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Resumen

Se ha estudiado comparativamente la diversidad microbiana y las principales caracteristicas
fisico-quimicas de 9 balnearios y 13 manantiales espafioles, de aguas mineromedicinales
clasificadas como extremadamente duras, utilizadas en tratamientos terapéuticos y
balneoterapia. Se ha llevado a cabo recopilando y analizando los datos procedentes de los
trabajos pluridisciplinares realizados por la Comision de Aguas Mineromedicinales de la Real
Academia Nacional de Farmacia. Los manantiales no contienen microorganismos patégenos ni
indicadores de contaminacion fecal, por lo que desde un punto de vista sanitario, cumplen la
normativa microbiolégica para aguas de consumo humano y de bebida envasadas. Estos
manantiales tienen una gran diversidad microbiana, predominando los bacilos y cocos Gram
positivos de los Phyla Firmicutes y Actinobacteria y bacilos Gram negativos del Phylum
Proteobacteria. Las poblaciones microbianas son predominantemente meséfilas y oligotrofas,
que se adaptan a las condiciones de extrema dureza de las aguas. Las principales actividades
metabdlicas de las bacterias autoctonas son proteoliticas, amiloliticas y amonificantes. Los
géneros mas frecuentes encontrados en los manantiales son Bacillus(91,7%), Pseudomonas y
Staphlococcus(83%), Microccocus (66,7%) y en menor frecuencia Cellulomonasy
Arthrobacter(50%). El conocimiento y estudio de la microbiota autctona de estas aguas es
importante por su valor ecoldgico y cientifico.

Palabras clave: Manantiales mineromedicinales. Aguas extremadamente duras. Balneoterapia.

Biodiversidad.
1. Introduccién y objetivos

El objetivo de este trabajo es analizar comparativamente la diversidad microbiana y las
caracteristicas fisico-quimicas de las aguas mineromedicinales extremadamente duras®”, de 9
Balnearios espafioles y 13 manantiales estudiados en los ultimos 25 afios y utilizadas en diversos

tratamientos terapéuticos.

Desde un punto de vista ecoldgico, es importante conocer dicha diversidad y caracterizar
los factores que la determinan, cdmo esté organizada en la comunidad microbiana y qué valor

tiene para la estructura y funcién de toda la comunidad

Cabe destacar que una de las caracteristicas comunes de los balnearios elegidos es la
elevada concentracion en sales de sus aguas, Yy su extrema dureza. Las aguas se pueden clasificar
en funcién de la cantidad de carbonato calcico (CaCQOs), el principal parametro empleado para
determinar la dureza (Tablal).
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Muy blanda Blanda Duras Muy duras Extremadamente
duras

[CaCOs] < 100mg/L 100-200mg/L 200-300mg/L | 300-400mg/L > 400mg/L
mg/L

Tabla 1.Clasificacion de la dureza de las aguas mineromedicinales .

La totalidad de los manantiales estudiados superan los 400 mg/L de CaCOs, por lo que se
clasifican como de aguas extremadamente duras. Es importante sefialar que la biodiversidad
de los microorganismos presentes en los ambientes acuaticos depende de la composicion y
caracteristicas fisico-quimicas de los mismos. De ahi el interés del estudio realizado,
especialmente en ambientes extremos, en los que los microorganismos no sélo participan en los
distintos ciclos biogeoquimicos de la naturaleza, sino que pueden presentar actividades
metabdlicas particulares con aplicaciones en biorremediacion, ecologia, industria y en la salud

humana.

Uno de los factores determinantes para la vida en estos habitats es la temperatura. Si bien
todos los manantiales incluidos en este trabajo son de aguas extremadamente duras, difieren en
la temperatura de emergencia de sus aguas, clasificandose como: hipertermales (>37 2C),
mesotermales (35-37 °C) e hipotermales (< 35 °C). )

Las aguas mineromedicinales de los balnearios termales presentan una gran biodiversidad
de microorganismos autdctonos caracteristicos de cada tipo de agua y de cada ambiente. Asi
mismo, también pueden encontrarse aldctonos, procedentes de otros hébitats como suelos,
heces, vegetacion, etc. Estos coexisten con los anteriores adaptdndose a las condiciones
adversas, pero algunos de ellos tienen un especial interés sanitario como Pseudomonas
aeruginosa, Clostridium perfringens o Salmonella, muchos de ellos son indicadores de
contaminacién fecal por lo que han de controlarse rutinariamente. A fin de evitar la
contaminacién de las aguas minerales, es de suma importancia la adecuada canalizacion y la

proteccién de los puntos de emergencia.

Finalmente se deben destacar las numerosas propiedades que se les atribuyen a dichas
aguas y por lo que son de utilidad en balneoterapia. Sus particulares caracteristicas
fisico-quimicas (sales o pH), permiten su empleo por via oral. Entre la gran variedad de efectos
posibles, merecen especial mencion las acciones reguladoras del equilibrio neuro-vegetativo y
su accion beneficiosa sobre el sistema inmunitario. Ademas se han obtenido buenos resultados
en el aparato digestivo, tanto a nivel estomacal como hepatico; asi como la accion diurética e
incluso preventiva en la formacion de céalculos propio de aguas de pH elevado que evita la
precipitacion de uratos.




Otra de las alternativas de uso de estas aguas es por via inhalatoria, aerosolterapia, muy
eficaz para alteraciones en el aparato respiratorio tales como bronquitis, asma, tos, rinitis,

faringitis, etc.

Si se utiliza la via topica, son importantes las caracteristicas

propiamente fisicas del agua, como la fuerza mecénica y la temperatura

(Ej., activacion de la circulacion periférica por accion térmica. Estas

son habituales en forma de bafios (Fig. 1), duchas o chorros y pueden

. Figura 1. Detalle bafiera
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2. Metodologia

En este trabajo se harecopilado y analizado de forma comparativa todos los datos
publicados en los estudios pluridisciplinares de la Comisién de Aguas Mineromedicinales de la
Real Academia Nacional de Farmacia, durante los Gltimos 25 afios.Estos estudios consisten en
un detallado analisis multidisciplinar tanto de la composicion fisico-quimica, radiactiva y
microbiologica de las aguas mineromedicinales de los Balnearios espafioles, como de sus
aplicaciones, historia y entorno.

Los Balnearios estudiados han sido:

acia no se hace responsable de la in

e Balneario de Alictn de las Torres (Granada). Manantial Bafios.

e Balneario de los Bafios de Arnedillo (Zaragoza).

e Balneario Barfios de Fitero (Navarra). Manantiales Béquer y Palafox.

e Balneario Cervantes (Ciudad Real). Manantiales San Camilo y Cervantes.
e Balneario El Paraiso de Manzanera (Teruel). Manantial El Salvador.

e Balneario de Hervideros de Cofrentes(Valencia).

e Balneario de la Toja (Pontevedra). Pozos Mar, Capilla y Puerta.
Balneario de Puente Viesgo (Cantabria).

e Balneario de Carabaria (Madrid).

v El andlisis comparativo, el tratamiento de los datos y la elaboracién de las graficas se
hizo mediante la herramienta de Microsoft Excel.
v Para la escritura técnica de nimeros, magnitudes y unidades se han seguido las normas

ISO del Sistema Internacional de Unidades, publicadas en el Boletin Oficial del Estado

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Far,
°

y de uso obligatorio en cualquier documentacién oficial®®
v' Todas las tablas y figuras de esta memoria son originales (M. Valero) y fueron

elaboradas a partir de los analisis realizados en esta memoria.
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3. Resultados y discusion

3.1.Caracteristicas fisico-quimicas
3.1.1. Dureza

La caracteristica comln de los manantiales estudiados
es gue son de aguas extremamente duras, (400 mg/L CaCO3)
excepto Puente Viesgo®clasificado comoaguas muy
duras(Fig  2).Destacan Carabafia”y  Hervideros de
Cofrentes®superando los 4 000 mg/L, La Toja® mas de
3000 mg/L y Barfios de Fitero”El Paraiso®, Arnedillo®,

Alicin®y Cervantes“Yentre 1 300-2 000 mg/L.
3.1.2.Temperatura

La temperatura del agua de los manantiales en el punto
de emergencia de la mayoria de los estudiadoseshipertermal:
Cervantes'?,La Toja®, Bafios de Fitero”, Arnedillo® y
Carabafia®(36,4-48,5 °C). Solo cuatro de los manantialesson
), 19 Cofrentes®, El

hipotermales:San Camilo Alicun

Paraiso® (17-34 °C) (Fig. 3).
3.1.3. Hierro
Los manantiales con mayor contenido en hierro son La

Toja®  (7600-8100 pg/L) vy
Cofrentes®(7 500 pg/L). En cambio Bafios de Fitero”

Hervideros de

(300 pg/L) y El Paraiso® (44 ug/L) presentan menor
contenido. Es sorprendente que los dos manantiales del

D solo se diferencien en la

balneario de Cervantes
temperatura y en la concentracion de hierro: San Camilo
(17 °C; 67,5 pg/L hierro) y Cervantes (36,4 °C; 2 423 ug/L

hierro) (Fig. 4).
3.1.4. Bicarbonatos y sulfatos

Los Unicos manantialesclasificados oficialmente como

Dureza total (CaCO,) mg/L
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Figura 2.Dureza total de los manantiales
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Figura 3. Temperatura de emergencia de los
manantiales
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Figura 4.Concentracion de hierro de los
manantiales

Bicarbonatos (HCO,)/L
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Figura 5.Concentracion de bicarbonato de los
manantiales

Sulfatos (50,2) mg/L

Figura 6. Concentracion de sulfatos de los
manantiales

bicarbonatados son Cervantes™ y Hervideros de Cofrentes® con mas de 1 000 mg HCOs/L.

Unicamente el de Carabafia® destaca por su elevado contenido en sulfatos (>6 000 mg/L SO4%)

(Figs. 5y6)
-5-
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3.1.5. Cloruros y sodio

Los niveles de cloruros son muy elevados en los tres manantiales del balneario de La
Toja® (Puerta, Mar y Capilla; 16 000 mg/L) y elevados en Carabafia®, El Paraiso®y
Arnedillo® (3 000-4 000 mg/L) y Palafox (1 500 mg/L) (Figs. 7y8).

El mayor contenido en sodio lo presentan Carabafia® (30008 mg/L), La Toja®
(8 592-8 943 mg/L), Arnedillo® y El Paraiso® (2 093-2 852 mg/L).

Cloruros (Cl-) mg/L Sodio (Na+) mg/L
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Figura 7. Concentracion de cloruros de los manantiales Figura 8. Concentracion de sodio de los manantiales

3.2. Microorganismos totales y viables (UFC/ml)

Una de las principales dificultades encontradas en este estudio comparativo ha sido el
cambio en los métodos empleados para el recuento de microorganismos desde hace 30 afios al
dia de hoy. Actualmente el método mas empleado™® para este recuentoes la epifluorescencia
(las muestras se tifien con naranja de acridina 0,1%,se filtran, se lavan y se con objetivo de
inmersion (100x) en un microscopio de epifluorescencia).Alternativamente se puede utilizar la
citometria de flujo (tincion con isocianato de fluoresceina 50um/ml y yoduro de propidio
0,005%; que tifien respectivamente las células vivas y muertas). Este cambio en la metodologia
empleada, ha limitado la interpretacién de los datos de los que se dispone y las conclusiones
finales. Por este motivo no se han incluido los resultados obtenidos en los balnearios de
Arnedillo y Carabaria.

e N total URC/mL
N7 wiable UFC/mL

N2 viable de microorganismos (%)

14

Figura 9. a) Numero de microorganismos totales y
viables UFC/mI de los manantiales (escala logaritmica)

Figura 9. b) NUmero de microorganismos viables
UFC/ml de los manantiales (escala logaritmica)

-6-
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En general, el nimero de microorganismos viables es notablemente alto. No obstante, en
los manantiales de La Toja™ se obtiene un ntimero total de microorganismos muy elevado
(9,2x10°-1,7x10° UFC/ml)y con el menor porcentaje de viables (Puerta 11,9 %, Mar 4 % y
Capilla 7,14 %) en comparacion con los otros manantiales (82-98 %).Esto quizas sea debido a
las altas temperaturas y elevadas concentraciones de sales, condiciones que limitan el

crecimiento.

El Balneario Cervantes presenta un niimero alto de microorganismos totales (3,2-4,4x
10°UFC/ml)siendo mas elevada su viabilidad (San Camilo 98,3 %, Cervantes 95,9 %), quizas

por las condiciones medioambientales de crecimiento mas favorables.

No en todos los puntos de emergencia de un mismo balneario, los microorganismos tienen
la misma viabilidad. Asi por ejemplo, en Bafios de Fitero™, en el manantial Bécquer apenas es

viable un 40 %, en cambio en Palafox casi el 92 % de los microorganismos lo son.

En el resto de los balnearios estudiados se detecta menor nUmero total de
microorganismos (5,6-9,1x10* UFC/ml), pero mantienen un porcentaje elevado de vivos (80-
90 %).

Debe tenerse en cuenta que el método empleado para determinar la viabilidad celular
bacteriana, condiciona los resultados. Es decir, la tincion por epifluorescencia es muy sensible y
detecta la viabilidad in situ en la muestra. En cambio, los métodos de cultivo introducen algunas
limitaciones. Asi la mayor o menor selectividad de los medios y las condiciones de incubacion
usadas para el crecimiento de los microorganismos, hace que solo los facilmente cultivables se
recuperen en el laboratorio. No debe olvidarse que en los ecosistemas acuaticos naturales

también se encuentran microorganismos “viables no cultivables” o “dificilmente cultivables”.

3.3. Bacterias aerobias viables heterotrofas y oligotrofas

El método mas habitual para realizar el recuento de las bacterias viables heterotrofas*® y
oligotrofas™” es mediante siembra por dilucién en placa en dos medios diferentes:
= Agar recuento en placa (PCA) para bacterias heterotrofas
= Agar R;A para bacterias oligotrofas
Se incuban a diferentes temperaturas (22 °C durante 5 dias, 37 °Cy45 °C durante 48h).
So6lo en un balneario se obtuvo crecimiento a 45 °C (La Toja), por lo que se comparan los
resultados a 22 °C y 37 °C.
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Incubacién a 22°C Incubacion a 37°C
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Figura 10. a). Bacterias viables heterotrofas y oligotrofas Figura 10. b) Bacterias viables heterotrofas y
a 22°C oligotrofas a 37°C

En los dos manantiales del balneario Cervantes““el niimero de bacterias heterotrofas y
oligotroficas aerobias viables fue inferior a 100 UFC/mI. No se observaron apenas diferencias
entre los distintos medios de cultivo y temperaturas de incubacion, debido a que en los
ecosistemas subterraneos predominan las bacterias oligotroficas facultativas capaces de
adaptarse a distintas concentraciones de sustratos organicos.

En Alicin de las Torres?el nimero de bacterias heterotrofas y oligotréficas fue inferior
a 100 UFC/ml, lo que significa que la proteccion de los manantiales es adecuada. Presentan mas
bacterias oligotrofas que heterotrofas, propio de las aguas subterraneas donde predominan las

bacterias que viven a concentraciones muy bajas de compuestos organicos.

En los balnearios de Cofrentes™® y Puente Viesgo?, al igual que los anteriores el
nimero de bacterias viables ha sido bajo a ambas temperaturas, algo superior a 22°C,
confirmando asi la buena proteccion de los manantiales. El recuento fue mas alto en el
medioR2A, como anteriormente. El crecimiento a 45 °C es insignificante; todo esto indica que la

poblacidn autdctona de estas aguas es mesofila y oligotrofica.

En El Paraiso®”, cabe destacar la deteccién de crecimiento abundante de oligotrofas a
22 °C (300 UFC/ml)que no se encuentran a 37 °C, lo que indica que son aut6ctonas del agua y

pueden contribuir a la autodepuracion del manantial.

Finalmente en los manantiales de La Toja™® tanto el nimero de heterotréfas como el de
oligotrofas fue similar a 22°C y 37°C(337 UFC/ml)y muy bajo a 45°C(38 UFC/ml). En Bafios
de Fitero™ en el manantial de Bécquer (360 UFC/ml)se observa mayor crecimiento de
oligotréficas que en Palafox a 37 °C (40 UFC/ml). La baja presencia de especies aloctonas

indica la buena proteccion de los puntos de emergencia.

-8-
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3.4. Tipos morfoldgicos y clasificacion taxonémica

Las cepas aisladas en los distintos medios de recuento, se reaislaron eidentificaronsegun
sus las caracteristicas morfoldgicas (tincion de Gram y esporas), fisioldgicas (tipo respiratorio,
produccién de pigmentos) y bioquimicas (oxidasa, catalasa, oxidacion-fermentacion de la
glucosa, reduccién de nitratos y movilidad)®”. Ademas se utilizé el sistema de identificacion
por pruebas bioquimicas miniaturizadas de galerias AP1®(bioMérieux), para los bacilos Gram
negativos fermentadores y no fermentadores; las galerias Coryne para los bacilos Gram
positivos no esporulados vy las galerias Staph para los cocos Gram positivos. La clasificacion se
realiz6 segun los criterios taxonémicos del Manual de Bergey®?.

Las aguas hipertermales de La Toja™®

presentan mayor proporcion de bacterias Gram
positivas de los Phyla Firmicutes y Actinobacteria, debido a que estas son mas resistentes a las

altas temperaturas y a mayor concentracion de sales. En cambio, en los hipotermales

predominan los bacilos Gram negativos del Phylum Proteobacteria (Figs. 11 y 12).
Clasificacion morfoldgica Clasificacion taxonomica
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Figura 11. Clasificacion morfologica de las | Figura 12. Clasificacion taxondmica de las bacterias
bacterias de los manantiales de los manantiales

En Alictn de las Torre?predominan los bacilos Gram negativos (55,6 %), sequidos de
los Gram positivos (28 %) y finalmente cocos Gram positivos (16,4 %). Segun la clasificacion
taxonémica del Manual de Bergey®? las cepas identificadas pertenecen, en su mayoria al
Phylum Proteobacteria, clase Gamma (54,5%), y en menorproporcion, a los Phyla:
Actinobacteria (34,5 %) y Firmicutes (11 %)(Figs. 11y 12).

En el balneario de Cervantes"?, entre los dos manantiales se han descrito 75 cepas de
bacterias heterotrofas de las cuales se han identificado 71 cepas que corresponden a: bacilos
Gram negativos 42 cepas (56,0 %), bacilos Gram positivos 18 cepas (24,0 %) y cocos Gram
positivos 11cepas (14,6 %). En ambos predominan los bacilos Gram negativos, encontrandose

especies fermentadoras y no fermentadoras, lo que es caracteristico de aguas minerales

-9-
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hipotermales. EI manantial San Camilo tiene una gran biodiversidad presentando un namero

mayor de especies diferentes que el manantial Cervantes.

Del Hervideros de Cofrentes“®se han aislado 40 cepas que corresponden a bacilos Gram
positivos, 23 cepas; cocos Gram positivos,11cepas;y bacilos Gram negativos, 6cepas. El
predominio de las Gram positivas respecto a las Gram negativas podria deberse a las
caracteristicas fisico-quimicas especificas del manantial, como pH elevado, alta concentracion
de anhidrido carbdnico y otros componentes quimicos.

En El Paraisode Manzanera®”

, igual que en otros hipotermales, predominan bacilos
Gram positivos (64,7%), seguidos de cocos Gram positivos (32,3 % y 14,3 %). En el Paraiso
solo se ha detectado una cepa de bacilos Gram negativos. La mayoria de los bacilos Gram
negativos aislados son no-fermentadores (82,8%) 'y pertenecen a la clase

Gammaproteobacteria.

Andlogamente en Puente Viesgo®® predominan bacilos Gram  negativos
no-fermentadores (62,2 %), bacilos y cocos Gram positivos (18,9 %) y los grupos taxondmicos
de: Proteobacteria (Alfa, Beta y Gamma) (62,2 %),Firmicutes(27 %) y Actinobacteria(10,8 %).

En La Toja’Pse observa mayoria de bacilos Gram positivos del Phylum
Firmicutes,respecto a otros tipos de bacterias. Seguidos de bacilos Gram negativos y cocos
Gram positivos. Es de destacar que el pozo hipotermal presenta mayor proporcién de bacilos

Gram negativos que el mesotermal.

Por Gltimo, Bafios de Fitero™en el que se han aislado con mayor frecuencia -en todas las
muestras- bacilos Gram positivos, seguidos de cocos Gram positivos y en ultimo lugar de
bacilos Gram negativos. Estos Gltimos se encuentran principalmente en las aguas de bebida.
Resulta sorprendente, en comparacion con el resto de los manantiales estudiados, que la
micropoblacién mayoritaria de estas aguas sean bacterias Gram positivas y no Gram negativas,

que en general suelen ser mas frecuentes el las aguas mineromedicinales.
3.5. Microorganismos de interés sanitario

La utilizacion con fines terapéuticos de las aguas mineromedicinales en los balnearios no
debe constituir ningln riesgo sanitario,por lo que tienen que estar exentas de bacterias que
indiquen contaminacidnfecal y de microorganismos patdgenos que puedan transmitirse por el

agua, a traves de la via oral, respiratoria o topica.
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Para ello se han realizado los recuentos de Escherichia coli, coliformes totales, coliformes
fecales, enterococos, esporas de Clostridium sulfito-reductores y C. perfringens en 100 ml y en
250 ml de agua. Ademas se ha investigado la presencia de bacterias patdgenas como
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella y Legionella en 250 mL de agua. Ninguno de los
manantiales presenta indicadores fecales ni bacterias patdgenas, segin la Normativa espafiola
vigente para aguas de consumo humano®y de aguas de bebida envasadas®* %

Cabe destacar que en el balneario de La Toja®™, se detectd un elevado nimero de
coliformes totales identificados como Enterobacter y de esporas de clostridios
sulfitorreductores, esto hace que el agua sea considerada no potable. Pero esta presencia no
significa especificamente contaminacion fecal ya que pueden encontrarse de forma normal en el
suelo y pasar al agua. Esta situacion podria indicar la falta de eficacia de la filtracion natural o
contaminacién con el suelo, lo que significaria la escasa proteccion de los manantiales. Aunque
existe la posibilidad de que provengan de contaminacion fecal antigua debida a animales, ya que
estas bacterias son muy resistentes a las condiciones desfavorables.

En algunos de los manantiales estudiados, como en Palafox®, se ha detectado
Pseudomonas aeruginosa. Esta bacteria es comin y puede encontrarse en suelos y en aguas
superficiales contaminadas con aguas residuales. Es un patégeno oportunista® clinicamente
significativo, especialmente en el caso de personas inmunodeprimidas. Cuando no existen otras
bacterias patdgenas, la presencia de Pseudomonas puede ser debida a contaminacion transitoria
por suelo o filtraciones de agua, teniéndose que adoptar medidas higiénico-sanitarias posteriores
asi como de proteccion del punto de emergencia, a fin de eliminar y controlar dicha
contaminacion.

Por tanto, la normativa espafiola no permite la presencia de P. aeruginosa en aguas de

bebida envasadas®**ni

en minerales naturales (manantiales).Esta bacteria es capaz de vivir con
escasos nutrientes y a temperaturas de 42 °C, lo que hace posible su supervivencia en estas
aguas. De ahi la importancia de la desinfeccién de arquetas y canalizaciones, asi como el

correcto aislamiento de la captacion para evitar filtraciones.

3.6. Microorganismos de interés ecoldgico

Se ha determinado el nimero de bacterias queintervienen en el ciclo del carbono
(proteoliticas, amiloliticas, celuloliticas),del nitrégeno (amonificantes, nitrificantes) y del
azufre(sulfato-reductoras). Se detectan por la técnica del nimero mas probable (NMP),

28)

utilizando los medios descritos en Pochon y Tardieux®” y el medio de Starkey®® para las

Gltimas, e incubando a 30 °C, 15 dias. Estos microorganismos son esenciales en los procesos
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biogeoquimicosque ocurren en los sistemas hidrotermales, ya que poseen diversas capacidades
metabdlicas, transformando loscompuestos organicos en inorganicos y manteniendo el
equilibriobiolégico del habitat.

En la mayoria de los balnearios abundan las bacterias proteoliticas (Fig. 13) y

amonificantes (Fig. 14), principalmente Bacillus spp. y Pseudomonas spp. En cambio, las
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nitrificantes (Fig. 15) son las que menor presencia tienen.

Proteoliticos

Pakifox |
Bécquer
Capila I
Mar |
Puerta
Al | —
Puesie Viesgo |
B |
[ |
taabafa |
Alicinde b Tomes |
Cenantes [
sanCamilc [
L] 50000 100000 150000 00000 250000 300000

MMP 100 ml

Figura 13. Bacterias proteoliticas (NMP/100mL) de
los manantiales

Amonificantes

Puente Viesga
Hraraisa B
Colrentes
Canabiala
Ncin e s Forres
Cenvantes I
San Camil
o 50000 100000 150000 00000 250000 00000

WMF/100 mi

Figura 14. Bacterias amonificantes (NMP/100mL) de los
manantiales

(2 predominan las proteoliticas (1,1.10°

En el balneario de Alican de las Torres
NMP/100ml), amiloliticas (460 NMP/100ml) y amonificantes (1,1.10* NMP/100ml); no se han
encontrado sulfato-reductoras a pesar de que estas aguas posean una elevada concentracion de

sulfatos. Esto se debe a que estas bacterias son anaerobias estrictas y no suelen encontrarse en la

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inf

columna de agua sino en los sedimentos.

Nitrificantes

Figura 15. Bacterias nitrificantes (NMP/100mL) de los
manantiales

Amiloliticos

Palafox [I—
Bécuer |

Capilla

Arnedillo

Puente Viesge |
Hesano [
Colentes [l
Larsbafia I
Alicin de b Tomes |

Lervantes [
sanCamilo |

o 50000 100000 150000 200000 250000 300000

NP 100 i

Figura 16. Bacterias amiloliticas (NMP/100mL) de los
manantiales

En Bafios de Fitero® mientras que en el manantial Bécquer destaca el nimero de

bacterias proteoliticas (4,8x10* NMP/100ml), en el manantial Palafox predominan las
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amiloliticas (9,3x10°NMP/100ml) y amonificantes (7,5x10*°NMP/100ml). Al igual que el
anterior, a pesar de que estas aguas poseen un elevado contenido en sulfatos (>1.300 mg/L), no
se han detectado bacterias sulfato-reductoras; aunque es posible que existan, pero en un nimero
demasiado pequefio para su deteccion.

De nuevo en La Toja®, destacan el nimero de bacterias amonificantes (2,4.10°-
2,1.10* NMP/100ml)identificadas como Bacillus spp. y Enterobacter. También las amiloliticas
(2,4.10°NMP/100ml), principalmente Bacillus, Pseudomonas, Micrococcus, Cellulomonas. En
menor cantidad, se encuentran las proteoliticas (7,5.10° NMP/100ml).

El punto de emergencia del manantial de Puente Viesgo®™ presenta bacterias
amonificantes y proteoliticas en nimero medio (460-750 NMP/100 ml), amiloliticas y
celuloliticas (Fig. 17) en numero bajo (21-3,6 NMP/100 ml) y ausencia de bacterias
sulfato-reductoras y nitrificantes. Las bacterias proteoliticas aisladas pertenecen a las especies
Bacillus licheniformis, Burkholderia cepacia y Pseudomonas fluorescens y las bacterias
amiloliticas a Pseudomonas stutzeri y Bacillus licheniformis. Las bacterias con actividad
proteolitica y amilolitica estan ampliamente distribuidas en los habitats acuéticos. Las
amonificantes aisladas fueron Pseudomonas stutzeri y Bacillus spp. Estas bacterias intervienen
en el ciclo del nitrégeno en los sistemas acuaticos, degradando los compuestos organicos

nitrogenados y han sido aisladas en otros manantiales mineromedicinales.

Celuloliticos Sulfato reductores

o 50 100 150 00 750 300 ] 400 a0
NMPf100mi
Mhw 100 ml

Figura 17. Bacterias celuloliticas (NMP/100mL) de los Figura 18. Bacterias sulfato-reductoras (NMP/100mL)
manantiales de los manantiales

En el balneario Cervantes?, en ambos manantiales se han detectado, aunque en menor
nivel en San Camilo, bacterias proteoliticas(1,1x10* 2,4.10* NMP/100ml), amiloliticas(460-
2,4.10*NMP/100ml) y amonificantes(3,6- 2,4.10°NMP/100ml). Ademas hay bacterias
sulfato-reductoras (Fig. 18) en numero medio (240 NMP/100ml) y celuloliticas en muy baja

cantidad (<3 NMP/100ml). Las bacterias proteoliticas y amiloliticas aisladas de estos
-13-
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manantiales pertenecen, principalmente, a los géneros Burkholderia, Serratia, Aeromonas y
Bacillus. Las amonificantes fueron Aeromonas, Pseudomonas y Acinetobacter. En ambos
manantiales no se detectaron bacterias nitrificantes.

Las bacterias proteoliticas, amiloliticas y amonificantes (2,1.10%-2,4.10°NMP/100ml) que
se han detectado en el manantial de Arnedillo®son muy abundantes en comparacién con los
otros manantiales estudiados.

En los balnearios de Carabafia®”, Cofrentes®™® y EI Paraiso® predominan las
proteoliticas (670-2,4x10° NMP/100 ml), y amiloliticas (2,4-4,5x10° NMP/100 ml). Este tltimo
presenta, ademés, bacterias amonificantes (4x10° NMP/100 ml) y celuloliticas (400 NMP/100
ml). Cabe destacar que en Cofrentes hay sulfato-reductoras en niveles bajos (53 NMP/100 ml).

3.7. Diversidad bacteriana

Se ha estudiado la diversidad bacteriana y la frecuencia con la que aparecen en los
distintos manantiales los generos y especies mas importantes. El género méas frecuente es
Bacillus spp. encontrado en un 91,7% de los manantiales estudiados, seguido de Pseudomonas y
Staphylococcus presentes en el 83% de ellos. Microccocus ha sido hallado en el 66,7%,

yCellulomonas, Clostridium y Arthrobacter en el 50% (Fig. 19).

Cepas aisladas en manantiales
91,7

833 833
66,7
50, 50, 50,
L 0 0 1,7
33 33 33 3
250 250 750 250 25,0
l l [ l l l l l [ 8 [ l
& & o & & # & & F & & 3 & & & & @ 3 Q 5
oé‘*b v'*’(} o'v"Q ef“‘} i\a\e 0@‘:’0 -.gf"o v,p &&c o'bc' \&?{\ Q.Q& e}"Q @0{‘@ rs’"Q qé‘& & o"& 0(9&) o"& \x)‘.‘\?
o o Pes & o o o o O s
V% CS\( & & (}o‘} N & & & o“"@ \‘*‘? & o 099 6‘&\ o & & i o &
SO é\& ¢ & T &K (9\& & & & o
& & = &
i %\_,qt & & & o

Figura 19. Porcentaje de manantiales en los que aparecenlos géneros y especies mas frecuentes.

En el balneario de Alictin de las Torres““predominan las bacterias Gram negativas no
fermentadoras, de la especie Pseudomonas putida (20%) seguidas de Pseudomonas
fluorescens (12%). Las especies del género Pseudomonas,debido a sus escasos requerimientos
nutricionales que lespermite sobrevivir y multiplicarse en ambientes oligotréficos, hansido
encontradas en numerosos manantiales mineromedicinales. De las bacterias Gram negativas
fermentadoras, destaca la especieAeromonas hydrophilaque es autoctona del agua. Arthrobacter
y Corynebacterium (6,7-10%) proceden del suelo y se han encontradoen otros
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manantiales mineromedicinales y
mesotermales. Rhodococcus (10%) es muy
resistente a los ambientes extremos ya que posee
acidos micdlicos, y también se ha aislado en otros
manantiales: Jaraba (hipotermal de aguas muy
duras)®?, Cervantes*?y Puente Viesgo™. Los
cocos Gram positivos se encuentran en baja
proporcién 'y corresponden a los géneros
Staphylococcus y Kocuria. (3-6,7%) (Fig. 20).

Alicin de las Torres

= Leifsonia aquatica  Fuechacter

Koourka spp.

Figura 20 . Diversidad de géneros y especies del
manantial de Alicin de las Torres

En el balneario La Toja®, se han aislado 43 cepas en el manantial Puerta, 34cepas en

Mar y 16cepas en Capilla. En los tres predomina Bacillus spp. (53,5%, 66,6%, 65,5%), seguido
de Micrococcus (6,9%, 7,7%, 18,7%) y Clostridium (4,6%, 5,1%, 13%) (Fig. 21).

Figura 21 . Diversidad de géneros y especies del los tres principales manantiales de La Toja.

En Bafios de Fitero™®, en ambos manantiales Bécquer y Palafox destaca la presencia
mayoritaria de Arthrobacter (29% -30,7%) y Bacillus spp. (20,8%-18,5%). En Palafox abunda
Micrococcus (22%) y Xanthomonas (10,3%). En ambos hay presencia de Kurthia (8,3%-7,4%)

(Fig. 22).

Bécquer

A = utbrlsien Bl Kuthia

Figura 22 . Diversidad de géneros y especies del los dos principales manantiales de Bafios de Fitero.
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En el balneario Cervantes hay diferencias entre ambos manantiales(Fig. 23), en San
Camilo predomina Aeromonas hydrophila (12%) seguido de Serratia marcescens (10%),
mientras que en Cervantes destaca Burkholderia cepacia (22,9%) seguida de Clostridium spp.
(14,3%). En ambas hay Bacillus, Corynebacterium, Staphylococcus xylosus y Pseudomonas

fluorescens.

Cervantes San Camilo

il spp.  Conymehacterim  Clontridium  Fodocoons il e

Figura 23 . Diversidad de géneros y especies del los dos principales manantiales de Cervantes

En El Paraiso®”sobresalen Paenibacillus polimyxa (17,6%), Bacillus circulans (14,7%) y
Staphylococcus saprophyticus (8,85) (Fig. 24). En Puente Viesgo™, Pseudomonas alcaligenes
(16,3%), P.stutzeri y Bacillus licheniformis (13,5%)(Fig. 25).

El Paraiso de Manzanera Puente Viesgo

Figura 24. Diversidad de géneros y especies del Figura 25. Diversidad de géneros y especies
manantial de El Paraiso del manantial de Puente Viesgo

4. Conclusiones
4+ Los manantiales estudiados no contienen microorganismos patégenos ni indicadores de
contaminacién fecal, por lo que cumplen la normativa microbiolégica para aguas de
consumo humano y de bebida envasada. No obstante debe mantenerse el control
sanitario y una correcta proteccion de los puntos de emergencia para evitar la
contaminacién por bacterias aloctonas.
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Las bacterias heterotrofas corresponden a bacilos y cocos Gram positivos y bacilos Gram
negativos.

Los géneros mas frecuentes son Bacillus spp.(91,7%), Pseudomonas y Staphlococcus
(83%), Microccocus (66,7%) y en menor frecuencia Cellulomonas, Clostridium y
Arthrobacter (50%).

Las poblaciones son predominantemente meséfilas y oligotrofas. Cuanto mas extremas
son las condiciones fisico-quimicas de las aguas, menor es el nimero de bacterias totales
y viables; probablemente éstas Ultimas se encuentran en estado de latencia viable no
cultivable.

Las principales actividades metabdlicas de las bacterias autoctonas son proteoliticas,
amiloliticas y amonificantes. Estas comunidades desempefian una funcion fundamental
en los ciclos biogeoquimicos, transformando los compuestos organicos y contribuyendo
a la autodepuracion de las aguas.

El conocimiento y estudio de la microbiota autdctona de las aguas mineromedicinales es
importante por su valor ecoldgico y cientifico, ya que ain se desconocen muchos de los

mecanismos de adaptacion y resistencia a condiciones extremas.
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