 (estiu, Figura 9A). Aquest
darrer resultat esta en concordanga en la més propera relacié que tindria I'aigua residual
amb l'aigua de GDA2 indicat anteriorment pels estudis de similitud poblacional (Taula 5 i
Figura 3). També s’observa un percentatge major de soques no identificades en les aigies
de les llacunes. Aquesta menor identificacid pel metode utilitzat cal relacionar-la amb el fet
que la base de dades de classificacié per Phene Plate System esta principalment constituida

per perfils bioquimics de soques de coliforms fecals d'origen huma. Per tant, aquesta
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observacié de la menor proporcié d’identificacions en les llacunes també ens recolzaria que

les aportacions fecals en elles son d’origen no-huma.

Les especies d’enterococs més abundants de totes les mostres estudiades foren Ent
faecalis, Ent. faecium i Ent. hirae. Ara bé, de nou s'observa que la distribuci6 de
percentatges de les espécies d’enterococs resulta diferent entre les aiglies residuals de
'EDAR i les de les aiglies de les llacunes. Ent faecalis i Ent. faecium soén les especies més
abundants en l'aigua residual seguit de Ent. hirae, mentre que en les aigues de les llacunes
domina Ent. faecalis molt marcadament en la llacuna GDA1 a I'estiu i Ent. faecium a I'hivern.
De nou aqui també s’observa que hi ha una major similitud entre GDA2 i I'aigua residual que
respecte GDAL i l'aigua residual sobretot a I'estiu. EI nombre de soques no identificades pel
meétode comparatiu de perfils bioquimics de Phene Plate System és menor en el cas dels
enterococs que pels coliforms fecals sobre tot en les aigies de les llacunes. Aixd és degut a
gue la biblioteca de perfils de referéncia fou desenvolupada amb soques d’enterococs
aillades tant d’origen huma com animal, i per tant facilitaria disposar d’'un fons de referéncia

més representatiu dels possibles origens fecals de les soques.

Taula 10. Distribuci6 percentual de les espécies d’enterococs identificades entre les soques aillades i
utilitzades en I'estudi de la diversitat, tant en I'efluent secundari de I'EDAR de Castell d’Aro (SEC) com en les
aigles de les llacunes del Club de Golf d’Aro (GDA1 i GDA2) durant I'estiu de 2008 (A) i I'hivern de 2009 (B).

A)

SEC GDA1l GDA2
E. faecalis 30,7% 81,3% 36,0%
E. faecium 32,0% 6,7% 25,3%
E. hirae 12,0% 4,0% 12,0%
E.casseliflavus 5,3% 0,0% 4,0%
E. gallinarum 0,0% 0,0% 2, 7%
E. pseudoavium 1,3% 1,3% 0,0%
E. mundtii 2,7% 2,7% 6,7%
E. flavescens 1,3% 0,0% 8,0%
No identificats 14,7% 4,0% 5,3%
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B)

SEC GDA1 GDA2
E. faecalis 64,0% 0,0% 96,0%
E. faecium 12,0% 24,0% 28,0%
E. hirae 20,0% 12,0% 0,0%
E.casseliflavus 4,0% 0,0% 20,0%
E. gallinarum 0,0% 0,0% 0,0%
E. pseudoavium 0,0% 0,0% 0,0%
E. mundii 0,0% 0,0% 0,0%
E. flaves 0,0% 0,0% 0,0%
No identificats 28,0% 8,0% 16,0%

5.2. Persistencia de les poblacions microbianes en I'aigua residual en el
mesocosmos in situ en la llacuna del Club de Golf d’Aro

La metodologia utilitzada per tal de valorar la persisténcia de les poblacions
microbianes de l'aigua residual in situ en les llacunes va resultar factible, Gtil i practica en la
seva execucio. El primer assaig (estiu 2007) va realitzar-se per duplicat, de manera que en
un d’ells es feia la diluci6 en l'aigua de la propia llacuna, i en I'altre amb aigua de sortida del
tractament terciari (aigua regenerada). Aquesta darrera aproximacio experimental (dilucié
amb aigua del terciari) va ser descartada perque distava de I'escenari que ens trobariem en
el cas suposat d’'una entrada d’'una aigua insuficientment desinfectada en les llacunes, i
perqué es va detectar clor residuals en la dilucié feta amb l'aigua regenerada. Aquests
valors podien ser suficients per a modificar (inactivar) més rapidament les poblacions
microbianes. Per tant, I'aproximacié experimental definitiva fou la dilucié 1:50 de l'aigua
residual crua en l'aigua de la llacuna GdA2. Per aquest motiu només es presenta aquest
duplicat de I'estiu de 2007 (Figura 9).

La resta d’analisis de la persistencia es feren seguint el protocol establert, amb
I'dnica diferencia que un duplicat es feia diluint amb l'aigua de fons de les llacunes (pou
d’emmagatzament) i I'altre duplicat amb aigua de superficie de la llacuna. Les poblacions
microbianes estudiades en tots els assaigs foren les segients: coliforms fecals, colifags
somatics, bacteridfags que infecten la soca GA17 de Bacteroides thetaiotaomicron (hoste
especific d'origen huma), bifidobactéries fermentadores de sorbitol (associades
majoritariament a contaminacié fecal d’'origen huma) i bifidobacteries totals. A més, en els
assaigs de I'hivern de 2009 (Figura 12) també es va estudiar la persisténcia d‘Escherichia

coli i dels enterococs.
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Figura 9. Rectes de persistencia (Ks) de les poblacions microbianes en les aiglies residuals de 'TEDAR
de Castell d’Aro en els estudis de mesocosmos (in situ) realitzats durant I'estiu de 2007 en la llacuna del Club de
Golf d’Aro. CF: coliforms fecals. SOM: colifags somatics. BACT: bacteridofags que infecten la soca GA17 de
Bacteroides thetaiotaomicron (hoste especific d'origen huma). SFB:bifidobacteries fermentadores de sorbitol.

TBIF: bifidobactéries totals. S'indica la Ty per a cada grup microbia.

Tao
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T90 SOM 86
T90 BACT s
36
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S’indica la T90 per a cada grup microbia. En tots els assaigs es calcularen les
rectes de persisténcia (Ks) per les diferents poblacions microbianes i a partir d’'aquestes la
T90 tal i com es pot observar en les figures 9 a la 12. En I'annex 1 s’hi troben els valors de
les enumeracions de les diferents poblacions microbianes en cada un dels assaigs utilitzats

posteriorment pel calcul de les rectes de persisténcia.

S’observa una major persisténcia de totes les poblacions en els assaigs d’hivern
que en els d’estiu. Tal i com ja s’ha descrit en diferents treballs previs del grup de recerca i
també per altres autors, les menors temperatura i irradiacid solar d'aquesta época,
conjuntament amb una menor activitat dels depredadors, fan que moltes de les poblacions

dels indicadors microbians persisteixin millor durant I'hivern.

Les dues poblacions de bacteriofags son les que persisteixen millor, seguides per
les poblacions d’enterococs, coliforms fecals i E. coli, i finalment les poblacions de
bifidobacteris. Aquesta proporcio es compleix tant a I'hivern com a l'estiu i esta d’acord amb
estudis anteriors realitzats pel grup de recerca. Cal afegir que les enumeracions de les
poblacions de coliforms fecals poden veure’s modificades en la seva cinética, sobretot a
I'estiu, ja que el medi m-FC agar utilitzat per a la seva enumeracio no té una selectivitat
suficient i permet el creixement d’altres poblacions no fecals que hi poden ser presents.

Aquesta circumstancia distorsiona la quantificacio d’aquest parametre i podria explicar les
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variacions en alguns dels assaigs. Similarment, cal indicar que també és conegut que la
concentracié d’oxigen en l'aigua (major a baixes temperatures) pot facilitar la inactivacio de
les poblacions anaerobiques com és el cas de les bifidobactéries i, per tant, ens pot
modificar aquest parametre en alguns dels assaigs.

Figura 10. Rectes de persisténcia (Ks) de les poblacions microbianes en les aigiies residuals de 'EDAR
de Castell d’Aro en els estudis de mesocosmos (in situ) realitzats durant I’hivern de 2008 en la llacuna del Club
de Golf d’Aro. A) dilucié realitzada amb aigua del pou de captaci6 que alimenta les llacunes. B) dilucio realitzada
amb aigua de superficie de la llacuna GDA2. CF: coliforms fecals. SOM: colifags somatics. BACT: bacteriofags
que infecten la soca GA17 de Bacteroides thetaiotaomicron (hoste especific d’origen huma). SFB:bifidobactéries

fermentadores de sorbitol. TBIF: bifidobactéries totals. S'indica la Tgo per a cada grup microbia.
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Figura 11. Rectes de persisténcia (Ks) de les poblacions microbianes en les aiglies residuals de 'EDAR
de Castell d’Aro en els estudis de mesocosmos (in situ) realitzats durant I'estiu de 2008 en la llacuna del Club de
Golf d’Aro. A) dilucié realitzada amb aigua del pou de captacié que alimenta les llacunes. B) dilucié realitzada
amb aigua de superficie de la llacuna GDA2. CF: coliforms fecals. SOM: colifags somatics. BACT: bacteriofags
gue infecten la soca GA17 de Bacteroides thetaiotaomicron (hoste especific d’origen huma). SFB:bifidobacteries
fermentadores de sorbitol. TBIF: bifidobactéries totals. S'indica la Tgo per a cada grup microbia.
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Figura 12. Rectes de persisténcia (Ks) de les poblacions microbianes en les aiglies residuals de 'TEDAR
de Castell d’Aro en els estudis de mesocosmos (in situ) realitzats durant I’hivern de 2009 en la llacuna del Club
de Golf d’Aro. A) dilucié realitzada amb aigua del pou de captacié que alimenta les llacunes. B) dilucio realitzada
amb aigua de superficie de la llacuna GDA2. CF: coliforms fecals. SOM: colifags somatics. BACT: bacteriofags
gue infecten la soca GA17 de Bacteroides thetaiotaomicron (hoste especific d’origen huma). SFB:bifidobacteries
fermentadores de sorbitol. TBIF: bifidobactéries totals. E.coli: Escherichia coli. Ent: Enterococs. S'indica la Tgo per
a cada grup microbia.
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6. Conclusions

S’han caracteritzat fenotipicament un total de 623 soques de coliforms fecals i
enterococs procedents de I'efluent secundari de I'EDAR de Castell Platja d’Aro i de les dues
llacunes del Club de Golf d’Aro. S’han valorat les similituds poblacionals entre totes les
aigles i per a ambdues poblacions bacterianes, considerant I'estacionalitat. També s’ha
estudiat la persistencia de poblacions microbianes utilitzades com a indicadors de qualitat

microbiana en I'aigua a partir d’'una aproximacio experimental adaptada per aquest estudi.
Aquestes analisis ens permeten concloure que:

3.1. L'estructura i la composicio de les poblacions de coliforms fecals i d’enterococs
son diferents en els tres origens d’aigua analitzats, essent les més semblants les de les

dues llacunes, tal i com ens indica I'estudi de diversitat i similitud poblacional.

3.2. La contaminaci6 fecal present en les aiglies de les llacunes cal relacionar-la
probablement amb aportacions d’origen animal, i no amb les poblacions de coliforms fecals i
d’enterococs que poguessin aportar les aiglies regenerades. Aquesta observacié es recolza

per I'estudi de similitud poblacional realitzat.

3.3. La persisténcia de totes les poblacions microbianes analitzades és major a

I'hivern que a l'estiu.

3.4. En el cas que hi hagués una aportacid d'aigua regenerada insuficientment
desinfectada per part de 'EDAR de Castell Platja d’Aro a les llacunes del Club de Golf d’Aro
durant I'hivern, s’estima que la inactivacio seria d’entre 1,0 i 1,5 unitats logaritmiques cada 7

dies per a les poblacions bacterianes i cada 10 dies per a les poblacions de bacteriofags.

3.5. En el cas de que hi hagués una aportacié d’aigua regenerada insuficientment
desinfectada per part de 'TEDAR de Castell Platja d’Aro a les llacunes del Club de Golf d’Aro
durant l'estiu, s’estima que la inactivacié seria d’entre 1,0 i 1,5 unitats logaritmiques cada 3

dies per a les poblacions bacterianes i cada 5 dies per a les poblacions de bacteriofags.
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7. Annex 1. Enumeracions de les poblacions microbianes
estudiades durant els diferents assaigs de persisténcia en el

mesocosmos realitzat in situ en la llacuna.

S’indiquen els valors en unitats logaritmiques de CFU per 100 ml. CF: coliforms
fecals. SOM: colifags somatics. BACT: bacteridfags que infecten la soca GA1l7 de
SFB:bifidobactéries

Escherichia coli. Ent:

Bacteroides thetaiotaomicron (hoste especific d'origen huma).
fermentadores de sorbitol. TBIF: bifidobactéries totals. E.COLI:

Enterococs. nd: no determinat.

Dades d’enumeracié de I'assaig realitzat durant I'estiu del 2007.

Temps (h SFB
0 575 4 51 2,00 4 54 3,52
24 5,83 434 2,11 3,70 2,95
48 5 64 400 0,60 3,30 2,90
72 5,10 3,71 0,90 nd nd
96 4 47 3,30 0,60 nd nd

Dades d’enumeracio de I'assaig realitzat durant I'hivern del 2008. A) dilucio realitzada
amb aigua del pou de captacié que alimenta les llacunes. B) dilucio realitzada amb aigua de

superficie de la llacuna GDAZ2.

A)
remes ) ENCHENNSOUNNSNO s> NN
670 624 418 564 656
24 878 605 415 560 6,26
48 657 603 411 565 6,64
72 B854 596 404 575 675
168 586 573 nd 478 640
216 564 532 nd 4,31 5,91
336 503 557 330 427 562
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B)
Temps () O - NS

0 0,69 6,19 4,28 5,61 6,63

24 0,80 0,11 4,11 3,99 0,72

48 0,53 6,11 4,04 5,68 6,81

72 0,28 5,84 nd 3,96 G,90
168 6,07 5,56 3,30 4,86 6,28
216 3,10 5,41 nd 448 3,80
336 4,83 4,98 3,00 4,48 5,76

Dades d’enumeracié de l'assaig realitzat durant estiu del 2008. A) dilucié realitzada
amb aigua del pou de captacid que alimenta les llacunes. B) diluci6 realitzada amb aigua de

superficie de la llacuna GDA2.

A)
remos () NSO~ NI
6,55 5,24 4,24 4,99
24 6,60 4,81 <1 3,88 4,60
43 5,86 4,91 <1 3,70 4,70
72 5,69 4,49 <1 3,00 3,94
96 nd 4,75 < nd nd
B)
renvs ) I <+ TN
6,31 5,29 4,18
24 6,24 5,08 <1 3,40 4,40'
43 5,74 4,02 <1 3,40 4,65
72 5,23 4,41 <1 2,70 3,88
96 nd 3,74 < nd nd
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Dades d’enumeracio de I'assaig realitzat durant I'hivern del 2009. A) dilucio realitzada
amb aigua del pou de captacioé que alimenta les llacunes. B) dilucio realitzada amb aigua de
superficie de la llacuna GDA2.

24 643 593 374 544 635 548 507
48 576 603 431 480 544 570 532
120 578 571 385 475 541 574 472
168 579 579 354 478 540 510 418
216 448 577 330 431 491 410 330

288 nd 514 330 nd 462 nd 3.00
B)
Termps (v) RSN - N NEcou
0 6,39 5,64 3,70 6,16 6,38 5,88 5,24
24 5,91 3,74 4,40 5,35 5,44 5,43
48 5,52 5,92 4,30 4,48 5,48 5,63 5,30
120 5,48 5,56 3,81 4,96 5,48 5,63 4,33
168 5,24 5,45 3,60 4,86 5,28 4,57 4,23
216 4,48 5,57 3,18 4,48 4,86 4,10 nd
288 nd 5,24 3,54 nd 4,76 nd nd
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