CONAMA10
10 CONGRESO NACIONAL

DEL MEDIO AMBIENTE

Calidad Microbiologica del rio Henares

Autor: Alba Lépez Garcia

Institucion: Universidad de Alcala
e-mail: albita_Ilg@hotmail.com

Otros Autores: Inmaculada Fernandez (Dpto. de Microbiologia y Parasitologia de
la universidad de Alcala)



10
1 O CONGRESO NACIONAL

DEL MEDIO AMBIENTE

RESUMEN

El agua es un recurso limitado e indispensable tanto para la supervivencia de la vida
como para la su evolucién. En los udltimos afios los distintos avances tecnoldgicos y
sociales han provocado una serie de cambios en su composicion, llegando incluso a
provocar una contaminacion hidrica. Por ello es imprescindible la conservacion de su
calidad. Este estudio de investigacion se ha realizado con el fin de valorar el estado de
unos de los afluentes mas significativos de rio Jarama, el rio Henares. El rio Henares
presenta un caracter periurbano destacado ya que discurre aledafio a diferentes nucleos
urbanos. Es un ejemplo claro para valorar la influencia del hombre en una de nuestras
fuentes naturales. Se ha analizado tanto su calidad sanitaria como la flora autéctona del
mismo. El proyecto se ha llevado cabo en dos puntos de localizacion diferentes, el
primero a lo largo del rio, desde un punto cercano a su nacimiento hasta un punto
cercano a su desembocadura y el segundo punto se ha realizado més concretamente en
el municipio de Alcala. En dicho analisis microbiol6gico se ha detectado la presencia por
excelencia del microorganismo coliforme fecal Eschericia Coli en todos los tramos
analizados, asi como microorganismos propios del rio y biodegradadotes que participan
en la autodepuracién .No obstante, la densidad de los ndcleos urbanos limitrofes provoca
gue sea necesario tomar medidas de saneamiento de los vertidos antes de que este sea
arrojado al mismo, para asi evitar procesos como la eutrofizacion.

Palabras Clave : Rio Henares, autodepuracién, contaminacion, microorganismos, E Coli
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1. INTRODUCCION

1. El agua
1.1.1 Laimportancia del agua y sus usos

El agua constituye el liquido més abundante en la Tierra y representa el recurso natural
mas importante, al mismo tiempo que es la base de toda forma de vida (Marcano, 2004).

El agua compone mas del 80% del cuerpo de la mayoria de los organismos, e interviene
en la mayor parte de los procesos metabdlicos que se realizan en los seres Vvivos.
Desempefia de forma especial un importante papel en la fotosintesis de las plantas, sirve
de habitat a una gran parte de los organismos, es el medio para la realizacion de
procesos geoquimicos y ademas regula la temperatura del planeta.

El agua es, como ya sabemos, una sustancia imprescindible para la vida por sus
multiples propiedades y se puede afirmar que es el eje de los procesos ecoldgicos donde
se sustenta la biodiversidad. Pero hay que tener en cuenta que el agua es un recurso
limitado puesto que la cantidad disponible esta condicionada por su desigual distribucién
en el espacio y en el tiempo (Calvo. D y col, 2001)

En la dltima época se ha producido un aumento de la necesidad de agua debido al
continuo desarrollo tecnolégico y humano. Sin embargo, el aumento en el consumo del
agua y la escasez de la misma suponen un grave problema en relacién a este recurso tan
necesario (Gray, 2004).

Este elemento es ampliamente utilizado en actividades diarias, tales como la agricultura,
la industria o el uso doméstico. Los usos que se otorgan al agua van desde el consumo
humano; el consumo publico; el riego en la agricultura y la alimentacion del ganado;
etapas de produccion y de lavado en diferentes procesos industriales; usos energéticos;
al ocio y la navegacion. (Calvo. D y col, 2001)

Este amplio rango de utilidades convierten el agua en uno de los recursos mas
apreciados. De ahi la importancia de conservar y mantener la calidad de las fuentes
naturales de agua, de manera que se garantice su sostenibilidad y aprovechamiento para
las futuras generaciones.

La calidad de cualquier masa de agua, superficial o subterranea, depende tanto de
factores naturales como de la accion humana. Sin esta Ultima, la calidad del agua vendria
determinada por la erosion del substrato mineral, la lixiviacion natural de la materia
organica, la lixiviacibn de los nutrientes del suelo por los factores hidroldgicos y los
procesos biolégicos en el medio acuatico (Aguado, 2009). Pero con la accién humana la
situacion es muy distinta, ya que la contaminacién proviene de fuentes antropogénicas
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muy variables, con productos de distintas naturaleza, los cuales afectan de manera
diferente a la composicién del agua.

No existen acuerdos ambientales vinculantes de caracter mundial que obliguen a los
Estados a proteger los recursos hidricos de la contaminacién, ya que se trata de una
responsabilidad nacional de los gobiernos (Agudo, 2009). Los criterios para la
determinacion de lo que constituye el “buen estado” de las aguas se determinan sobre la
base de unos factores cualitativos y cuantitativos exhaustivos, como la abundancia de
flora y fauna acuaticas, el grado de salinidad, la cantidad y la dinamica de la corriente de
agua, las concentraciones de nutrientes y microorganismos y otros criterios (Unwater,
2010).

La calidad del agua necesaria para cada uso humano varia al igual que los criterios
utilizados para evaluarla. Desde el punto de vista administrativo, la calidad del agua se
define por su uso final deseado. Por esta razén, la definicion que se puede dar de calidad
llega a ser amplia (CEPE, 1995). En consecuencia, para el uso recreativo, asi como para
la pesca, para el consumo humano y para el habitat de organismos acuéticos se
requieren altos niveles de pureza, mientras que para la producciébn de energia
hidroeléctrica las normas de calidad son mucho menos exigentes.

Es importante sefialar que el agua, después de ser utilizada, suele regresar al sistema
hidrologico y, si no es tratada, puede afectar gravemente al medio (Agudo, 2009). Por lo
gque se puede considerar que la fuente mas importante de la contaminacion es la falta de
gestion y tratamiento adecuados de los residuos humanos, industriales y agricolas.

1.1.2. Justificacidon de la zona de estudio

Las vegas regadas por el rio Henares se encuentran entre las mas fértiles y ricas del
centro peninsular, de ahi que hayan servido de lugar de desarrollo de numerosas
civilizaciones (Informe sobre el estado de conservacion del rio Henares, 2009). El
conjunto formado por el propio rio, sus riberas y los cultivos tradicionales de sus vegas ha
constituido, y hoy sigue constituyendo en muchos casos, un ecosistema de gran
biodiversidad que sirve de habitat para numerosas especies de flora y fauna. Ademas, el
rio Henares tiene la funcién bésica de corredor biolégico y de conexién entre espacios
naturales. Todos estos valores son reconocidos por varias figuras de proteccion,
destacando su pertenencia a la Red Natura 2000 y al Parque Regional del Sureste en su
tramo final.

Debido al rapido crecimiento de la poblacion y al desarrollo industrial del corredor del
Henares, en los ultimos tiempos se ha producido un grave deterioro de las aguas del rio
que ha llevado a la desaparicion de gran parte de sus bosques de ribera y la ocupacion
desordenada e irracional de su vega (Informe sobre el estado de conservacién del rio
Henares, 2009). A lo largo de su recorrido, el Henares soporta impactos de de diversa
indole, como son vertidos, escombros, infraestructuras, ocupaciones ilegales,
deforestaciones y regulacion de sus caudales, entre otros.
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La importancia del rio Henares tanto a nivel fluvial como de ecosistema, junto con su
proximidad al campus externo de la Universidad de Alcala, han sido los factores
determinantes en su eleccion para llevar a cabo el estudio de la calidad microbiol6gica de
sus aguas, realizado en el Departamento de Microbiologia y Parasitologia de dicha
universidad.

1.2. El rio Henares
1.2.1. Caracteristicas de la zona de estudio

El Henares nace a unos 1.100 metros de altitud en la sierra Ministra, cerca de la localidad
de Horna (Guadalajara), y tras recorrer unos 170 Km desemboca en el Jarama dentro del
término municipal de Mejorada del Campo (Madrid). Sus afluentes mas importantes por la
margen derecha son los rios Salado, Cafiamares, Bornova y Sorbe, mientras que por la
izquierda recibe a los rios Dulce y Badiel.

La cuenca del Henares, con una extension aproximada de 4.140 Km?, es una de las mas
fértiles y de mayor valor ecoldgico de la cuenca del Tajo, a pesar de los mdltiples
impactos ambientales que soporta. Por esta riqueza ha sido nombrada LIC (Lugar de
Importancia Comunitaria) por la Comisién Europea en el listado de la region biogeografica
mediterranea (Proyecto del Henares, 2009). De este modo se reconoce la funcion basica
del rio como corredor biolégico que permite la conexion entre los diferentes espacios
naturales y las especies que los habitan.

A la hora de hablar de este rio hay que destacar el caracter periurbano debido a que
discurre por nucleos urbanos importantes que, ordenados geograficamente, son:
Siguenza; Jadraque; Humanes; Guadalajara y Azuqueca de Henares en la provincia de
Guadalajara y Alcalad de Henares; Torrejon de Ardoz; Mejorada del Campo y San
Fernando de Henares en la Comunidad de Madrid (Figura 1.1). Este caracter urbano
explica los mdltiples impactos ambientales mencionados anteriormente 'y
consecuentemente, su continua degradacion.

Fig.1.1 Cauces y Embalses de la Demarcacion
Hidrogréfica del Tajo (Informe sobre el Estado de
conservacion del rio Henares, 2009). Localizacion de
Municipios: Sg (Sigienza), Ja (Jadraque), Gu
(Guadalajara), Az (Azuqueca de Henares), Al (Alcala de
Henares), To (Torrejon de Ardoz) y Sf (San Fernando de
Henares).
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1.3. El agua y los microorganismos
1.3.1. Enfermedades infecciosas transmitidas por el agua

El agua hace posible un medio ambiente saludable pero, paraddjicamente, también
puede ser el principal vehiculo de transmisién de enfermedades. Las afecciones que se
propagan por el agua se conocen como "enfermedades transmitidas por el agua". Los
principales agentes causantes de estas enfermedades son microorganismos patdégenos
(CYTDE, 2001).

Estos microorganismos, procedentes de individuos enfermos, llegan a los cursos de agua
a través de las descargas de aguas residuales sin tratar o con tratamiento deficiente, del
drenaje de lluvias y de descargas generadas en la produccion de alimentos,
propagandose en el agua con gran rapidez. La transmision sucede en el momento que
los excrementos portadores de organismos infecciosos son arrastrados por el agua o se
lixivian hasta los manantiales de agua dulce, contaminando el agua potable y los
alimentos.

La ruta primaria de infeccion es la ingestion de agua contaminada con microorganismos
patégenos, pero los alimentos y utensilios de mesa lavados con agua contaminada
pueden ser también vias de transmision. Otras vias de contagio son la inhalaciéon de
aerosoles contaminados con microorganismos o0 el contacto con aguas de bafio
contaminadas (Atlas y Bartha, 2001).

Los patogenos de humanos que son transmitidos por el agua incluyen muchos tipos de
microorganismos tales como: bacterias, virus, protozoos y, en ocasiones, helmintos
(lombrices), todos ellos muy diferentes en tamafio, estructura y composicion. Las
enfermedades clésicas transmitidas por el agua son el célera y las fiebres tifoideas, que
frecuentemente han hecho estragos en areas densamente pobladas a lo largo de la
historia del hombre. Estas enfermedades han sido controladas de forma eficaz en paises
desarrollados mediante la proteccién de las fuentes de agua y el tratamiento de los
aportes de agua contaminados (Maier et al., 2000). En la tabla 1.1 se detallan las rutas
de transmision de patdégenos a traves del agua y algunos ejemplos de los
microorganismos implicados.

www.conamalO.es | 6



10

CONGRESO NACIONAL
DEL MEDIO AMBIENTE

Contaminacion Ingestion Inhalacion y | Contacto
por: ) aspiracion .
(bebida) (bafio)
(aerosoles)
Ruta de Infeccién Gastrointestinal Respiratoria Piel

Patdégenos

Campilobacter spp.
Escherichia coli
Salmonella spp.
Shigella spp.

Vibrio cholerae
Yersinia spp.
Adenovirus

Astrovirus

Enterovirus

Virus de la hepatitis A
Virus de la hepatitis E
Norovirus

Rotavirus

Sapovirus
Cryptosporidium parvum
Entamoeba histolytica
Giardia intestinalis

Toxoplasma gondii

Legionella pneumophila

Micobacterias no
tuberculosas

Diversas infecciones

virales

Acanthamoeba spp.
Aeromonas spp.

Burkholderia
pseudomallei

Micobacterias no
tuberculosas

Leptospira spp.

Pseudémonas
aeruginosa

Tabla 1.1. Rutas de transmisiéon de patégenos relacionados con el agua
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1.3.2. Las aguas l6ticas como ambiente microbiano

Los rios son considerados ambientes de aguas dulces en movimiento, es decir, de aguas
I6ticas. Los rios se caracterizan por ser sistemas dinamicos con zonas de movimiento
rapido de agua y remansos con una corriente reducida. La velocidad del agua influye en
la cantidad de oxigeno y de otros materiales que entran en ella. Los rios tienen una gran
interfase con la litosfera a lo largo de las orillas. Debido a esto, reciben gran cantidad de
compuestos quimicos a través de las corrientes del agua de lluvia y la erosion de las
orillas (Atlas y Bartha, 2001). Gran parte de los nutrientes utilizados por los
microorganismos de un rio proceden del sistema terrestre que lo rodea. Por eso, las
poblaciones microbianas que habitan en las aguas Ioticas reflejan las condiciones
terrestres, incluyendo los efectos de las practicas domeésticas, agricolas o industriales.

Los microorganismos de los rios viven principalmente adheridos a superficies tales como
rocas sumergidas formando biopeliculas. Los nutrientes disueltos son rapidamente
absorbidos por estos microorganismos unidos a rocas y son liberados cuando los
microorganismos mueren y se degradan para ser absorbidos de nuevo. Por eso, el
reciclado de los nutrientes en un rio no ocurre en un lugar, sino que hay un cierto grado
de transporte rio abajo antes de que el ciclo se complete. Este fendbmeno es conocido
como espiral de nutrientes.

1.3.3. La importancia de los microorganismos en la limpieza de las aguas
contaminadas

Autodepuracion de un rio y depuracién de aguas res  iduales

La calidad del agua de los rios estard muy influenciado por el uso al que se someta, de
tal modo que este uso puede ir degradandola. Los indices de calidad del agua de los rios
disminuyen con la proximidad a los nucleos de poblacion, donde se reduce su caudal y
aumentan los vertidos. El mayor foco de degradacion de la calidad del agua es el vertido
de aguas residuales domeésticas sin depurar asi como vertidos industriales y lixiviados de
granjas. Los efluentes de los municipios introducen en el agua de los rios compuestos
organicos en concentraciones muy elevadas. Sin embargo, los rios son ecosistemas
dindmicos que gracias a su flora autéctona estan dotados de la capacidad de eliminar
por si mismos parte de la fraccidbn contaminante, sobre todo si se trata de materia
orgéanica (Gray, 2004).

Normalmente, el agua de los tramos altos de los rios es de buena calidad, apenas existen
vertidos y su capacidad de autodepuracion es alta debido a que sus aguas discurren de
forma rapida y estan oxigenadas. Por el contrario, la calidad del agua en los tramos bajos
es mucho menor ya que reciben mayor cantidad de vertidos, y la capacidad de
autodepuracion es menor debido a la lentitud y poca oxigenacion de las
aguas(Ambientum,2002)
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La autodepuracion de las aguas es un conjunto de fendmenos fisicos, quimicos y
biolégicos, que tienen lugar en el curso del agua de modo natural y que provocan la
destrucciéon de materias extrafias incorporadas

La capacidad de autoregeneracién de un rio depende de los siguientes aspectos: el
caudal, que permitira diluir el vertido y facilitar su posterior degradacion; la turbulencia del
agua, que aportara oxigeno diluido al medio, favoreciendo la actividad microbiana y la
naturaleza y tamafio del vertido.

La autoregeneracion total dependera de la cantidad de contaminantes, la naturaleza de
los contaminantes, el vertido esporadico o permanente de efluentes, la temperatura, la
cantidad de oxigeno disuelto en el agua, y la capacidad de diluir los distintos materiales
que afectan el ambiente acuético. En este sentido, la llegada de altas concentraciones de
contaminantes puede anular el proceso de autodepuracion, creando una zona
contaminada que resultara dificil recuperar si no es de forma lenta y/o artificial. Si el
vertido es excesivo, el oxigeno disuelto puede eliminarse por completo y el vertido puede
llegar aguas abajo sin poderse degradar. Las aguas se vuelven permanentemente
anoOxicas y se favorecen los procesos metabdlicos anaerobios que generan acidos
organicos, sulfuros, metano y otras sustancias toxicas para la vida acuatica.

Para evitar estas consecuencias, las aguas residuales generadas en los municipios han
de ser tratadas antes de ser vertidas a un recurso natural de agua. Esto se consigue
mediante distintos tratamientos de depuracién en plantas depuradoras de aguas
residuales (EDAR).

1.4. Objetivos
En este trabajo se platearon los siguientes objetivos:

1. Estudio de la calidad sanitaria de las aguas del rio Henares a través de
microorganismos indicadores de contaminacion fecal.

Para el control de calidad microbiolégica del rio se requiere una serie de analisis
dirigidos a determinar la presencia de microorganismos patégenos. Para ello se ha
propuesto el uso de indicadores microbianos que puedan identificar mediante métodos
sencillos y rapidos. El grupo mas utilizado es el de bacterias coliformes, ya que es el méas
adecuado como indicador de contaminacion bacteriana debido a que estan en grandes
cantidades, estan presentes en el tracto intestinal y se comportan de igual manera que
los patégenos.

2. Estudio de la flora microbiana del rio Henares, que nos indicara por un lado, el grado
de limpieza de las aguas, puesto que suele ser proporcional a la cantidad de materia
organica biodegradable presente en el agua. Por otro lado, esta comunidad microbiana
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participa activamente en el proceso de biodegradacion de contaminantes orgénicos y por
tanto en el proceso de autodepuracion de los rios.

Para la consecucion de ambos objetivos se obtuvieron muestras en dos grupos de
localizacién y dos épocas:

A su paso por los municipio de Sigiilenza, Guadalajara, Jadraque, Azuqueca de Henares,
Alcala de Henares y Torrejon de Ardoz.

Y de una forma mas precisa en el municipio de Alcala de Henares. Se muestrearon
diversos puntos con el fin de representar la calidad del agua antes de llegar al centro de
la ciudad, en el momento que pasa por la ciudad y en el momento que el agua es vertida
al rio una vez tratada.

La toma de muestras se realiz6 en dos estaciones, invierno y primavera del 2010. Para
poder realizar posteriormente una comparacion, ya que estas dos épocas del afio estan
diferenciadas por condiciones bastante heterogéneas que pueden afectar al
crecimiento de los microorganismos.

2. MATERIALES Y METODOS
2 1. Localizacion de las muestras

Las muestras de agua del rio Henares se recogieron en dos épocas y grupos de
localizacion. Durante los meses de otofio del afio 2009, se tomaron muestras en seis
importantes municipios por los que discurre el rio Henares: Siglenza; Jadraque;
Guadalajara; Azuqueca; Alcala de Henares y Torrejon de Ardoz (Figura 2.1). Durante los
meses de invierno y primavera del 2010, se tomaron muestras a cuatro niveles del rio a
su paso por la ciudad de Alcala de Henares: Fuente de Luis Mariano; Isla de los colegios;
Puente Zulema y Después de la depuradora (Figura 2.2).

@ S ) i
&‘,’ ; A lo largo del rio
¥

*Siglienza

i ‘ — Jadraque

— Azuqueca
Guadalajara «-- 9

Alcala - o
/—/-@
Torrejon .
de Ardoz .2

Fig.2.1. Localizacion de puntos de muestreo a lo largo del rio Henares.
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Fig.2.2. Localizacion de puntos de muestreo en el municipio de Alcala (Google Earth)

Las muestras de agua de los municipios de Siglenza, Jadraque, Guadalajara y Azugueca
de Henares, en la provincia de Guadalajara, y de Alcalad de Henares 'y Torrején de Ardoz,
en la provincia de Madrid, fueron recogidas por alumnos de Ciencias Ambientales de la
UAH integrantes del “Proyecto de voluntariado del rio Henares 2009-2010". En el
momento de la recogida de estas muestras se analizaron parametros fisico-quimicos
como el pH, nitratos, conductividad, turbidez, temperatura y oxigeno disuelto mediante el
Kit de muestreo de Word Water Monitoring Day (DMCCA), proporcionado por el
ministerio de medio ambiente rural y marino.

2.2. Analisis microbioldgico
2.2.1. Indicadores de contaminacion fecal

En el Real Decreto140/2003, del 7 de febrero, se establecen los criterios sanitarios para
la calidad del agua de consumo humano. Los métodos de ensayo utilizados por los
laboratorios se han de ajustar a lo especificado en el anexo IV de este Real Decreto. Los
resultados obtenidos en este andlisis se compararan posteriormente con los valores que
regula la legislacion fijados en el anexo | del Real Decreto.
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2.2.1.1. Coliformes

Las bacterias coliformes son un grupo de enterobacterias que se definen como bacilos
Gram negativos que fermentan la lactosa con produccién de acido y gas a 37°C.

0 Colimetria presuntiva y recuento de coliformes
El recuento de bacterias coliformes se llevé a cabo en medio liquido, Caldo Lactosado
(CL), con adicion de campanas Durham. El objetivo es obtener datos cuantitativos sobre
la presencia de presuntas bacterias coliformes a través de la técnica del N.M.P (Namero
Mas Probable).

El resultado final se obtuvo empleando una tabla de probabilidades llamada el Numero
Méas Probable o NMP (Almenar, 1997). EI numero de tubos positivos (turbios y con al
menos 10% de produccion de gas) y negativos (transparentes y sin produccion de gas o
menos del 10%) de las tres series indican el nimero mas probable de coliformes en 100
ml de agua.

o Colimetria confirmativa y coliformes fecales
Los coliformes fecales, y en particular E. coli, son un subgrupo de los coliformes totales
capaces de fermentar la lactosa con produccion de acido y gas a 44.5°C en 24 horas.

Para detectar coliformes fecales se tomé una alicuota de un tubo positivo de CL obtenido
en el ensayo anterior, se inoculé en un tubo de CL estéril y se incubd a 44 °C durante 24
horas. Ademas, otra alicuota del mismo tubo positivo se sembré en una placa con medio
Levine y se incub6 a 44 °C durante 24 horas.

La presencia de coliformes fecales en Levine, especialmente E. coli, se detectd por la
aparicion de colonias que presentaban un centro azul-negro con un brillo metalico al ser
observadas con la luz reflejada. A veces el brillo no se manifiestaba.

o0 ldentificacion: Pruebas IMVIC
Las bacterias coliformes aisladas en medio Levine se identificaron mediante pruebas de
confirmacion complementarias (1.M.Vi.C.).

Las pruebas bioguimicas consisten en distintos test quimicos aplicados a medios
bioldgicos, los cuales, conocida su reaccion, nos permiten identificar distintos
microorganismos presentes, su sistema de funcionamiento generalmente consiste en
determinar la actividad de una via metabdlica a partir de un sustrato que se incorpora en
un medio de cultivo y que la bacteria, al crecer, incorpora o no ( Brock, 1993).
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2.2.1.2. Enterococos fecales

Los enterococos fecales son cocos Gram positivos, aerobios o anaerobios facultativos y
catalasa negativos que fermentan la glucosa con produccion de &cido. En este grupo se
encuentra Enterococcus faecalis y su presencia se relaciona con la presencia de heces.

Un tubo con 9 ml de medio liquido KAA (Canamicina-Esculina-Azida) se inocul6é con 1 ml
de agua problema. A continuacion se incubé a 37 °C durante 24 horas. Cuando los
enterococos hidrolizan esculina se produce glucosa y esculetina, esta Ultima reacciona
con el NH4+ y el Fe+3 que lleva el medio para dar un complejo negruzco. La aparicion de
color negro indica que la prueba es positiva.

Este analisis se complementd con la siembra en estria por agotamiento en placas de
medio solido KF que se incubaron a 37 durante 48h. Posteriormente, se procedia al
recuento de las colonias que presentaban una coloracion granate, indicativo de la
presencia de enterococos.

2.2.1.3. Clostridios sulfito reductores

Los clostridios son bacilos Gram positivos, anaerobios estrictos, formadores de esporas.
Reducen el sulfito a sulfuro, el cual reacciona con la sal de hierro, dando un precipitado
de color negro.

Este andlisis se llevo a cabo en el medio de cultivo Agar SPS((agar sulfito sodico). Se
tomé 1 ml de la muestra problema y se verti6 en una placa Petri. Posteriormente se
mezclé con el medio SPS fundido y se incub6é a 44T durante 48 h. Los medios
inoculados se introdujeron en una jarra de anaerobiosis junto con un sobre de Anaerogen
para asi crear una atmosfera anaerobia.

2.2.2. Recuento de mesofilos aerobios

Para este tipo de recuentos, alicuotas de 100 pl del agua problema se inocularon en
medio solido PCA y se incubaron durante 48 horas a dos temperaturas distintas, 37 °C y
22 °C.

Tras la incubacion, se conté el niumero de colonias aisladas en la placa. Dicho nimero se
transform6 en el Niumero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por ml de agua
problema.
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2.2.3. Recuento de pseudomonas

Para el recuento de pseudomonas, se inocularon 200 ul del agua problema en placas con
medio solido de agar Cetrimida y se incubaron durante 48 horas a dos temperaturas
distintas, 37 °C y 22 °C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se cont6é en
numero de colonias para después obtener las unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/ml).

2.2.4. Recuento de hongos y levaduras

La legislacion esparfiola recomienda para este recuento el medio Sabouraud-glucosa. Se
inocularon 200 pl de agua problema y se incubaron a 28 °C durante 5 dias. Una vez
transcurrido el tiempo se contd el nimero de colonias para después obtener las unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml).

2.3. ldentificacion de microorganismos
2.3.1. Bacterias

Como ensayo preliminar para conocer la flora bacteriana autéctona del rio Henares se
procedio a la identificacion de algunas de las bacterias aisladas del agua. Para el
aislamiento, se eligieron principalmente colonias bacterianas que habian crecido de forma
peculiar en PCA o en agar Cetrimida, por su forma o su pigmentacion.

El procedimiento que se llevé a cabo fue, en primer lugar, el aislamiento de colonias
mediante la técnica de estrias por agotamiento utilizando el mismo medio de cultivo que
la placa de partida. Los cultivos puros de bacterias asi obtenidos fueron, en segundo
lugar, resembrados en placas con medio PCA para su conservacion.

En una primera etapa de identificacion se analizaron aspectos del fenotipo bacteriano
como la movilidad, morfologia, tincion de Gram, oxidacion/fermentacién, actividad
catalasa y actividad oxidasa. Posteriormente, se realizaron pruebas bioquimicas de
identificacion mediante Sistemas Api (Biomerieux).

2.3.2. Hongos

Con el fin de identificar los hongos presentes en las distintas zonas del rio, se realizé,
antes de todo, un aislamiento de las placas de SC donde habia crecido inicialmente de
forma conjunta, intentando separarlos por su distinta morfologia y tonalidad. Una vez que
ya se tenia la certeza que estaban totalmente aislados se utiliz6 la técnica de
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cubreobjetos inclinados, con la finalidad de observar su morfologia, la presencia de hifas
0 no y otros aspectos que permitiesen su identificacion al microscopio.

3. RESULTADOS
3.1. Datos Fisico quimicos del rio Henares

La toma de los datos fisico quimicos del rio Henares se realiz6 durante los meses de
otofio del afio 2009.

Los datos fisico quimicos del rio Henares representan una forma sencilla de identificar las
variaciones composicionales, tanto espaciales como temporales, resultantes de cambios
en factores naturales como la litologia, relieve y vegetacion entre otros. Ademas, son
Utiles para determinar el grado de contaminacién tanto organica como inorganica.

Mediante mediciones realizadas in situ se determinaron los valores de los pardmetros del
agua: turbidez, T2 del agua, oxigeno disuelto (OD), % saturacién de O,, concentracion de
nitratos (ppm), pH y dureza del agua. En las tablas 3.1 y 3.2 figuran los datos obtenidos.

Tabla 3.1. Datos fisico quimicos del agua del rio Henares a nivel de Siglienza, Jadraque y
Guadalajara. (1, 2, 3) Diferentes puntos de muestreo.

Pardmetros/Puntos Siglienza Jadraque Guadalajara

S1 S2 S3 Ji J2 Gl G2 G3

Turbidez (JTU) 40,00 | 40,00 | 40,00 40,00 20,00 0,00 0,00 0,00
T2 agua (°C) 10,00 9,00 10,00 15,80 16,00 15,00 14,00 12,00

02 disuelto (ppm )(OD) 6,00 5,00 3,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
% Saturacion O2 52,00 | 40,00 | 32,00 | 41,00 | 41,00 | 41,00 | 39,00 | 37,00
Nitratos (ppm) 500 | 0,00 | 000 | 300 | 300 | 000 | 0,00 | 0,00

pH 8 8 8 8 7,5 7 7 6,5

Dureza 440 600 600 640 560 560
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Tabla 3.2 .Datos fisico quimicos del agua del rio Henares a nivel de Azuqueca, Alcala y Torrejon.
(1,2, 3) Diferentes puntos de muestreo.
Pardmetros/Puntos Azuqueca Alcala Torrejon
Azl Az 2 Al A2 A3 T1
Turbidez (JTU) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Ta agua (°C) 13,00 | 14,00 11,00 11,00 12,00 12,00
02 disuelto (ppm) (OD) 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00
% Saturacion O2 38,00 39,00 36,00 36,00 36,00 37,00
Nitratos (ppm) 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
pH 8 8 7,00 7,00 8,00 8
Dureza 480 480 520,00 560,00 560,00 480

Analizando los datos obtenidos hay que destacar la elevada dureza que presentan el
agua.

Acerca del pardmetro de turbidez, no es un agua que presente soélidos en suspension, es
decir tiene alta transparencia.

En el caso del pH se observa el caracter homogéneo que hay a lo largo del perfil del rio,
siendo neutro o ligeramente basico.

Y por ultimo, respecto al oxigeno disuelto (OD) sefalar de una forma general, que se
encuentra mas concentracion de OD en las cabecera del rio que en los demas puntos. La
toma de los datos fisico quimicos del rio Henares en el municipio de Alcala se realizo
durante los meses de invierno y primavera del afio 2010.Mediante mediciones realizadas
“in situ” se determinaron los valores de los parametros del agua: T2 del agua, T2
ambiental y pH. En la tabla 3.3 y 3.4 figuran los datos obtenidos.
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en primavera.

Tabla 3.3. Datos fisico quimicos de las aguas del rio Henares a nivel de Alcala

Fuente .
, . Isla de los Puente Salida de la
Parametros/Puntos Luis .
. colegios Zulema depuradora
Mariano
pH 5 5 6 5,5
T2 amb (°C) 15 17 15 15
T2 agua (°C) 13 15 13 15

Tabla 3.4. Datos fisico quimicos de las aguas del rio Henares a nivel de Alcala
en otofio.
Fuente .
, . Isla de los Puente Salida de la
Parametros Luis .
. colegios Zulema depuradora
Mariano
pH 6 55 5 5,5
T2 amb (°C) 3 3 3 3,5
T2 agua (°C) 0,9 11 11 15

3.2. Datos del caudal del rio

Al mismo tiempo que se determinaron los datos fisicos quimicos de los diferentes tramos
del rio, se analizaron los datos proporcionados por la Confederacién Hidrologica del Tajo
de las estaciones de aforo situadas a lo largo del Henares.
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Estos datos se tuvieron en cuenta para discutir los resultados obtenidos en este trabajo
(Figura 3.1)

Caudales anuales

m Caudal medio
2 30 Caudal maximo
o Caudal minimo

0 T T |
Bujalaro Humanes Espinillos Canal del
N° 60 N°61 N° 62 Henares
Ne 29
Estaciones de aforo

Fig.3.1. Caudales anuales medios, maximos y minimos de aportacion en la serie 2005-2006 (Comisaria de
las aguas del Tajo. Confederacién Hidrografica del Tajo)

Puede apreciarse que los caudales medios no varian de forma significativa y los maximos
son registrados en la Estacion de N°62 de Espirillos, situada en Alcala de Henares

3.3. Estudio de la calidad sanitaria del rio Henare s

La calidad sanitaria del rio Henares se valoré midiendo el grado de contaminacion fecal
en sus aguas. Para ello se determind la presencia de tres grupos de microorganismos
indicadores de contaminacion fecal:

- Microorganismos coliformes
- Enterococos
- Clostridios Sulfito Reductores

Durante los meses de otofio del afio 2009 se estudio la calidad sanitaria del rio Henares
tomando como referencia las zonas proximas a las principales poblaciones asentadas en
sus orillas. Desde Siglenza, la mas proxima al nacimiento del rio, hasta Torrejon de
Ardoz, préxima a su desembocadura en el Jarama.

Durante los meses de invierno y primavera del 2010 se realiz6é el mismo estudio en el rio
Henares a su paso por la ciudad de Alcala.
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3.3.1 Alo largo del rio

o Colimetria
Los resultados de la colimetria de las aguas del rio Henares tomadas en las principales
poblaciones lindantes durante los meses de otofio se muestran en lo siguiente figura
3.2 de forma conjunta.

Coliformes fecales
5000
4500 .
4000 L ! a
_ 3500 \\ //'\\
E 3000 \ v, N
£ 3000 \ ..
2
1500 -
1000 M —e—superficie
500
Q T T T T T 1 —a—profundidad
> @ & > NG D
&(\" S&cf’ %\;s;b g O\Pef‘ ?}c,'z- é@o
¥ N C&‘)'bb W <0
Puntos

Fig. 3.2. Concentracion de bacterias coliformes fecales a lo largo del rio Henares.

En dicha figura se aprecia como las concentraciones de este conjunto de
microorganismos son maximas en ciudades como Sigienza, Guadalajara y Alcala.
Disminuyendo a su paso por los municipios intermedios como son Jadraque, Azuqueca y
Torrejon.
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0 Enterococosy Clostridios Sulfito Reductores
La tabla 3. 5 muestra un resumen de la contaminacioén fecal a lo largo del rio Henares,

pudiéndose distinguir los tramos que presentaron mayor contaminacion. A estos tramos
les denominaremos “puntos calientes” de contaminacion fecal.

Tabla 3.5. “Puntos calientes” de contaminacién de fecal a lo largo del
rio Henares. (+) n° de colonias 0=5. (++), n° de colonias 527.5 y
(+++) n° de colonias >7.5.
Coliformes -
Punto de muestra Enterococos Clostridios
fecales

Siglienza 1 + + +

Siglienza 2 + ++ +++

Sigllenza 3 + +++ +++

Jadraque 1 + - ++

Jadraque 2 + + -

Jadraque 3 + + -
Guadalajara 1 + ++ +++
Guadalajara 2 + + ++
Guadalajara 3 + + +++

Azuqueca + + +++

Alcala 1 + ++ +
Alcala 2 + ++ +++
Alcala 3 + +++ +
Torrejon + - +++
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El rio Henares presenta su primer “punto caliente” de contaminacion fecal a nivel de
Siguienza, pasado el centro de la ciudad y la depuradora. El siguiente “punto caliente” se
localiza en Guadalajara antes de pasar por el centro de la ciudad y a la salida de la
misma. Por ultimo, el rio muestra dos puntos calientes de contaminacion fecal, a su paso
por el centro y a la salida de Alcala, después de la depuradora.

3.3.2 A su paso por Alcala de Henares

o Colimetria
Los resultados de la colimetria de las aguas del rio Henares a su paso por Alcala de
forma conjunta en ambas estaciones se representan graficamente en la figura 3.3

Coliformesfecales

400000

350000 =
_ 300000 — =
£ 250000 =
T 200000 -
S 150000 - ~
100000 E—
50000 e | ryiE MO
0 i i i H
- o
—o— Primavera
'v.
S S & &
> &
T S

Fig.3.3. Comparacién de la concentracion de las bacterias coliformes fecales en
invierno y primavera.

En las gréficas anteriores se observa una pauta general, es decir, se obtiene mas
cantidad de bacterias coliformes en primavera que en invierno. En primavera, el
méaximo de la concentracion de bacterias coliformes se encuentra en la Isla de los
colegios, sin embargo en invierno se detecto a nivel del Puente Zulema, en el centro de
Alcald. En el punto de la Fuente de Luis Mariano se identificé la presencia de
Citrobacter, mientras que en todos los otros puntos de muestreo, la bacteria coliforme
identificada fue de E.coli.

0 Enterococos y Clostridios Sulfito Reductores

En la tabla 3.6 muestra un resumen de los datos de contaminacién fecal en Alcald en
ambas estaciones. Al igual que se indic6 en el apartado 3.1.1, los puntos de muestreo
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que presentan mayor grado de contaminacion fecal seran denominados “puntos
calientes”.

Tabla 3.6. “Puntos calientes” de contaminacion fecal del rio Henares a
su paso por Alcala en (1) invierno y en (P) primavera. (+) n° de colonias
0=12.5. (++) n° de colonias 12.5=30. (+++) n° de colonias >30.
Coliformes .
Punto de muestra Enterococos Clostridios
fecales
FLM | + ++ +
FLM P + + +++
Lalsla | + + +4++
Lalsla P + - ++
Puente Zulema | + + +++
Puente Zulema P + - 44
Salida depuradora | + - ++4+
Salida depuradora P + ++ ++

En invierno, el mayor tramo de contaminacién fecal del Henares a su paso Alcal4 se
encuentra en la Islay en el puente Zulema después de haber pasado por el centro de la
ciudad. En primavera, si se consideran los datos de bacterias coliformes (NMP), la
contaminacion fecal es elevada en todo el tramo del rio que pasa por Alcala, aunque se
registran valores mas elevados a nivel del puente Zulema.

3.4 Estudio de la flora microbiana del rio Henares

Con el objetivo de llegar a conocer la flora microbiana del rio Henares, de forma
preliminar se analiz6 una parte de la misma, la integrada por microorganismos
planctonicos heterétrofos, ya que la cantidad de estos microorganismos puede ser
utilizada como un indice de la calidad ambiental del rio. Por un lado, puede indicar el
grado de limpieza de las aguas, puesto que suele ser proporcional a la cantidad de
materia organica biodegradable presente en el agua. Por otro lado, esta comunidad
microbiana participa activamente en el proceso de biodegradacién de contaminantes
organicos y por tanto en el proceso de autodepuracion de los rios.
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Para analizar la comunidad de microorganismos heterétrofos, se determind la
concentracion de microorganismos aerobios mesdéfilos, la de pseudomonas y la de
hongos en las aguas del rio Henares.

Como ya se ha indicado en el apartado 3.1, durante los meses de otofio del afio 2009 se
estudio la flora microbiana del rio Henares tomando como referencia las zonas préximas
a las principales poblaciones asentadas en sus orillas y durante los meses de invierno y
primavera del 2010 se realizé el mismo estudio en el rio Henares a su paso por la ciudad
de Alcala.

3.4.1 Alo largo del rio

0 Aerobios mesofilos
Los valores de la concentracion de microorganismos aerobios mesdfilos de las aguas del
rio Henares tomadas en las principales poblaciones lindantes durante los meses de otofio
se muestran de forma conjunta, estos resultados se representan graficamente en la figura
3.4.
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Fig.3.4. Variacion de la concentracion de microorganismos mésofilos a lo largo del rio Henares.

Los microorganismos aerobios heterétrofos que crecen a 22°C posiblemente representan
la fraccién de microorganismos autéctonos del rio, adaptados a vivir a temperaturas mas
bajas. Los microorganismos que crecen a 37°C serian aquellos capaces de crecer en un
rango mas amplio de temperaturas o, probablemente, aquellos microorganismos
aléctonos que llegan al rio junto con los vertidos del exterior. La concentracion de
microorganismos que crecen a 22°C es mucho mayor de la de los que crecen a 37°C. En
ambos casos, la mayor densidad de microorganismos parece coincidir con una mayor
densidad de contaminacion fecal a nivel de la ciudad de Alcala.
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0 Pseudomonas

La concentracion de pseudomonas en las aguas del rio Henares tomadas en las
principales poblaciones lindantes durante los meses de otofio se muestran en la figura
3.5 para obtener un perfil de la concentracion de pseudomonas a lo largo del rio Henares.
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Fig. 3.5. Variacion de la concentracion de pseudomonas a lo largo del rio Henares.

Si consideramos que las bacterias del grupo de las pseudomonas que crecen a 22°C
representa la fraccion de pseudomonas autdctonas, se puede observar que éstas
predominan Unicamente en el dltimo tramo del rio.

0 Hongos

La concentracion de hongos y levaduras en las aguas del rio Henares tomadas a nivel de
las principales poblaciones durante los meses de otofio se representan graficamente en

la figura 3.6.
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Fig. 3.6. Variacion de la concentracion de hongos y levaduras a lo largo del rio Henares.

Analizando dicha figura, se perciben las oscilaciones de la concentracion de hongos y
levaduras a lo largo del rio, teniendo su maximo en Siglienza seguido de Guadalajara y
Torrejon de Ardoz.

3.4.2 A su paso por Alcala de Henares

0 Aerobios mesofilos
Los valores de la concentracion de microorganismos aerobios mesdéfilos de las aguas del
rio su paso por Alcala de Henares los meses de invierno y primavera se muestran
graficamente en la figura 3.8.
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Fig. 3.8 Variacion de la poblacion de microorganismos meséfilos del rio Henares a su paso por Alcala entre

los meses de invierno y primavera.

Se puede ver una pauta general, es decir, se obtiene mas cantidad de estos grupos de
microorganismos en primavera que en invierno.

Los organismo heterétrofos aerobios, como se puede apreciar en las figura 3.8., siguen la
misma pauta a ambas temperaturas de crecimiento en la época de invierno. La tendencia
es que antes de llegar a la ciudad su concentracibn es minima y que segun el rio
atraviesa la ciudad, la cantidad aumenta hasta llegar a la depuradora, donde se aprecia

de nuevo un valor minimo.

En primavera, la poblacién de heterotrofos mesofilas que crecen a 22°C es muy alta a su
paso por Alcala, lo que coincide con valores elevados de contaminacion fecal. Sin
embargo, los microorganismos que crecen a 37°C, aunque presentan valores altos a la
entrada de Alcala, van siendo eliminados en su recorrido hasta la depuradora.
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o Pseudomonas
Los valores de

la concentracion de bacterias pertenecientes al grupo de

pseudomonas en las aguas del rio su paso por Alcald de Henares los meses de invierno
y primavera se representan graficamente en la figura 3.9
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Fig 3.9. Variacion de la poblacién de pseudomonas del rio Henares a su paso por Alcala entre los meses de
invierno y primavera.

Tanto en invierno como en primavera, se puede apreciar que la maxima de concentracion
de pseudomonas se encuentra en La Isla de los Colegios, tramo del rio que discurre por
el centro de la ciudad.

0 Hongos y levaduras
Los valores de la concentracion de poblaciones de hongos y levaduras en las aguas del
rio su paso por Alcald de Henares los meses de invierno y primavera se representan
graficamente en la figura 3.10.
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Fig. 3.10 . Variaciéon de la poblacion de hongos y levaduras del rio Henares a su paso por Alcala entre los
meses de invierno y primavera.

Tanto en invierno como en primavera, se puede apreciar que la maxima de concentracion
de hongos se encuentra en La Isla de los Colegios, tramo del rio que discurre por el
centro de la ciudad.

3. 5. Identificacién de la flora microbiana del rio Henares

A partir de las colonias aisladas de microorganismos en diferentes medios de cultivo y en
diferentes puntos de muestreo del rio, se obtuvieron cultivos puros de bacterias, mohos y
levaduras. Para conocer la flora microbiana del rio Henares, algunos de estos
microorganismos  aislados fueron identificados. Se seleccionaron aquellos
microorganismos que presentaban alguna caracteristica peculiar como el color de las
colonias, la morfologia o el haber sido aislados simultaneamente a diferentes niveles del
rio.

En este trabajo se han identificado dos especies de bacterias, una especie de levaduray,
a nivel de género, tres hongos cuyas caracteristicas se describen a continuacion.

a) Bacterias
Se identificaron dos bacterias habitantes de las aguas del rio Henares.
Ambas bacterias presentaron algunas caracteristicas comunes como la de ser
bacilos Gram negativos, moviles, oxidativos y catalasa positivos. Se analizaron las
caracteristicas bioquimicas de ambas bacterias mediante galerias APl 20 NE de
Biomerieux y los resultados de estas pruebas se sometieron al programa api
web™ para su identificacion. Segun este programa, una de las bacterias fue
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identificada como Pseudomonas putida, con un intervalo de confianza del 99,6% y
la otra bacteria fue identificada como Sphingomonas paucimobilis con un intervalo
de confianza del 71,7%.

Imagenes del aspecto de las colonias y la morfologia celular de
Pseudomonas putida y se muestran en las figuras. 3.11.

Fig. 3.11 a) Crecimiento en placa de PCA de Pseudomona putida. b) Imagen de un biofilm de
Pseudomonas putida tomadea mediante a microscopia de fuerza atdomica (AFM) en la que se
observa la morfologia de las células. 40 x 40 micrones. (SCANNING PROBE MICROSCOPY)

Identificacién de Hongos

a. Levaduras

De las aguas del rio Henares se aislaron diversas levaduras en medio Sabouraud con
antibiético. Una de las levaduras aisladas fue identificada como Candida parasilopsis.
Para la identificacion, se utilizaron criterios macroscopicos como el aspecto de las
colonias crecidas en Sabouraud, criterios microscopicos como la morfologia celular y
criterios bioquimicos como la asimilacion de sustratos organicos mediante el sistema API
20 C AUX.

Candida parasilopsis fue aislada en las aguas del rio después del vertido de la
depuradora. Cuando crece en medio Sabouraud forma colonias de color crema, opacas,
elevadas y mantecosas C. parasilopsis, observada al microscopio, muestra dimorfismo
celular, pudiéndose apreciar formas ovaladas y esféricas que forman cadenas y se
dividen mediante gemacion. También es posible distinguir el desarrollo de un verdadero
pseudomicelio.
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0 Hongos filamentosos
En las aguas del Henares se detectaron tres géneros de hongos: Penicillium; Aspergillus
y Cladosporium. La identificacion de estos hongos se basé en la forma y color de las
colonias crecidas en Agar Sabouraud y en la morfologia de las hifas, de los conidios y de
los conidioforos observados al microscopio mediante tincidn vital con azul de lactofenol.
En las figuras 3.12 y 3.13 se muestran fotografias del aspecto de las colonias y de los
conidiéforos de los tres hongos respectivamente.

Las colonias de Penicilllum son circulares con un borde neto de color blanco. La
superficie de la colonia es aterciopelada y ligeramente algodonosa.

Al microscopio se observa que Penicillium posee conidios redondos generados en una
estructura ramificada en forma de pincel, el conidiéforo, que termina en cadenas de
conidios.

Cuando crece en medio Sabouraud, Aspergillus forma un micelio de color rosado y
superficie aterciopelada. MicroscOpicamente se detecta la formacion de hifas tabicadas y
de conidios redondos. Largas cadenas de conidios son generadas en una célula

conidibgena ensanchada, la vesicula.

Cladosporium  crece formando colonias de color marrén oscuro y de aspecto
aterciopelado. Las hifas son tabicadas; los conidios, de forma ovalada, son oscuros y
forman cadenas.

Fig.3.12 a) Cultivo de Aspergillus sp en agar Sabouraud. b) Conidiéforos (x400)
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Fig.3.13 a) Cultivo de Cladosporium sp en agar Sabouraud. (Elaboracién propia) b) Hifas
y conidios conidios que forman cadenas (William McDonald, M.D. 2001).

4. DISCUSION GENERAL

Los resultados obtenidos en este proyecto muestran distintos aspectos de la calidad de
las aguas del rio Henares a su paso por las poblaciones mas importantes que atraviesa y
de las que recibe diversos tipos de vertidos.

En primer lugar, centrdndonos en el analisis del perfil general del rio, desde su
nacimiento en la Sierra Ministra hasta su desembocadura en Mejorada del Campo, se
obtuvieron los siguientes resultados:

Respecto a los parametros fisico-quimicos del rio cabe destacar la elevada dureza del
agua, con un rango de 300-600 mg/l. El agua del Henares entra dentro de la clasificacion
de agua muy dura y no es aceptable como agua potable ya que el limite maximo
permisible es de 300 mg/l (RD.140/2003). Estos valores resultan normales en la cuenca
dada su geologia.

Acerca del pardmetro turbidez, el agua tiene una elevada transparencia y no presenta
elevadas cantidades de sélidos en suspension. Su maxima turbidez se encuentra en los
puntos mas altos, posiblemente porque la velocidad del rio es mayor y arrastra mas
sedimentos; y también se encuentra en el municipio de Guadalajara, ya que es la primera
ciudad que aporta gran cantidad de vertidos al rio.

En cuanto al pH, se observa el caracter homogéneo que hay a lo largo del perfil del rio,
siendo neutro o ligeramente basico por el material calcareo por el que discurren las
aguas. Aun asi, es adecuado para el desarrollo de los organismos acuaticos (Informe
sobre el Estado de conservacion del rio Henares 2009).

Y por ultimo, respecto al oxigeno disuelto (OD) hay que destacar que la mayor
concentracidon se encuentra en la cabecera del rio, debido a la mayor velocidad y menor
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temperatura del agua de un rio que acaba de nacer. Esta concentracion disminuye
ligeramente segun el rio se acerca a los grandes municipios como Guadalajara y Alcala.
Por lo tanto, como es natural, el Henares posee un agua mas limpia en los tramos
superiores.

Considerando los pardmetros biologicos analizados en el rio Henares a lo largo de su
recorrido, se discutiran en primer lugar los resultados del andlisis de la calidad sanitaria
del agua, es decir, de microorganismos indicadores de contaminacion fecal.

Los microorganismos indicadores de contaminacion fecal nos permiten conocer si el agua
contiene o ha contenido residuos fecales que pudieran albergar microorganismos
patégenos para el hombre y por lo tanto ser un vehiculo de transmision de enfermedades
infecciosas.

La valoracion de bacterias coliformes es una buena medida de la contaminacién fecal en
nuestra zona geografica. La comparacion de la colimetria con la contaminacion por
enterococos sirve para determinar si la contaminacion fecal tiene un origen humano o
animal. Valores de la relacion Coliformes/Enterococos superiores a 4 serian debidos a
contaminaciéon humana mientras que valores inferiores a 0.7 indicarian una probable
contaminacion de origen animal (Maier, R. et al, 2001). La presencia de clostridios sulfito
reductores en el agua, junto con bajos valores en la colimetria podria indicar una
contaminacion fecal antigua (CYTED,2006).

Al determinar los microorganismos indicadores de contaminacién fecal, se aprecia que
las aguas del rio Henares estan contaminadas desde su inicio a su paso por

Siglienza, hasta su desembocadura y ademas, que esta contaminacion es actual. Dados
los bajos recuentos de enterococos en el medio KF, se podria afiadir que la
contaminacion fecal es, mayoritariamente, de origen humano, siendo Escherichia coli la
bacteria coliforme fecal identificada en todos los tramos del rio. A la salida de Sigutienza,
donde se asientan algunas granjas de ganado vacuno y bovino, se registr6 mayor
densidad de enterococos que en otras zonas.

Hay tres puntos en el rio Henares que muestran mayores grados de contaminacién fecal,
Siglienza, Guadalajara y Alcalad. Aunque en Siguenza hay una planta depuradora, parece
ser que no funciona adecuadamente y ya estan en marcha los tramites necesarios para la
construccion de una nueva.

Guadalajara y Alcala son dos ciudades que vierten un gran volumen de aguas residuales
al rio debido a que estdn muy pobladas e industrializadas. En Guadalajara, aunque hay
una EDAR, el control de vertidos industriales hacia el rio no es muy riguroso y se sabe
que hay industrias que vierten sin ningun tipo de tratamiento (Informe sobre el estado de
conservacion del rio Henares, 2009). En la ciudad de Alcala existe una depuradora de
aguas industriales y otra de aguas urbanas que aportan un caudal extra de agua al rio. La
reduccién de la contaminacion fecal en el tramo posterior al vertido de las depuradoras
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puede ser debida a un efecto de dilucion por los aportes de agua depurada libres de
contaminacion fecal.

Hay que decir que la depuradora de Azuqueca, de reciente construccion, también cubre
bastante bien las necesidades de depuracidén de este municipio.

Los resultados del analisis de contaminacion fecal indican que la calidad sanitaria del rio
Henares no es buena y que el rio puede ser un vehiculo transmisor de enfermedades
infecciosas si sus aguas son utilizadas para el ocio, recreo y regadio entre otros usos. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que éste es un trabajo preliminar, y habria que hacer
mas analisis en localizaciones mas concretas y de forma mas frecuente.

Como se ha explicado en el apartado de resultados, para conocer la flora microbiana del
rio Henares se determind la densidad de microorganismos plancténicos heterotrofos en el
agua, desde Siglenza hasta Torrejon. La abundancia de estos microorganismos es
proporcional a la cantidad de materia organica presente en el agua. Cuando el rio recibe
un aporte de materia organica, los microorganismos heterotrofos la degradan para
obtener energia y nutrientes para el crecimiento, por lo que sus poblaciones aumentan de
tamaiio.

Una vez eliminada la materia biodegradable del vertido, el crecimiento microbiano
disminuye porque se acaba su fuente de alimento. Por lo tanto, se puede decir que una
mayor densidad de la poblacion de heterétrofos aerobios indica una mayor cantidad de
vertidos organicos en las aguas del rio y una mayor actividad biodegradadora.

El recuento de bacterias mesofilas aerobias se realizé inoculando muestras de agua en
un medio de cultivo general como el PCA que se incub6 a 22 y a 37°C. En este ensayo
se esperaba que los microorganismos que crecen a 22°C fueran predominantemente
aquellos que forman parte de la flora autéctona del rio, adaptados a vivir a una
temperatura mas fria. Sin embargo, a 37°C crecerian, no sélo algunos mesdfilos del rio,
sino también microorganismos que pudieran haber llegado al rio junto con los vertidos.
Esta incubacién a temperaturas diferentes se llevdé a cabo también con el medio Agar
Cetrimida, especifico para Pseudomonas.

Considerando los microorganismos mesdfilos aerobios (crecidos a 22 y 37°C), se observa
un aumento progresivo de éstos en el agua, segun el rio avanza hasta la
desembocadura.

Si se determinan los valores medios de mesdfilos aerobios registrados en cada punto del
rio y se comparan con los obtenidos en el analisis de indicadores de contaminacion fecal,
se comprueba que los picos de mayor densidad de esta poblacion microbiana coinciden
con los puntos de mayor contaminacién fecal, es decir, en el rio a su paso por Siglienza,
Guadalajara y Alcala. Este estado puede deberse a los aportes de aguas residuales de
los municipios por los que atraviesa el rio.
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Los microorganismos mesofilos se encuentran tanto en el suelo como el agua, por lo que
Su presencia no muestra una situacion anémala. Lo que si sorprende es la gran cantidad
de UFC/ml que se aprecia a partir de Alcald. Un aumento de las mismas, no
acompafiado de otro tipo de bacterias, puede indicar una deficiente desinfeccion del agua
y por lo tanto de un estado deficitario de la calidad del rio (Acosta, 2008).

El punto de mayor concentracion de microorganismos mesofilos aerobios encontrado en
Alcald, seguramente se debe al aporte de vertidos no autorizados de algunas industrias.
Desde este punto, el rio lleva aguas abajo una gran cantidad de microorganismo
mesaofilos.

La variacion en la densidad de las poblaciones de pseudomonas y de hongos en las
aguas del rio no sigue el mismo patron que la de los microorganismos mesdfilos, por lo
que los cambios en estas poblaciones microbianas no estan ligados a los vertidos de
aguas residuales, aunque evidentemente también les afecte (Lapefia 1982).

El estudio de bacterias heterotrofas oxidativas como las que pertenecen al grupo de las
pseudomonas ha de ser revisado, y posiblemente requiera la toma de mayor nimero de
muestras y la utilizacion de otros medios de cultivo (Holden ,1970).

Aparentemente, la poblacion de hongos tiene una densidad maxima en Siglenza y
disminuye a lo largo de rio hasta llegar a Alcald. Se podria pensar que los parametros
fisico quimicos de las zonas altas del rio son mas favorables para el crecimiento de los
hongos, sin embargo, los valores de pH y OD son bastante homogéneos a lo largo del
rio.

Los microorganismos que constituyen la flora autéctona, que se puede encontrar tanto en
el suelo como el agua sin necesidad de que haya vertidos, se ha comprobado que
aumentan con éstos y pueden llegar a ser indicadores de contaminacion indirectos.

En resumen, a lo largo del perfil rio nos encontramos con una contaminacion marcada
por los grandes aportes de vertidos de los municipios de mayor tamafio y por la falta de
control de los mismos. Esto provoca que el rio no pueda autodepurar estos vertidos o que
el tratamiento de algunas depuradoras no sea suficiente.

En segundo lugar se analiz la calidad sanitaria y se estudio la flora autéctona del rio
Henares a su paso por Alcald durante las estaciones de invierno y primavera. Los
resultados obtenidos en este apartado se discuten a continuacion:

En esta parte del trabajo, Unicamente se midié el pH y la temperatura del agua como
parametros fisico quimicos. Observando que el pH en estos tramos era mas acido y la
temperatura mas elevada respecto a la estudiada en el perfil general del Henares
posiblemente por la naturaleza de los vertidos que se arrojan al rio.

Respecto la calidad sanitaria del rio a su paso por el municipio de Alcala de Henares, los
datos que se obtuvieron nos indican lo siguiente:
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En cuanto al andlisis de microorganismos indicadores de contaminacion fecal,
coliformes, enterococos y clostridios sulfito reductores, en el municipio de Alcala se
puede ver una pauta general, es decir, hay mas cantidad de estos grupos de
microorganismos en primavera que en invierno. Esto se corresponde, sin duda, a la
diferencia de temperatura, ya que el incremento de temperatura y la disminucién del
caudal del rio en primavera provocan un aumento en la concentracion de los mismos. Ya
gque la supervivencia de los indicadores de contaminacion fecal en el agua del rio sera
mayor a mayor temperatura.

Sin embargo, existe una clara diferencia en la localizaciéon de las concentraciones
maximas de microorganismos indicadores de contaminacion fecal en ambas estaciones.
Independientemente de la estacion, hay un pico de contaminacion fecal entre la Isla de
los Colegios y el puente Zulema. Se puede afirmar que dicho tramo es, sin duda, el que
mas aporte de vertidos recibe al pasar por una ciudad industrializada, como es Alcalé.
Como se ha comentado en otros apartados, algunas fabricas de Alcala vierten de forma
ilegal al rio.

En un trabajo anterior (Arcos y col. 2005), se confirmé la presencia de coliformes totales
en estas aguas pero sin identificar el origen. En nuestros analisis se ha identificado la
bacteria coliforme fecal presente en el rio Henares como Escherichia coli. A la altura de la
fuente de Luis Mariano y en primavera se detecté Citrobacter, considerada como
coliforme total porque puede ser habitante, no sélo del intestino del hombre, sino también
del agua y del suelo.

Para obtener unas interpretaciones mas especificas de este analisis se estudi6 el
comportamiento de los otros dos tipos de indicadores de contaminacion fecal.

Respecto a los clostridios la tendencia es clara, en el tramo antes de llegar a la ciudad
estas bacterias son minimas, segun el rio atraviesa los puntos del centro del municipio, la
cantidad se dispara, disminuyendo a su paso por la depuradora. La propia
autodepuracion del rio lo elimina de forma natural.

Respecto a los enterococos, se observa que es maximo en la zona de la depuradora, en
la estacién de primavera. La presencia de los mismos indica que hay origen de
contaminacion fecal de origen animal.

Resumiendo, tanto en invierno y como en primavera, se observa la presencia de
contaminacion fecal en las aguas del rio Henares a su paso por Alcala y su origen puede
ser tanto de humano como animal. Por esta razén, consideramos que las aguas del rio no
son apropiadas para usos tales como el bafio o el regadio.

Ahora bien, respecto los datos obtenidos en el estudio de la flora autoctona del rio se
observo lo siguiente:

Las poblaciones de microorganismos aerobios mesoéfilos siguen la misma pauta en
invierno y en primavera. La tendencia es que en el tramo antes de llegar a la ciudad su
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concentracion en el agua es pequefia pero va aumentando a medida que el rio atraviesa
la ciudad y vuelve a disminuir al paso por la depuradora.

Al igual que los coliformes, la concentracion de microorganismos mesofilos aerobios
presenta un maximo en el tramo comprendido entre la Isla de los Colegios y el Puente
Zulema. Esta mayor densidad de microbiana en esta zona ocurre también con las
poblaciones de los otros microorganismos heterétrofos biodegradadotes, pseudomonas y
hongos.

Un recuento elevado de microorganismos heterétrofos aerobios muestra sintoma de una
elevada contaminacién, o por el contario, una disminucion de la capacidad
autodepurativa del rio, debido a una gran cantidad de vertidos ajenos al mismo. Sin
embargo, también hay que tener en cuenta que en este analisis no se detectan los
microorganismo anaerobios estrictos por lo tanto, los valores obtenidos seguramente
sean inferiores a los reales (Lapefia, 1984).

Las pseudomonas son parte habitual de la microflora del suelo. Informan sobre procesos
de degradacion de la calidad del agua. Son microorganismos claves en el reciclado de
materia organica en los compartimentos aerobicos de los ecosistemas, jugando, por
tanto, un papel esencial en la mejora y el mantenimiento de la calidad medioambiental.

En la identificacion de bacterias del rio Henares cabe destacar que no se encontraron
microorganismos patdégenos, sino microorganismos quimioorganotrofos conocidos por su
elevada actividad como biodegradadpres. Tal es el caso de Pseudomonas putida. Esta
bacteria es movil por la presencia de uno o més flagelos, es catalasa positivo, oxidasa
positiva y no forma esporas. Es Gram negativa y con forma de bacilos rectos. No es
patégeno.

P. putida, es una de las cepas de mayor interés industrial entre las bacteria del género
Pseudomonas, ya que unido a su potencial de degradacion de compuestos aromaticos y
xenobioticos, presenta la capacidad de colonizar el sistema radicular de plantas. En
medio acuético formar biopeliculas y asi participa en la funcién de depuracién del rio.

De las aguas de Siglenza y de Alcala se aisl6 en medio PCA una bacteria que formaba
colonias de color morado. La bacteria era un bacilo Gram negativo con metabolismo
qguimioheterétrofo oxidativo, que era ademas oxidasa y catalasa positivo. Mediante las
pruebas bioquimicas APl 20 NE esta bacteria fue identificada como Shingomonas
paucimobilis. Sin embargo, esta bacteria forma colonias de color naranja y no morado por
lo que pensamos que nuestro aislamiento puede ser otra bacteria diferente. Existen
varios grupos de bacterias que forman colonias de color morado debido a que sintetizan
un colorante no difusible que es la violaceina. Este pigmento es importante porque tiene
actividad como antibiotico frente a amebas y tripanosomas. De entre las bacterias
productoras de violaceina, Janthinobacterium lividum es la que presenta unas
caracteristicas fenotipicas semejante a nuestro aislamiento, por lo que podria tratarse de
esta bacteria.
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Tanto Sphingomonas como Janthinobacterium se distribuyen extensamente en la
naturaleza habiéndose aislado de diferentes habitats terrestres y acuaticos. Algunas de
las Sphingomonas (especialmente Sphingomonas paucimobilis) causan enfermedades en
los seres humanos, principalmente infecciones hospitalarias que tipicamente son tratadas
facilmente con antibiéticos. Debido a sus capacidades biodegradantes y biosintéticas, las
Sphingomonas se han utilizado en un amplio rango de aplicaciones biotecnoldgicas,
como en la biorremediacion de contaminantes ambientales.

En medio Saboraud se aislé una levadura que fue identificada mediante galerias APl 20
AUX como Céandida parapsilosis. Esta levadura desarrolla colonias de color crema,
opacas Yy elevadas y miden de 1 -3 mm. A diferencia de Candida albicans y Candida
tropicalis, Candida parapsilosis no es un patégeno humano obligado, habiendo sido
aislado de fuentes no humanos como animales domeésticos, insectos o suelo. Candida
parapsilosis es también un comensal humano normal y es uno de los hongos con mas
frecuencia aislados de las manos. Al microscopio se observa una forma dimorfica, con
células de morfologia oval y otras esféricas, que forman cadenas y se dividen por
gemacion. También se observa el desarrollo de un verdadero pseudomicelio,
caracteristica util para distinguirla de otros géneros fungicos (Pumarola, 1995).

Candida parapsilosis se puede encontrar en hébitats florales, en lago de agua dulce, asi
como en rios y arroyos, son levaduras que aparecen asociadas a materia organica
forédnea, por los que se las considera miembros a los aloctonos de esos ecosistemas.
Esta levadura, puede ir asociada a los restos de las plantas muertas que van a parar a
los rios y lagos; cuando sus materiales se han degradado desaparece. Es considerada
una de las especies de levaduras més frecuentes en los rios.

De las aguas del rio Henares se aislaron e identificaron tres géneros de hongos
filamentosos:

Penicillium

Este género de hongo, procede del suelo y ocasionalmente se puede encontrar en aguas
dulces. Se implanta en la materia organica en descomposicion, atacando a los hidratos
de carbono.

Es frecuente en aguas residuales o en aguas contaminadas por esta, por lo que se puede
sefalar que el Henares tiene una calidad baja.

También se puede encontrar en el proceso de lodos activos, en el tratamiento secundario
de aguas residuales durante el periodo de almacenamiento en los tanques de aireacion,
mineralizando una parte de los sustratos organicos disueltos y convirtiendo en biomasa
fungica otra parte. El crecimiento excesivo de hongos en este sistema de tratamiento
secundario, provoca una sedimentacion escasa como consecuencia del” espojamiento”
de los floculos.
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Aspergillus

El color es la principal caracteristica macroscopica para la identificacién de los grupos de
aspergilos. Poseen distintos tonos de verde, pardo, amarillo, blanco, gris y negro. En los
aspergilos, los conidios constituyen cadenas que se originan en la célula conididgena.
Son microorganismos heterotrofos considerados estrategas de la R por su rapida
colonizacion y degradacion de altas concentraciones de materia organica (Andrews y
Hall, 1986). Son mohos osmotolerantes. Tienen una actividad intermitente, con periodos
inactivos de reposo. Son hongos aislados con mayor frecuencia de los suelos.
Aspergillus spp. es un hongo con gran presencia en la naturaleza. Se encuentra
facilmente en el suelo, en el agua y en los restos vegetales. Por lo que se puede afirmara
que su presencia se debe a la flora autoctona del propio rio.

Cladosporium

Cladosporium es un género de hongos que incluye algunos de los mohos mas comunes.
Las esporas de Cladosporium son dispersadas por el viento y con frecuencia son
extremadamente abundantes en el aire exterior y donde haya humedad.

Existen especies que producen colonias de color verde oliva, de color negro o marron.
Tienen conidios oscuros que forman cadenas simples o ramificadas

Las especies de Cladosporium se encuentran comunmente en el material vegetal vivo y
muerto, siendo algunas patégenas de plantas. Es el género con mayor valor ecolégico
(Tipismana et al, 2005).

Presenta gran tolerancia a condiciones ambientales, por lo que suele presentarse en
grandes densidades en el ambiente.

5. CONCLUSIONES
Los resultados de este proyecto nos llevan a concluir:

1. Los niveles de los parametros fisico quimicos que presenta el rio Henares le hacen ser
un agua no apta para el consumo humano, sin embargo es un agua que si cumple los
requisitos ambientales para el crecimiento de flora y fauna en el rio.

2. En el estudio microbiolégico se pone de manifiesto la presencia de contaminacion
fecal en todos los tramos analizados, asi como la presencia de la bacteria coliforme
Eschericia Coli. La contaminacién fecal es de origen humano principalmente.

3. Del mismo modo se establece que los municipios que presentan mas contaminacion a
lo largo del rio son: Siglenza, Guadalajara y Alcala de Henares.
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4. Se determina que la eficacia de la depuradora situada en Sigiienza no es suficiente
para el tratamiento de las aguas y por tanto las aguas del rio pasada estas instalaciones
superan los limites establecidos legalmente en el reglamento de las aguas potables. Sin
embargo, el poder autodepurativo del rio hace disminuir la contaminacién. Respecto al
rendimiento de las depuradoras de Alcala, Guadalajara y Azugueca se puede afirmar que
es efectivo.

5. El rio Henares presenta mayor contaminaciéon en el tramo que coincide con el centro
de Alcald Se observa una pauta general, es decir, se detecta mayor concentracion de
microorganismos en primavera que en invierno.

6 En el rio Henares se han identificado microorganismos autéctonos y biodegradadotes
que participan en el proceso de autodepuracién. Asi como microorganismos propios de
vertidos.

7. No se han identificado microorganismos patégenos, sino microorganismo que pueden
ser autéctonos o propios de vertido en los tramos estudiados. No obstante, la calidad
sanitaria del rio Henares no es buena y el rio puede ser un vehiculo transmisor de
enfermedades infecciosas si sus aguas son utilizadas para el ocio, recreo y regadio entre
otros usos.
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