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LLISTAT D’ABREVIATURES 

 

°C   Unitats de temperatura, graus centígrads 

× g    Unitats de força centrífuga 

µL   Unitats de volum, microlitre 

µs/cm   Unitats de conductivitat, microSiemens per centímetre 

ADN (ó DNA)  Àcid desoxiribonucleic (de l’anglès, Deoxyribonucleic acid) 

ARN (ó RNA)  Àcid ribonucleic (de l’anglès, Ribonucleic acid) 

ARNr 16S (ó 16S rRNA) Gen que codifica l’ARN ribosomal procariota 16S 

ASV Variant de seqüència d’amplicons (de l’anglès, Amplicon Sequence 

Variants) 

BDAL Bruker Daltonics 

bp   Parell de bases (de l’anglès, base pair) 

CECT   Col·lecció Espanyola de Cultius Tipus 

CF   Filtració per carbó (de l’anglès, Carbon Filtration) 

CFU   Unitats formadores de colònies (de l’anglès, Colony-Forming Unit) 

CP   Clostridium perfringens 

GC-FAME Cromatografia de gasos d’àcids grassos metil ester (de l’anglès, Gas 

Chromatographic Fatty Acid Methyl Esters) 

Da Unitats de massa atòmica, Daltons 

DEC   Decantació (de l’anglès, Decantation) 

DEUF Mètode d’ultrafiltració sense sortida (de l’anglès, Dead-end 

Ultrafiltration) 

DW   Aigua potable (de l’anglès, Drinking Water) 

DWL   Llibreria d’aigua potable (de l’anglès, Drinking Water Library) 

E. coli (ó EC)  Escherichia coli 
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EE    Error esperat (de l’anglès, Expected Error) 

ETAP (o DWTP)  Estació de Tractament d’Aigua Potable (en l’anglès, Drinking Water 

Treatment Plant) 

et al. I altres (autors) (del llatí, et alia) 

GW   Aigua subterrània de pous (de l’anglès, Groundwater)  

h   Unitats de temps, hores 

HCCA   Àcid alfa-ciano-4-hidroxicinamic 

hm3   Unitats de volum, hectòmetre cúbic 

HPC Enumeració de bacteris aerobis heterotròfics en placa (de l’anglès, 

Heterotrophic Plate Counts) 

HT Temperatura alta (de l’anglès, High Temperature) 

HTS    Seqüenciació d’alt rendiment (de l’anglès, High Troughtput Sequencing) 

IE   Enterococs intestinals ( de l’anglès, Intestinal Enterococci) 

ISO Organització internacional per a l’estandardització (de l’anglès, 

International Organization for Standardization) 

Kb   Unitats de longitud, Quilo-bases  

km3   Unitats de volum, quilòmetre cúbic 

KDa   Unitats de massa, Quilo-daltons 

L   Unitats de volum, litre  

log/s   Logaritme/s  

LT Temperatura baixa (de l’anglès, Low Temperature) 

M    Unitats de massa, Molar 

m3   Unitats de volum, metre cúbic 

m3/s    Unitats de flux, metre cúbic per segon 

MALDI-TOF MS Espectrometria de masses (MS) de desorció/ionització mitjançant làser 

assistit per matriu (MALDI) i detector acoblat del temps de vol dels ions 
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(TOF) (de l’anglès, Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-

Flight Mass Spectrometry) 

mg    Unitats de massa, mil·ligram 

min   Unitats de temps, minuts 

MIX   Cambra de mescla (de l’anglès, Mixing chamber) 

mL   Unitats de volum, mil·lilitre 

mm    Unitats de longitud, mil·límetre 

MSP   Perfil d’espectre principal (de l’anglès, Main Spectrum Profile) 

m/z   Relació massa/càrrega 

NA   No analitzat 

ND    No detectat 

NGS Seqüenciació d’última generació (de l’anglès, Next-Generation 

Sequencing) 

NMDS  Anàlisi d’escalament multidimensional no mètric (de l’anglès, Non-

Metric Multidimensional Scaling) 

NMP    Nombre més probable 

N     Nucleòtid aleatori (N)  

NTU   Unitats de terbolesa (de l’anglès, Nephelometric Turbidity Unit) 

OMS (ó WHO)  Organització Mundial de la Salut 

ONU   Organització de les Nacions Unides 

OZ   Ozonització (de l’anglès, Ozonization) 

p    Valor de probabilitat de significació estadística, p-valor  

PCR Reacció en Cadena de la Polimerasa (de l’anglès, Polimerase Chain 

Reaction) 

PERMANOVA Anàlisi de la variància multivariant permutacional (de l’anglès, 

Permutational Multivariate Analysis of Variance) 
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pH Potencial d’hidrogen 

pM    Unitats de massa, picomolar 

ppm   Parts per milió 

RO   Osmosi inversa (de l’anglès, Reverse Osmosis) 

qPCR PCR quantitativa (de l’anglès, quantitative Polymerase Chain Reaction) 

RW   Aigua superficial de riu (de l’anglès, River water) 

s   Unitats de temps, segon 

SF   Filtració per sorra (de l’anglès, Sand Filtration) 

SIMPER Percentatge de similaritat (de l’anglès, Similarity percentatges) 

SOMCPH  Bacteriòfags somàtics d’E.coli (de l’anglès, Somatic Coliphages) 

sp.   Espècie 

spp.   Diverses espècies 

TC   Coliforms totals (de l’anglès, Total Coliforms)  

TOC   Carboni orgànic total (de l’anglès, Total Organic Carbon)  

UPGMA Agrupament jeràrquic per parells no ponderat amb mitjana aritmètica 

(de l’anglès Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) 

WPCA (ISO) Medi agar ISO per l’enumeració de bacteris heterotròfics de l’aigua (de 

l’anglès, Water Plate Count Agar (ISO)) 
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ABSTRACT 

In recent years, human population growth and the effects of global warming are reducing the 

capacity and quality of the available freshwater resources. The challenges we face call for 

strategies that allow using alternative water resources together with suitable drinking water 

treatment technologies and water quality monitoring tools that guarantee water safety.  

Drinking water treatment technologies can currently meet this challenge by providing an 

effective barrier to contaminants and pathogenic microorganisms. Although monitoring 

microbial indicators of fecal pollution according to the drinking water Directive (EU 2020/2184) 

guarantee water safety, indicator microorganisms represent a minor fraction of the water 

microbiome. Therefore, complementary methods are needed to detect variations of the whole 

bacterial communities that could influence the quality or safety of water. 

The aim of this thesis work is the characterization of bacterial communities in water treatment 

stages of the drinking water treatment plant (DWTP) of Sant Joan Despí (Barcelona) by means 

of two approaches, one culture-dependent (proteomics) and the other culture-independent 

(massive sequencing or metabarcoding). The research allowed us to develop a proper method 

to identify culturable bacteria from water by MALDI-TOF mass spectrometry, to track the 

elimination of microbial fecal indicators throughout the treatments, and to assess diversity and 

spatial and temporal dynamics of both culturable and whole bacterial communities by MALDI-

TOF MS and metabarcoding, respectively. 

High bacterial diversity was observed in the DWTP and it varied throughout the treatments, 

especially in drinking water. The bacterial diversity was influenced by the treatment applied as 

well as the ambient temperature. It was also observed an effective reduction of microbial fecal 

indicators, as well the detection of sequences of pathogenic and potentially biofilm-forming 

bacteria at low proportions but undetectable by conventional regulated methods. The use of 

large water volumes concentrated by ultrafiltration improved sample representativity, 

especially in advanced treatment stages when indicator concentration is very low. 

The strategy to improve the understanding of the DWTP microbiome is to combine different 

methodological approaches to assess water quality with a holistic vision for water resources 

management and future adaptation to the impacts of global warming. 
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RESUM 

En els darrers anys l’augment poblacional així com els efectes d’un escalfament global estan 

minvant la capacitat i la qualitat dels recursos hídrics naturals disponibles. Els reptes als que ens 

enfrontem donen pas al desenvolupament d’estratègies que ens permetin l’ús de recursos 

hídrics alternatius que vagin de la mà de tecnologies de tractament d’aigua potable, així com a 

sistemes de control de la qualitat de l’aigua que garanteixin la seva seguretat a tota la població. 

Les tecnologies de tractament d’aigua potable actualment poden assumir aquest repte 

constituint una barrera eficaç a contaminants i microorganismes patògens. Si bé els paràmetres 

microbiològics de la qualitat de l’aigua legislats segons la Directiva EU2020/2184 asseguren la 

seva innocuïtat alertant d’una possible contaminació fecal en els sistemes d'aigua potable, es 

necessiten mètodes complementaris que permetin detectar en detall les variacions de les 

comunitats bacterianes heteròtrofes que podrien influir en la qualitat i/o seguretat de l'aigua. 

L’objectiu principal de la present tesi doctoral ha estat la caracterització de les comunitats 

bacterianes a les etapes de potabilització de l’estació de tractament d’aigua potable (ETAP) de 

Sant Joan Despí (Barcelona) mitjançant dues aproximacions, una basada en cultiu (proteòmica) 

i l’altra independent de cultiu (seqüenciació massiva o metabarcoding). Els estudis realitzats han 

permès posar a punt una metodologia per a identificar bacteris cultivables de l’aigua per 

espectrometria de masses MALDI-TOF, determinar l’eliminació dels indicadors de contaminació 

fecal al llarg dels tractaments, i avaluar la diversitat i les dinàmiques espacial i temporal de les 

comunitats bacterianes tant cultivables com totals per MALDI-TOF MS i metabarcoding, 

respectivament. 

S’ha observat una gran diversitat bacteriana a l’ETAP que ha anat variant al llarg dels 

tractaments, especialment a l’aigua potable, i influenciada per alguns factors com el tipus de 

tractament aplicat i l’estacionalitat establerta per la temperatura, així com una reducció eficaç 

dels indicadors i la detecció de seqüències de bacteris patògens i potencials formadors de 

biofilms a baixes proporcions però no detectables pels mètodes legislats. La representativitat de 

les mostres corresponents a etapes on la concentració dels indicadors microbians era baixa, s’ha 

cobert amb mostres d’un gran volum d’aigua concentrades per ultrafiltració. 

L'estratègia per a millorar el coneixement del microbioma dels processos de tractament de 

l'aigua potable consisteix a combinar diverses eines metodològiques per avaluar la qualitat de 

l’aigua i així disposar d’una visió holística per a la gestió dels recursos hídrics i la futura adaptació 

als impactes derivats de l’escalfament global. 
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1. Aigua, accés a l’aigua potable i microbiologia 

L’aigua és imprescindible per entendre la vida al nostre planeta. És un recurs renovable que 

forma part dels diferents ecosistemes i és essencial a per l’evolució i la preservació d’aquests. 

La hidrosfera representa aproximadament un 71% del nostre planeta. Tot i que per quantitat és 

estable, l’aigua presenta un estat físic variable (sòlid, líquid i gasós), i distribució irregular amb 

variacions estacionals, podent formar part de l’atmosfera (vapor d’aigua), de la superfície 

terrestre (oceans, mars, maresmes, aiguamolls, estanys, rius, llacs i glaciars) o sota la superfície 

(aigües subterrànies). Del total d’aigua existent, la major part és salina, no obstant l'aigua dolça 

líquida que s'utilitza com a subministrament principal d'aigua potable, constitueix una fracció 

molt petita de l'aigua del planeta i amb volum irregular als diferents continents, essent superior 

a Àsia (3,7 milions km3) i molt inferior a Europa (541 mil km3), i Australià i Oceania (324 mil km3) 

(UNESCO, 2022). Al llarg dels anys, diversos estudis han estimat el volum global d’aigua dolça. 

Segons Shiklomanov i Rodda (2004), únicament un 2,5% correspon a aigua dolça, i la major part 

no és possible la seva utilització ja que en formen part els casquets polars i les glaceres d’alta 

muntanya (68,7%), i el permafrost (0,8%). No obstant, d’aquest petit percentatge, una 

important reserva d’aigua dolça es troba als aqüífers subterranis (30%) i la resta, molt més 

petita, està disponible com a aigua superficial i atmosfèrica (0,4%), que conjuntament 

representen un 0,7% dels recursos hídrics naturals d’aigua dolça disponibles (10,4 milions de 

km3). Estudis més recents apuntarien a que el volum global d’aigua dolça subterrània liquida 

seria molt superior al que s’havia estimat fins ara, amb un reservori de 15,9 milions de km3 

(Ferguson et al., 2021). 

Derivat de la nostra activitat (domèstica, industrial, agrícola, ramadera...) i a l’augment de la 

població, es genera una gran quantitat de productes de rebuig, entre els quals es troben els 

excrements humans i animals que sovint acaben contaminant el medi ambient i les aigües. 

L’aigua amb contaminació microbiològica d’origen fecal ha estat històricament font de 

transmissió de malalties infeccioses com la colera, la diarrea, la disenteria, el tifus, l’hepatitis  A 

o la poliomielitis (WHO, 2018). Els patògens en l’aigua són un reflex de l’estat sanitari de les 

poblacions. Afortunadament al llarg dels anys s’han invertit fons públics i privats per 

desenvolupar nous sistemes de tractament d’aigua potable, subministrament d’aigües de 

consum, i sanejament ambiental per millorar-ne la qualitat i proveir aigua segura a la població. 

Els tractaments d’aigua aplicats a les estacions de tractament d’aigua potable (ETAP), formen 

una estratègia multibarrera capaç de produir aigua de beguda eliminant tant substàncies 

contaminants com microorganismes patògens que poden ser perjudicials per la salut humana i 



INTRODUCCIÓ 

 

28 
 

animal, mentre que a les estacions depuradores d’aigües residuals (EDAR), es tracta l’aigua 

després dels diferents usos (residual, domèstica, industrial, etc.) disminuint els microorganismes 

patògens abans del seu retorn al medi natural de manera segura, o reutilitzant-la per diferents 

finalitats (mediambientals, agrícoles, urbanes, industrials, recreatives) (Real Decreto 1620/2007, 

2007; Regulation (EU) 2020/741, 2020). Aquests avenços en els diferents tractaments, com ho 

va ser inicialment la cloració de l’aigua en les ETAP, han provocat una ràpida caiguda de les taxes 

de mortalitat per malalties de transmissió hídrica i els episodis de contaminació s’han anat reduït 

gradualment millorant la salut de la població.  

La microbiologia de l’aigua, mitjançant l’ús d’indicadors de la contaminació fecal, ha estat clau 

per la millora i el control de la qualitat en l’aigua permetent avaluar el risc de la possible 

presència de patògens derivada d’una contaminació fecal. No obstant, en el present es calcula 

que a l’any es produeixen a prop de 500.000 morts (WHO, 2022) al món conseqüència del 

consum d’aigua contaminada, i és que 3 de cada 10 persones al món encara no tenen accés a 

aigua potable. Reduir la contaminació hídrica és un dels nostres majors reptes. Per això, en el 

marc dels Objectius de Desenvolupament Sostenible (ODS) de les Nacions Unides, l'objectiu 6 

(aigua neta i sanejament) (United Nations, 2020) vetlla per un accés universal a l’aigua potable 

perquè sigui suficient, segura, assequible i accessible per a l'any 2030. Els esforços per garantir 

aigua potable a tot el món estan en constant evolució i requereixen un treball interdisciplinari a 

diferents nivells: recerca, polítiques i estratègies de gestió integral de l'aigua. 

 

2. Estrès hídric i escalfament global a la regió mediterrània  

El desenvolupament socioeconòmic de les activitats humanes està vinculat a un increment del 

consum d’aigua. Aquest, per diversos factors com l’augment de la població arrelada a una 

expansió industrial i agrícola-ramadera, i intensificada amb els efectes d’un escalfament global 

de l’atmosfera terrestre directament relacionat amb les millores de benestar de les poblacions 

humanes, fan preveure que s’agreujarà la disponibilitat dels recursos hídrics en els propers anys 

provocant escassetat d’aigua. De fet, segons l’informe de l’Organització de les Nacions Unides 

(ONU) del 2022 (UNESCO, 2022), es preveu que el consum d’aigua augmenti un 1% anualment 

durant els propers 30 anys a causa de la demanda principalment dels sectors industrial i 

domèstic que podria induir un estrès hídric. Cal entendre l’estrès hídric com un dèficit de 

disponibilitat d’aigua en dos vessants diferents i que es donen conjuntament:  perquè la 

demanda és superior als recursos disponibles o perquè el seu ús es veu restringit per la baixa 

qualitat (FAO and UN Water, 2021). 
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Alguns indrets són més susceptibles a experimentar estrès hídric, com ho és la conca 

Mediterrània (Giorgi and Lionello, 2007; MedECC, 2020), caracteritzada pel binomi de forts 

períodes de sequera i pluges torrencials que ha donat lloc a grans inundacions (Petrovic et al., 

2010) marcant la vulnerabilitat del subministrament d'aigua fins i tot als països industrialitzats 

del nord de la Mediterrània (Burak and Margat, 2016; Petrovic et al., 2010).  

Les projeccions del canvi climàtic preveuen un augment de la temperatura de 2,7°C per l’any 

2100 amb les polítiques actuals (Stockwell et al., 2021), però la conca Mediterrània s’estima que 

s’està escalfant un 20% més ràpid que la mitjana mundial que podria, per l’any 2050, augmentar 

la temperatura de 2 a 4°C i reduir les precipitacions un 30% (MedECC, 2020).  

En un escenari d'escalfament global on s'espera que la temperatura de l'aigua augmenti i en 

conseqüència es produeixi una eutrofització de les aigües superficials, es podria produir un canvi 

potencial en la diversitat microbiana amb l'aparició d'alguns bacteris oportunistes a l'aigua 

potable que podrien comprometre la qualitat de l'aigua o suposar un risc per a la salut pública 

(Calero Preciado et al., 2021; Whitehead et al., 2009). 

 

3. One Water : canvis en les percepcions de la qualitat, el valor i la utilitat de les aigües  

Les sequeres, el canvi climàtic, l’augment poblacional i la limitació dels recursos hídrics naturals, 

any rere any donen lloc a la necessitat de continuar desenvolupant solucions innovadores per 

abordar els reptes als quals ens enfrontem. Un element clau és el canvi d'enfocament dels 

recursos hídrics tradicionals de subministrament que són cada cop més limitats, amb el que cal 

trobar recursos hídrics alternatius, com la dessalinització i la reutilització de aigües residuals 

tractades (Gleick, 2018). Les tecnologies actuals de tractament d'aigua ens poden permetre fer 

realitat aquesta transició hídrica produint aigua de qualitat independentment del seu origen. 

Tanmateix, l’aigua subterrània, el recurs invisible, és una gran solució per alleugerir l’estrès 

hídric i els futurs efectes del canvi climàtic ja que és pràcticament ubiqua i representa una de les 

reserves d’aigua dolça més importants del planeta (UNESCO, 2022), amb el que esdevé 

necessària una gestió integral dels recursos hídrics.  L’ús integral dels diferents recursos hídrics 

ha donat lloc a una anàlisi holística anomenada One Water (una aigua) (Owen, 2015; US Water 

Alliance, 2016) que neix de la necessitat d’interconnectar l’aigua per gestionar-la de manera 

integrada donant valor a totes les aigües (potable, residual, industrial, pluvial, regenerada, etc.) 

per resoldre els reptes de l’aigua per a una sostenibilitat futura. 
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Davant aquest escenari de gran heterogeneïtat d’orígens hídrics de subministrament, el control 

microbiològic de l’aigua resulta de gran importància per tal de garantir la seguretat de l’aigua a 

la població.  

La present tesi doctorat s’engloba en el marc del pla de Doctorats Industrials de la Generalitat 

de Catalunya en col·laboració amb el grup de recerca Microbiologia d’aigües Relacionada amb 

la Salut de la Universitat de Barcelona, i Aigües de Barcelona, empresa metropolitana de gestió 

del cicle integral de l’aigua, i té com a objectiu el control microbiològic mitjançant indicadors de 

la contaminació fecal i la caracterització de les comunitats bacterianes dels processos de 

potabilització de l’ETAP de Sant Joan Despí (Barcelona).  

 

4. Tractament de l’aigua potable a Barcelona 

4.1. L’abastament de l’aigua a Barcelona: Antecedents de la captació superficial i 

subterrània 

L’abastament d’aigua potable a Barcelona i l’àrea metropolitana fins l’any 1955 consistia en la 

captació d’aigua subterrània dels aqüífers del Llobregat i Besòs com a única font d’abastament. 

Amb el creixement demogràfic i urbanístic a la ciutat Comtal i rodalies, la demanda d’aigua 

s’incrementa per sobre dels recursos disponibles als aqüífers, i la sobreexplotació dels pous 

genera un gran descens en els seus nivells provocant la salinització de l'aqüífer deltaic del 

Llobregat deixant un 30% inutilitzable (Marcé et al., 2012). Per tant, esdevé necessari 

incrementar la producció d’aigua potable que no seria possible únicament amb l’explotació dels 

recursos hídrics subterranis. Així, el 1955, es posa en funcionament l’ETAP de Sant Joan Despí 

per tal d’utilitzar l’aigua superficial de la vall baixa del riu Llobregat com a font principal de 

captació per atendre la demanda d’aigua a la ciutat. Durant la dècada del 1970, la capacitat de 

tractament de l’ETAP ja s’havia doblat però no seria suficient per donar servei a la ciutat a les 

posteriors dècades, amb el que calia obtenir nous recursos hídrics. D’aquesta manera es posa 

en marxa una planificació hidràulica per a derivar cap a l’àrea metropolitana de Barcelona els 

cabals del riu Ter, mitjançant la construcció dels embassaments de Sau, Susqueda i el Pasteral 

(Armengol and Dolz, 2009) i un sistema de transvasament d’aigua de 56km de longitud des 

d’aquests fins a l’ETAP de Cardedeu (ATL, n.d.), així com els cabals del riu Llobregat aigües amunt 

amb l’ETAP d’Abrera (ATL, n.d.).  

4.2. Particularitats del riu Llobregat al punt de captació de l’ETAP de Sant Joan Despí 

El riu Llobregat, amb una longitud de 165 km, té origen a Castellar de n’Hug, als Pirineus catalans, 

i desemboca al El Prat de Llobregat, al mar Mediterrani. Des d’un punt de vista hidrològic, és un 
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riu típic mediterrani, amb un cabal caracteritzat per una gran variabilitat influenciada per 

períodes de precipitacions intenses i sequeres. Els trets distintius comencen pel seu cabal 

d’aigua, que pot passar de llargs períodes per sota de 5m3/s a transicions abruptes que poden 

augmentar el cabal per un factor de 50 (~300 m3/s) (Marcé et al., 2012). El cabal mitjà és de 22 

m3/s (700 hm3 anuals) (Petrovic et al., 2010), un curs petit que es veu sobreexplotat per la gran 

demanda hídrica d’una una població de més de 3 milions d’habitants només a Barcelona i 

rodalies, sumats a la resta d’habitants de les poblacions establertes a la conca des de Castellar 

de N’Hug, així com l’agricultura, la ramaderia, la industria i el manteniment del Delta del 

Llobregat. 

La vall mitja i baixa de la conca del riu Llobregat es veu afectada per diversos factors que 

conflueixen a les proximitats del punt de captació de la planta i riu amunt. El riu està sotmès a 

una gran pressió antropogènica derivada de les activitats industrials, agrícoles, la mineria de 

potassa de Cardona, Súria i Sallent i les depuradores aigües amunt que aboquen els seus efluents 

al riu i constitueixen una part important del seu flux (de mitjana, 137 hm3/any d’abocaments 

dels que un 92 % prové de la depuració d'aigües residuals) (Eljarrat and Barceló, 2012). 

El riu Llobregat a prop de la zona de captació de l’ETAP té molts afluents torrencials, entre ells 

la riera de Rubí. El seu cabal (0,75 m3/s de mitjana) és relativament baix en comparació amb el 

riu Llobregat, però en cas de fortes pluges el seu cabal pot augmentar ràpidament. La seva 

qualitat és molt baixa ja que condueix principalment aigües residuals tractades, tant d’origen 

urbà com industrial, així com pluvials. Per tal d'evitar que aquesta riera contaminada alteri la 

qualitat de les aigües superficials del Llobregat al punt de captació, l'aigua de la riera de Rubí es 

desvia a través d’un sistema de bypass que inclou antics canals de reg i infraestructures 

construïdes específicament amb aquest objectiu fins aigües avall de la captació de l'ETAP. No 

obstant això, en episodis de pluja intensa, les aigües de la riera de Rubí pot desbordar i 

s’incorporen al riu Llobregat, impactant negativament la seva qualitat i provocant sovint la 

interrupció del tractament d’aigua superficial a la potabilitzadora.   

D’altra banda el riu Llobregat ha estat, des de començament del s. XX, afectat per una constant 

i elevada salinització a causa de l'extracció industrial de potassa aigües amunt de les captacions 

per abastament a Barcelona per les aportacions d’aigües extremament salines procedents de 

les  mines de sal de Cardona, Súria i Sallent (Gorostiza Langa, 2014). Per tal de fer front als 

impactes negatius de les activitats mineres sobre els ecosistemes aquàtics fluvials i la qualitat 

de l'aigua, l’any 1989 entra en funcionament un col·lector de salmorra de 120 km de longitud 

que discorre paral·lel al riu Llobregat i condueix les salmorres al mar. Aquest col·lector també 



INTRODUCCIÓ 

 

32 
 

recull els rebuigs del tractament per membranes (electrodiàlisi reversible a l’ETAP Abrera i 

osmosi inversa a l’ETAP Sant Joan Despí) que ha estat necessari implementar per eliminar les 

aportacions salines no derivades per aquest sistema. El col·lector de salmorra ha permès una 

clara millora de la qualitat de l'aigua del riu Llobregat (Fernández-Turiel et al., 2003; Martin-

Alonso, 1994)  i, conjuntament amb la necessitat d’instal·lació dels tractaments d'osmosi inversa 

de l'ETAP operatius des del 2007, s’ha aconseguit reduir la salinitat de l’aigua potable produïda 

a partir d’aquest recurs i, addicionalment, assegurar el compliment tècnic de la normativa sobre 

Trihalometans (THM) a l'aigua potable, generats a causa tant de la elevada salinitat del recurs 

com del seu important contingut en matèria orgànica. No obstant, el problema de la salinització 

del riu actualment persisteix per l’augment de la producció de potassa i per tant dels efluents 

salins posterior a la construcció del col·lector, que continua salinitzant el riu, a banda que al llarg 

dels anys s’han produït nombroses fuites del col·lector i trencaments parcial d’aquest provocant 

greus problemes locals per l’abocament de salmorres. Quan això succeeix, i per evitar que 

aquest vessament impacti la qualitat de l’aigua tractada, l’ETAP atura la captació superficial fins 

que es repara la fuita i el riu es recupera fins a les seves condicions precedents .  

El conjunt de tots aquests factors determinen la complexitat dels tractaments de potabilització 

de l’ETAP de Sant Joan Despí, que actuaran de barrera als diferents perills que puguin 

comprometre la seguretat de l’aigua potable. Per això, la planta disposa d’una estació d’alerta 

al punt de captació amb analitzadors en línia que mesuren diversos paràmetres de la qualitat de 

l’aigua del riu (terbolesa, amoni, conductivitat, carboni orgànic total (TOC), níquel, UV 254 nm) 

per detectar possibles anomalies que puguin derivar ràpidament en un canvi d’operativa de 

planta per evitar situacions de risc. Per exemple, alguns paràmetres de consigna d’aturada de la 

captació superficial són l’amoni i la terbolesa, i es dona quan l’amoni al riu és superior a 2,5 ppm 

o si la terbolesa és superior a 500 NTU. Davant d’aquest escenari considerat de risc,  s’atura la 

captació d’aigua superficial per evitar qualsevol possible impacte en la qualitat de l’aigua 

tractada i per evitar l’embrutiment dels processos de tractament. Aquest escenari es pot donar 

per diversos motius, principalment climatològics i antropogènics, com fortes pluges que 

aixequen els sediments del riu o causen intrusions d’aigües contaminades al riu per 

sobreeiximents dels sistemes de sanejament, o per abocaments irregulars de diferents orígens 

(industrials, residuals, etc.).  La planta però no atura totalment la seva producció, sinó que 

procedeix a tractar temporalment només l’aigua subterrània fins que la qualitat del riu torna als 

paràmetres de normalitat.  

Per alleugerir aquestes particularitats que impacten la captació de l’ETAP i que afecten la 

qualitat de l’aigua del riu, com ja s’ha comentat anteriorment existeixen diverses 
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infraestructures connectades que deriven aquestes aigües contaminades aigües per sota del 

punt de captació (Figura 1), tal com el Canal de la Infanta (que deriva les aigües contaminats de 

la riera de Rubí i el riu Anoia cap a usos agrícoles), el Tub del Governador (assegura el bypass 

aigües avall de la captació de l’ETAP de les aigües contaminades sobrants al sistema de rec del 

Canal de la Infanta) o el Col·lector de Salmorres. 

 

Figura 1. Esquema de les principals captacions (requadre blau), derivacions (requadre gris) i efluents d'aigües 

residuals (cercle taronja) de la conca baixa del riu Llobregat. Les fletxes blaves discontínues indiquen la direcció del 

flux de l’aigua o bé des dels punts de captació cap a les corresponents poblacions (requadre blau) o bé dels punts de 

derivació cap al mar. Els números indiquen el cabal en hm3/anuals, i la mida del cercle taronja és proporcional al 

volum de l’efluent. Extret de Marcé et al. (2012)       
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4.3. Potabilització i distribució. La ETAP de Sant Joan Despí en l’actualitat 

Des de la construcció de l’ETAP de Sant Joan Despí el 1955, la tipologia de tractament de la 

planta, així com les infraestructures de suport, s’han anat ampliant i evolucionant paral·lelament 

als estàndards de qualitat legislats per les corresponents directives i regulacions d’aigües de 

consum, la qualitat de l’aigua del riu, les particularitats que influeixen en la localització de la 

planta, la demanda hídrica i el context climàtic, entre d’altres. Així, on en els seus inicis es 

disposava únicament d’un pretractament i cloració, actualment es tracta d’una de les ETAP més 

complexes i avançades a nivell d’Europa, que està operada per Aigües de Barcelona, empresa 

metropolitana de gestió del cicle integral de l’aigua. 

La captació de l’aigua superficial del riu Llobregat es realitza mitjançant unes reixes de formigó 

de 8 mm de gruix situades al llit del riu que donen pas a una galeria excavada amb comportes 

automàtiques que dirigeix l’aigua cap a l’interior de la central de tractament Figura 2.  

 

 

Figura 2. Esquema de les etapes del tractament de potabilització de l’ETAP de Sant Joan Despí 

 

La primera etapa consisteix en un desarenat mitjançant l’ús de dragues per a l’eliminació de 

materials de gran mida (ex. graves). A continuació l’aigua s’eleva mitjançant un bombament cap 

a una cambra on es produirà la primera fase del pre-tractament: la coagulació de partícules 

flotants acompanyada de la primera desinfecció. Aquesta fase consisteix en la injecció de gas de 

diòxid de carboni (CO2), per regular el pH adient pel procés de floculació, l’addició del reactiu 

coagulant basat en sals d’alumini (PAX-18) que aglutinarà les partícules en suspensió formant 

agregats, i la pre-oxidació amb diòxid de clor (ClO2) que actuarà doblement com a desinfectant 

i oxidant de la matèria orgànica i certs metalls (ferro i manganès). 
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Aquesta aigua crua amb els reactius es fa circular per uns canals a cel obert paral·lels als 

decantadors que vessen cap a la fase de decantació. Es tracta de tancs en forma de piràmide 

invertida on  la velocitat de l’aigua disminueix en funció de la secció que va travessant l’aigua, i 

on es produeixen dos processos paral·lels: una sedimentació de partícules coagulades que es 

dipositen com a fangs al fons del tanc, i una ascensió de l’aigua clarificada vers els canals de 

recollida existents a la part superior.  

L’aigua clarificada es dirigeix cap a la fase filtració per sorra que permet l’eliminació de petites 

partícules a l’aigua i restes de flocs no eliminades per la decantació, així com de protozous com 

Giardia sp. i Cryptosporidium sp. i alguns bacteris resistents a la desinfecció com per exemple 

els clostridis. En el procés de filtració es fa circular l’aigua decantada a la superfície dels filtres, 

que s’infiltra per gravetat cap a l’interior del llit porós, constituït per sorra de granulometria molt 

homogènia. Per recuperar la capacitat filtrant, calen neteges periòdiques dels filtres de sorra 

per evitar la colmatació per saturació de partícules, l’afectació del rendiment del filtre amb 

l’augment de terbolesa o la formació de camins preferencials. D’aquesta manera, es fan rentats 

amb aigua a contracorrent cada 20.000-25.000 m³ d’aigua filtrada (variable en funció de els 

paràmetres d’explotació), i les aigües de rentat, conjuntament amb les purgues dels 

decantadors, es tracten a una planta de fangs destinada per aquest ús.  

L’aigua filtrada per sorra surt clarificada per la part inferior dels filtres i es dirigeix cap a un dipòsit 

obert on es fa confluir amb l’aigua subterrània provinent dels pous de l’aqüífer de Cornellà per 

tal d’optimitzar la qualitat de l’aigua tractada. La captació dels recursos subterranis es regula en 

funció de la qualitat de l’aigua superficial i permet cobrir la demanda d’aigua en cas d’una 

aturada de la captació superficial. 

L’aigua resultant és bombejada mitjançant grans cargols d’Arquímedes que l’eleven cap a dues 

línies de tractament independents: el tractament convencional (ozonització i filtració per carbó 

actiu granulat), i el tractament avançat (ultrafiltració, osmosi inversa i remineralització).  

El tractament convencional permet una millora de les propietats organolèptiques de l’aigua en 

quant l’olor, color i gust. A les cambres d’ozonització, l’ozó es difon en l’aigua que circula (mescla 

d’aigua filtrada per sorra i de pous), oxida els compostos orgànics, i actua com a biocida amb 

gran poder desinfectant per a la reducció dels microorganismes. L’aigua ozonitzada es 

distribueix per uns canals tancats que vessen a la part superior dels filtres de carbó amb la 

finalitat d’eliminar compostos orgànics i òxids metàl·lics com el ferro i el manganès. L’aigua 

circula per gravetat cap a l’interior del filtre, els compostos hi queden retinguts per l’elevada 

capacitat d’adsorció de les partícules del carbó i l’aigua clarificada surt per la part inferior del llit 
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filtrant. El rendiment dels filtres però va disminuint amb el seu funcionament i, per tal de 

mantenir un bon rendiment i assegurar l’eliminació dels compostos contaminants, es programen 

rentats a contracorrent per evitar la seva saturació, com succeeix amb els filtres de sorra. Amb 

la pèrdua de la capacitat adsorbent del filtre, detectable per la mesura de l’índex de iode, es duu 

a terme també una regeneració del carbó mitjançant forns de regeneració externs. 

Les necessitats d’explotació defineixen el percentatge d’aigua que es deriva cap al tractament 

avançat (20-40%). Aquest s’inicia amb el procés d’ultrafiltració (UF) on, a l’entrada, hi ha una 

dosificació de clorur fèrric (FeCl3) i CO2 a l’aigua provinent de la mescla de filtració per sorra i 

pous. La ultrafiltració consta de cambres (trens UF) amb membranes d’ultrafiltració (0,02 µm de 

diàmetre de porus) submergides a l’aigua que aspiren cap al seu interior reduint al mínim les 

partícules en suspensió, i retenint bacteris i alguns virus atenent la mida d’exclusió. L’objectiu 

principal d’aquesta etapa, i requisit pel bon funcionament de la osmosi inversa, és retenir 

l’alumini residual procedent del coagulant (PAX-18) de la decantació, que s’aconsegueix amb la 

disminució del pH de l’aigua acidificant-lo (6,6-6,8) amb l’adició de CO2 per dificultar la seva 

solubilització i facilitar la retenció a les membranes d’ultrafiltració, mentre que el FeCl3 

s’addiciona per realitzar una post-coagulació de l’alumini residual afavorint la retenció a la UF i 

evitant que arribi a les membranes d’osmosi, on l’alumini podria provocar danys estructurals 

per obturació irreversible dels porus. Diàriament es realitzen operacions de rentat a 

contracorrent dels trens UF per millorar la capacitat de funcionament reduint les partícules que 

han quedat adherides a l’exterior de les membranes.  

L’aigua permeada per ultrafiltració es bombeja cap al tractament d’osmosi inversa (OI), però 

prèviament a l’entrada, se li practica un pretractament per tal de protegir les membranes 

d’osmosi. Aquest pretractament consisteix en una desinfecció per radiació ultraviolada (UV), 

dosificació d’un agent dispersat, bisulfit sòdic i àcid sulfúric (H2SO4), filtració per cartutx 

(diàmetre de porus superior a UF) i de nou llum UV. La funció de l’UV i la filtració per cartutx és 

reduir o eliminar els microorganismes que han resistit els tractaments anteriors per evitar 

possibles recreixements al sistema de membranes d’OI. Respecte els reactius, el dispersant 

s’afegeix per reduir la cristal·lització de les sals de l’aigua que es concentren al rebuig del 

sistema, el H2SO4 reajusta el pH de l’aigua per evitar precipitacions i el bisulfit sòdic elimina els 

agents oxidants residuals. 

L’etapa d’osmosi inversa consisteix en un bombament a alta pressió de l’aigua UF pretractada 

que travessa les membranes d’osmosi. Es tracta d’una membrana semipermeable que 

mitjançant pressió separa els constituents dissolts i deixa circular l’aigua permeada. Aquest 
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tractament suposa una gran barrera per bacteris i virus, i elimina de l’aigua les sals i 

pràcticament la totalitat dels compostos orgànics i inorgànics, assolint una conductivitat i 

carboni orgànic total (TOC) amb valors extremadament baixos. Aproximadament un 10% de 

l’aigua que entra a la osmosi correspondrà al rebuig generat pel funcionament de les 

membranes, que genera aigua concentrada en sals (salmorra). Aquest rebuig es descarta al 

col·lector de Salmorres de la conca del Llobregat. 

L’aigua osmotitzada resultant és agressiva ja que per la seva desmineralització presenta una 

concentració de sals molt baixa i equivalent a l’aigua destil·lada (~100 µS/cm), pel que es 

requereix una regulació del contingut salí. Així doncs, l’aigua es dirigeix cap a l’etapa de 

remineralització que consisteix en fer circular l’aigua osmotitzada per cambres amb llits de 

calcita (CaCO3). En acabat, s’ajusta el pH de l’aigua remineralitzada amb hidròxid de sodi per 

assegurar que no sigui agressiva, i amb el pH estable es dirigeix a la cambra de mescla. 

A la cambra de mescla hi conflueixen les aigües tractades de les dues línies de tractament: el 

convencional i l’avançat. En aquesta cambra es mesura la concentració d’amoni amb un 

analitzador automàtic per determinar la dosificació de clor que caldrà aplicar a les posteriors 

etapes per eliminar-lo o reduir-lo per sota de la consigna màxima de sortida (0,5 ppm), donat 

que l’amoni consumeix quantitats significatives de clor. Seguidament l’aigua de la cambra passa 

a un primer dipòsit de desinfecció (D4: 10.000 m3) on es dosifiquen aproximadament 2 ppm de 

clor (~ 0,4 ppm de clor lliure) amb un temps de contacte d’uns 30 minuts, assegurant la 

desinfecció de l’aigua i eliminant l’amoni. A continuació, l’aigua es condueix cap a un dipòsit 

d’estabilització (D3: 10.000 m3) on s’efectuarà la cloració final (~ 1 ppm de clor lliure) i 

l’estabilització de l’aigua abans de les impulsions a la xarxa de distribució. El temps de retenció 

en el dipòsit D3 és de 30 minuts. 

L’aigua potable clorada final s’acumula en dos dipòsits (D1 i D2: 4.000 m3), i mitjançant dues 

centrals de bombament, s’impulsa a quatre cotes d’alçada diferents (cota 10 m, 50 m, 70 m i 

100 m) per proporcionar l’abastament a la xarxa de distribució garantint un mínim cost 

energètic. La impulsió d’aigua produïda és d’entre 3.000 – 3.500 L/s.  

Els temps de retenció a cada etapa és relativament ràpid, ja que es triguen unes 6 hores a 

potabilitzar l’aigua des de la captació a la impulsió a la xarxa, però en algunes etapes el temps 

de contacte és superior als altres. Des de la captació del riu fins a l'efluent de la filtració per sorra 

és triga un total 3 de hores (2,5 h de decantació i 0,5 h a filtració per sorra). El temps de 

tractament convencional és més curt, amb 10 min d'ozonització seguits d'uns 23 min de filtració 

per carbó. El tractament avançat triga més temps, ja que requereix 42 minuts per la ultrafiltració 



INTRODUCCIÓ 

 

38 
 

i 13 minuts per l’osmosi inversa, més uns 36 minuts de remineralització de l'aigua. Des de que 

l'aigua convergeix a la cambra de mescla , la posterior desinfecció amb clor, fins a poder impulsar 

l’aigua potable a la xarxa de distribució, passen aproximadament 2 hores. 

5. Gestió integral de l’aigua 

5.1.  L’ús de recursos hídrics alternatius a Barcelona 

Dessalinització 

A la primavera del 2008, es va produir una forta sequera que va agreujar l’escassetat d’aigua a 

la ciutat de Barcelona, i va anar acompanyada de restriccions severes en l’ús de l’aigua i mesures 

excepcionals com el transport d’aigua potable des d’altres localitats i països en vaixells cap a 

Barcelona (ACA, 2019; Petrovic et al., 2010). Davant l’amenaça de l’escassetat d’aigua, l’estrès 

hídrics i la necessitat de consum (racional) d’aigua, s’adopten mesures alternatives de nous 

recursos hídrics. Així el 2009 entra en funcionament la dessalinitzadora ITAM al Prat de Llobregat 

(ATL, n.d.) que mitjançant osmosi inversa produeix aigua potable tractant aigua del mar, amb 

una producció anual de 60 hm3/any. 

Reutilització 

A la tardor de 2009, motivat per el període de sequera de l’any 2007-2008 que va provocar la 

promulgació del Decret de sequera a l’abril del 2.007 i fins a la seva derogació (segona quinzena 

de gener del 2009),  des de l’Agència Catalana de l’Aigua (ACA), actuant com a administració 

hidràulica, juntament amb l’administració sanitària, i amb  l’entitat que explotava l’ERA del Prat 

(EMSHTR) i Aigües de Barcelona com a operadora de la ETAP de Sant Joan Despí, es va avaluar 

la incidència que podia tenir sobre el medi natural el fet de reutilitzar l’aigua regenerada 

procedent del tractament terciari de l’EDAR del Baix Llobregat, abocant-la a la llera del riu 

Llobregat a l’assut de Molins de Rei. Es va monitoritzar la qualitat de l’aigua regenerada a la 

sortida de l’ERA, en el mateix punt d’abocament, i aigües amunt i aigües avall del punt 

abocament, i es va concloure que la reutilització de l'aigua no generava alteracions importants 

en el medi receptor (Pérez et al., 2012; Rubiano et al., 2012). A l’estiu 2019 es va repetir un nou 

estudi sobre la qualitat de l’aigua regenerada en les mateixes condicions abocant de nou a l’assut 

de Molins de Rei. Els resultats van concloure el mateix: l’abocament aigua regenerada no 

deteriora la qualitat del riu en el punt abocament. En ambdues experiències es va dur a terme 

un extensiu pla de control que incloïa tant paràmetres fisicoquímics, químics i microbiològics. 
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Recàrrega artificial d’aqüífers 

Des del 1969 s’injecta aigua potable als pous d’extracció per a la seva recàrrega, amb aigua 

potable per l’ús com a font de captació per potabilització, i amb aigua regenerada per evitar la 

intrusió salina. Recentment, es va provar a escala pilot la possibilitat de fer la recàrrega artificial 

dels pous amb aigua filtrada pel filtre de sorra per potabilització amb bons resultats tant a nivell 

operacional com de qualitat fisicoquímica i microbiològica (CETAQUA, 2018). Actualment 

mitjançant el projecte Queen (finançament Aigües de Barcelona) s’està posant a punt un nou 

model d’explotació de l’aqüífer que es preveu que en els propers anys operin injectant aigua 

filtrada per sorra per tal d’incrementar la disponibilitat de recursos subterranis de bona qualitat 

per cobrir la demanda d'aigua potable davant l’escenari d'estrès hídric. 

 

5.2.  Gestió i demanda hídrica a Barcelona 

Per l’elevada densitat poblacional i la disponibilitat dels recursos hídrics, la gestió hídrica per 

l’abastament d’aigua actual a Barcelona és complexa ja que la xarxa de distribució rep aigua de 

diferents orígens. L’ETAP de Sant Joan Despí és la més rellevant en quant a complexitat i volum 

de producció a Barcelona, on es tracten fins a 5,3 m3/s d’aigua d’origen Llobregat. 

Segons les dades d’explotació del 2020 (Aigües de Barcelona, 2020), l’aigua produïda, a l’ETAP 

de Sant Joan Despí procedia de la captació superficial del riu (85 hm3/any) i subterrània (34 

hm3/any), i en menor proporció, de l’ETAP de les Estrelles i del Besòs, on es van tractar 6 hm3/any 

d’aigua subterrània dels aqüífers de Llobregat i Besòs, respectivament. Així el règim de 

producció de mitjana va ser de 342.000 m3 per dia (~125 hm3/any). Conjuntament amb la 

compra de cabals (~67 hm3/any) de tres orígens diferents principalment de la producció de 

l’ETAP d’Abrera (riu Ter) i l’ETAP de Cardedeu (riu Llobregat), i en menor mesura de la planta de 

dessalinització ITAM del Prat (aigua del mar Mediterrani) (ATL, n.d.), permet subministrar més 

de 192 hm3/any d’aigua potable a més de 3.200.000 habitants de l’àrea metropolitana de 

Barcelona. 

La demanda anual d’aigua durant el 2020 a l’àrea metropolitana de Barcelona va ser 

lleugerament inferior (2,6%) en comparació a l’any 2019 degut a l’aturada de l’activitat industrial 

provocada per la pandèmia de la COVID-19. Els volums subministrats van ser de 158,7 hm3/any 

dels quals 116,4 hm3/any van correspondre a consum domèstic. El consum mitjà diari de les llars 

a l'àrea metropolitana va ser de 108,3  L/habitant.  
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6. Context legislatiu de la Qualitat de l’aigua de consum. Directiva EU 2020/2184 

La legislació sobre qualitat de les aigües de consum es troba en un moment de canvi important: 

el desembre de 2020 es va aprovar la nova Directiva Europea (UE) 2020/2814, relativa a la 

calidad de las aguas destinadas al consumo humano (Anonymous, 2020), que substitueix 

l’anterior Directiva 98/83/CE, adaptant-la al progrés científic-tècnic. En aquests moments, 

aquesta Directiva està en procés de transposició nacional, fet que suposarà la substitució del 

Reial Decret RD 140/2003, por el que se establecen los criterios sanitarios de la calidad del agua 

de consumo humano (versión consolidada 2018). El nou RD de transposició de la Directiva (UE) 

2020/2184 ha d’entrar en vigor el gener de 2023. 

La nova Directiva europea, amplia el focus de la directiva anterior incorporant tota una sèrie 

d’objectius globals i requeriments que van més enllà de la qualitat de l’aigua.  Els grans objectius 

de la nova Directiva (UE) 2020/2184 són els següents:  

• Millorar la qualitat i seguretat de les aigües, a través del control de nous paràmetres 

(addicionals als controlats fins a la data), tant químics com microbiològics 

• Potenciar la gestió preventiva del risc (implantació de Plans sanitaris de l’aigua), 

ampliant-la a tot el cicle d’abastament, des de les captacions fins a les instal·lacions 

interiors 

• Augmentar la confiança del ciutadà en l’aigua de consum i fomentar el seu consum 

• Millorar la informació al ciutadà, tant sobre la qualitat de l’aigua consumida com sobre 

d’altres aspectes del servei 

• Potenciar l’accés universal a l’aigua (Objectiu 6 dels ODS agenda 2030) 

• Prevenir la contaminació en origen i minimització de tractaments 

 

Pel que fa referència estricta a paràmetres de qualitat en l’àmbit microbiològic, la nova directiva 

també suposa un canvi important tant des del punt de vista d’incorporació de nous paràmetres 

(com Legionella i colífags somàtics), com des del punt de vista d’increments en la freqüència 

d’anàlisi d’alguns paràmetres: així, el recompte de bacteris aerobis a 22°C (HPC) i els enterococs 

passaran a fer-se en totes les anàlisis de Control i no únicament en les anàlisi Completes. A més 

a més, s’afegeix una nova mesura de control microbiològic després de cada neteja de dipòsits, 

concretament  Clostridium perfringens (C. perfringens). 

Actualment el control microbiològic de l’aigua de consum a nivell espanyol (segons RD 140/2003 

consolidat) es basa en una verificació d’absència de la contaminació fecal mitjançant anàlisis 

d’indicadors de contaminació fecal com són coliforms totals i Escherichia coli (E. coli) en el cas 
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d’anàlisis de Control, o coliforms totals, E. coli, enterococs, C. perfringens, i recompte de bacteris 

aerobis heteròtrofs a 22°C (HPC) en el cas de les anàlisis Completes. Des d’aquest punt de vista, 

la nova Directiva europea representa un avenç en l’assegurament de la qualitat microbiològica, 

en quant incorpora paràmetres d’interès com Legionella  (bacteri patogen en funció de l’espècie 

i de la concentració), i colífags somàtics com indicador de contaminació viral, que permet 

ampliar la seguretat en el cas d’aigües en què la desinfecció permeti eliminar la presència de 

tots els indicadors bacterians però no totalment la presència d’indicadors virals. 

L’actual pla de control del procés de tractament i distribució d’Aigües de Barcelona, permet 

assegurar el compliment tant de la legislació vigent com de la nova Directiva (UE) 2020/2184, a 

més de disposar ja d’un Pla de Seguretat de l’Aigua (PSA) de tot el sistema (contemplant la 

producció i distribució de les aigües de consum), certificat per la norma de seguretat alimentària 

ISO 22000 des de l’any 2009. 

Des del punt de vista legislatiu, tot i aquesta obertura a nous paràmetres microbiològics en el 

control de l’aigua de consum, sembla que encara queda lluny la incorporació de nous 

paràmetres derivats de noves tècniques analítiques que ja es poden considerar ben implantades 

a nivell metodològic, com les que, entre altres, es proposen a la present tesi doctoral i que no 

tenen altre objectiu final que portar a nivell operatiu el coneixement científic aplicat en altres 

àmbits i poder ser considerades tècniques complementàries a la legislació vigent oferint una 

visió global de la microbiologia del tractament de l’aigua. 

6.1. Control microbiològic de la qualitat de l’aigua: indicadors de la contaminació fecal 

La contaminació microbiològica de l’aigua es deu principalment a l’efecte de les activitats 

humanes i animals, suposant una especial preocupació per la qualitat de l’aigua les 

contaminacions microbiològiques d’origen fecal, i és que aquests residus aporten un gran 

nombre de microorganismes a l’aigua entre els que es troben els patògens que poden suposar 

un risc per la salut. 

L’anàlisi en rutina de la totalitat dels microorganismes patògens presents en l’aigua no és viable 

degut, principalment, a la gran variabilitat que presenten, que la seva presència sol trobar-se en 

concentracions baixes, i que les tècniques per recuperar-los són complexes, laborioses, cares i 

de temps elevat. Per aquest motiu, la legislació vigent es basa en el control de microorganismes 

indicadors de contaminació fecal per garantir la innocuïtat del consum de l’aigua. Els bacteris 

indicadors de la contaminació fecal com els coliforms, Escherichia coli (E. coli) i enterococs s’han 

utilitzat històricament per avaluar la qualitat microbiana de l’aigua per la seva gran abundància 

en aigües residuals i femtes. 
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Els indicadors microbiològics de contaminació fecal són un grup de microorganismes 

relacionats amb la microbiota intestinal humana i d’animals de sang calenta. Per tant, la seva 

presència a l’aigua informa d’una deficiència de la qualitat per una contaminació fecal i alerta 

de la possible presència d’un microorganisme patogen. Així, els indicadors esdevenen una eina 

útil pel control de qualitat microbiològica de l’aigua permetent avaluar l’eficàcia dels processos 

de potabilització i de depuració. Un indicador microbiològic ha de complir els següents requisits  

(WHO, 2008): 

• Estar relacionat ecològicament amb el patogen (femtes humanes i animals) 

• No ser patogen 

• Abundància superior al patogen 

• Ser ràpid, senzill i econòmic de detectar pel mètode estandarditzat (cultiu) 

• Resistència als processos de desinfecció i inactivació similar al patogen  

• No present en aigües no contaminades 

 

Per tal d’assegurar la innocuïtat de les aigües de consum a nivell microbiològic, actualment la 

Directiva, com s’ha esmenat a l’apartat 6, contempla l’assaig de 5 indicadors bacterians, 1 

patogen bacterià de referència i 1 indicador víric. A la taula 1 s’indiquen els paràmetres 

microbiològics i els valors paramètrics que han de complir les aigües destinades al consum 

(Anonymous, 2020). 

 
TAULA 1. Paràmetres microbiològics, valors paramètrics i mètodes d’anàlisi segons  la Directiva EU 2020/2184 

 

  
* Davant un risc de Legionella per al seguiment de la verificació complementàriament es poden utilitzar mètodes 
ràpids alternatius de cultiu i mètodes moleculars (no basat en cultiu) com quantificació per qPCR(ISO/TS 12869) 

 

Paràmetre Valor paramètric Mètode d’anàlisi 

E. coli 0 UFC/100 mL EN ISO 9308-1 ó 9308-2 

Enterococs intestinals 0 UFC/100 mL EN ISO 7899-2 

C. perfringens (incloent espores) 0 UFC/100 mL EN ISO 14189 

Bacteris coliforms 0 UFC/100 mL                 EN ISO 9308-1 ó 9308-2 

Recompte de colònies a 22°C (HPC) 

                        a la sortida de l’ETAP    

                     a la xarxa de distribució                          

  

100 UFC/mL  

Sense canvis anòmals           

 

EN ISO 6222 

Legionella (distribució domiciliaria) *                1000 UFC/L EN ISO 11731 

Colífags somàtics (a l’aigua crua)  50 PFU/100 mL 
EN ISO 10705-2 i  

EN ISO 10705-3 
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Respecte els indicadors bacterians, els bacteris coliforms informen sobre les condicions 

sanitàries de l’aigua però, atès la seva gran ubiqüitat, per si sols no podrien utilitzar-se com a 

indicadors de contaminació fecal. En canvi, E. coli, tot i pertànyer al grup de coliforms, sí es troba 

estretament relacionada amb la microbiota intestinal i per tant constitueix un bon indicador de 

la contaminació fecal, així com permet indicar la possible presència de bacteris patògens 

entèrics com Salmonella, però no és un indicador especialment bo dels virus entèrics ni 

protozous ja que aquests són més resistents als tractaments d’inactivació. Tanmateix, els 

enterococs intestinals, tot i trobar-se en menor proporció a la microbiota intestinal humana, són 

considerats, conjuntament amb E.coli, els paràmetres nucli per alertar d’una contaminació fecal. 

D’altra banda, C. perfringens, també associat a femtes però en menor concentració que E.coli, 

representa un bon indicador (anaeròbic) de contaminació fecal i de l’efectivitat dels processos 

de tractament, ja que són formadors d’endòspores resistents a l’ambient, pel que la seva 

detecció a l’aigua potable indicaria problemes durant el procés de tractament. Per la seva 

resistència als processos de desinfecció es consideren bons indicadors de protozous paràsits 

com Giardia i Cryptosporidium. També, el recompte d’HPC és un indicador útil que permet 

monitoritzar canvis en la qualitat de l’aigua durant la seva potabilització o la seva distribució a 

la xarxa, com l’increment en nombre de les poblacions bacterianes per exemple en casos 

d’augment de l’activitat d’un biofilm, o en temps de retenció o estancament prolongats, o 

davant una ruptura de la integritat del sistema (Bartram et al., 2003). 

Per altra banda, l’aparició de brots de malalties entèriques associades al consum d’aigua, en 

ocasions han estat relacionades amb aigües que presentaven paràmetres bacteriològics 

adequats. En aquest cas, la disposició d’indicadors vírics pel control de qualitat de l’aigua 

resulten de màxima importància com ja recull la nova Directiva. Així doncs, l’ús dels colífags 

somàtics (virus que infecten E. coli i altres coliforms intestinals) permet disposar d’un indicador 

de la contaminació fecal i de la presència de virus entèrics a l’aigua (Lucena and Jofre, 2014). 

 

7. Comunitats bacterianes a l’aigua 

Els ecosistemes d'aigua dolça són molt variables en quant a l’origen hídric (rius, aqüífers, llacs, 

etc.) i les condicions disponibles pel creixement microbià. Aquests medis aquàtics tenen una 

microbiota pròpia i alberguen una de les majors diversitats de tots els medis naturals (Thompson 

et al., 2017; Vitorino and Bessa, 2018; Walters and Martiny, 2020). Malgrat l’origen de l’aigua 

sigui diferent, s’han descrit aspectes comuns en quan els taxons majoritaris, que a nivell de 

fílums en aquests ecosistemes són principalment Proteobacteria, Bacteroidota, 
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Actinobacteriota, Firmicutes i Cyanobacteria (Aizenberg-Gershtein et al., 2012; Atnafu et al., 

2021; Chao et al., 2015; Hou et al., 2018; Pinto et al., 2012; Thom et al., 2022; Vaz-Moreira et 

al., 2014; Wolf-Baca and Piekarska, 2020). 

No obstant, les activitats antropogèniques poden alterar aquesta microbiota natural amb la 

introducció de microorganismes propis del intestí humà mitjançant la contaminació d’origen 

fecal a les aigües. 

Les aigües dels processos de potabilització i les aigües de consum, tot i estar sotmeses a un 

tractament, i fins i tot complint els estàndards de qualitat microbiològics, són ecosistemes 

complexos que presenten una gran diversitat bacteriana (Hou et al., 2018; Pinto et al., 2012; 

Revetta et al., 2010; Wang et al., 2018). Malgrat que les concentracions bacterianes a la sortida 

de la planta de tractament solen ser baixes (<10 UFC/mL), es poden produir recreixements 

durant la seva distribució. 

L’estudi d’aquesta diversitat pot ser de gran utilitat per millorar la qualitat de l’aigua, no obstant 

el seu control queda al marge de la legislació. Aquestes comunitats no tenen perquè suposar un 

risc per la salut però donades certes condicions, podrien donar lloc a l’aparició de bacteris que 

alterin les propietats organolèptiques de l’aigua i en alguns casos podrien comprometre la seva 

seguretat. 

La gran majoria de bacteris que es troben als sistemes d’aigua són bacteris heteròtrofs que fan 

servir com a font d’energia el carboni orgànic. Alguns dels gèneres més abundants a rius, llacs, 

aigua potable i aigües residuals són: Acidovorax, Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus, 

Clostridium, Comamonas, Curvibacter, Enterobacter, Flavobacterium, Mycobacterium, 

Legionella, Sphingomonas, Pseudomonas, Rheinheimera, Rhodococcus, entre d’altres (Figura 3). 
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Figura 3. Representació gràfica de la diversitat bacteriana (a) Proteobacteria i (b) altres fílums observades diferents 

tipus d'aigua. Les diferents classes i fílums estan representades per colors diferents. A la part externa del cercle està 

representat amb barres les diferents matrius d’aigua (diferents colors) on s’han aïllat:  : SW (aigües superficials: 

aiguamolls, rius i llacs); MW (aigua potable mineral);  U-DW (aigua potable no tractada); T-DW (aigua potable 

tractada); Ur-WW (aigües residuals urbanes) i  A-WW ( aigües residuals animals). Extret de Vaz-Moreira et al. (2014). 
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No obstant també s’ha descrit la presència de bacteris autòtrofs que utilitzen una font d’energia 

inorgànica com els bacteris nitrificants (ex.: Nitrosomonas) que s’ha observat que recreixen rere 

l’ús de la desinfecció per cloramines o clor (Eichler et al., 2006; Regan et al., 2003; Thom et al., 

2022), els oxidants de ferro (ex.: Leptothrix) que alguns gèneres estan associats a una acceleració 

de la corrosió de ferro (Sun et al., 2014), o els reductors de sofre (ex.: Desulfovibrio) aquests 

últims produint episodis d’olor i gust a l’aigua potable (Scott and Pepper, 2010). 

Els canvis en la qualitat microbiològica de l'aigua són el resultat d'interaccions complexes entre 

els diversos microorganismes (bacteris, virus, etc.) i la influència de diversos factors que regulen 

el seu creixement, principalment l’efectivitat dels processos de potabilització, la disponibilitat i 

concentració de nutrients, la temperatura i la presència de desinfectants residuals a l’aigua. 

Mitjançant els tractaments de potabilització a les ETAP s’aconsegueix reduir significativament la 

concentració de microorganismes a l’aigua final amb l’objectiu de proveir una aigua de qualitat 

i segura pel consumidor, no obstant es poden produir canvis durant la seva distribució a la xarxa 

que alterin l’estabilitat biològica de l’aigua.  El concepte “estabilitat biològica” fa referència a un 

canvi mínim en la qualitat de l’aigua durant la distribució respecte la qualitat a la sortida de 

l’ETAP que no afecti la seguretat o alteri les propietats organolèptiques de l’aigua. Per 

aconseguir una aigua estable en el temps i l’espai, i limitar el creixement bacterià durant el 

transport, en molts països l'aigua potable es distribueix amb desinfectants residuals com el clor, 

que permet limitar el recreixement d’aquests a l’aigua potable. Diversos autors han assenyalat 

que nivells superiors a 0,2 ppm de clor lliure a la xarxa de distribució d’aigua potable redueixen 

significativament la microbiota i són adequats per a evitar la proliferació de microorganismes i 

la formació de biofilms (Fish and Boxall, 2018; Li et al., 2017, 2018). No obstant, els subproductes 

de desinfecció generats per l’ús de clor així com l'alteració del gust de l'aigua han fet que alguns 

països optin per distribuir aigua sense desinfectant residual. Així, per exemple als Països Baixos 

on es disposen de sistemes de distribució d’aigua potable sense cloració, l’estabilitat es basa en 

la pròpia microbiota de l’aigua que actuaria com a protecció natural contra la proliferació de 

patògens (Roeselers et al., 2015). Aquest efecte protector dels bacteris que colonitzen de 

manera natural el sistema d’aigües és un concepte que es coneix com a biofilm protector que 

tindria un efecte de protecció envers la presència de patògens a l’aigua (Wang et al., 2013). No 

obstant, als Països Baixos, la font principal de captació per a la producció d’aigua potable és 

l’aigua subterrània que es veu menys alterada a nivell microbiològic (Roeselers et al., 2015). 
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Un exemple de recreixement de bacteris en sistemes d’aigua potable amb clor residual es 

mostra a la Figura 4. Chao i col·laboradors (2015) van observar una successió de bacteris durant 

la formació de biofilms (60 dies-180 dies) on a més es van observar canvis en funció del material 

de la canonada on creixia el biofilm (plàstic (PE) o acer inoxidable (SS)). L’anàlisi taxonòmica va 

indicar que l'estructura de la comunitat bacteriana va canviar durant la formació i 

desenvolupament del biofilm, on el biofilm més jove (60 dies) presentava Sphingomonas i 

Nevskia com a gèneres majoritaris, que van disminuir la seva abundància relativa en els biofilms 

més madurs (180 dies), mentre que el gènere Bradyrhizobium va augmentar. També van 

observar un efecte significatiu del material de la canonada respecte la composició bacteriana 

del biofilm on la superfície plàstica presentava una gran abundància de Sphingomonas, Nevskia 

i Vampirovibrio que contràriament presentaven una baixa abundància relativa a la superfície de 

acer inoxidable.  

 

Figura 4. Representació gràfica dels 10 gèneres més abundants A) durant la formació d’un biofilm a diferents dies (60, 

120 i 180 dies) i B) biofilm desenvolupat sobre superfície plàstica (PE) biofilm desenvolupat sobre acer inoxidable (SS). 

Extret de (Chao et al., 2015) . Els colors de l’interior de la gràfica representen una mostra o gènere diferent, i l'amplada 

de les cintes que connecten la mostra i els gènere indiquen l'abundància relativa dels gèneres. 
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D’altra banda, el tipus de nutrients orgànics i inorgànics disponibles i les concentracions 

d’aquests a l’aigua potable també estan relacionades amb l'estabilitat biològica, ja que poden 

limitar o promoure el creixement bacterià a l'aigua. Els bacteris heteròtrofs, que constitueixen 

la majoria dels bacteris de l'aigua potable, principalment obtenen energia per la degradació dels 

compostos de carboni orgànic. El carboni és el compost que més limita el creixement bacterià, 

seguit dels nutrients inorgànics com el nitrogen i el fòsfor (Prest et al., 2016). Els oligoelements 

(ferro, magnesi, coure, etc.), també són necessaris per al creixement dels bacteris heteròtrofs 

però en concentracions molt menors que el carboni orgànic (Egli, 2010). 

Tanmateix, una altre factor molt important és la temperatura que conjuntament amb la 

disponibilitats de nutrients té un efecte directe en el creixement de les poblacions bacterianes. 

Diversos autors han observat que davant d’una temperatura elevada i nivells de nutrients 

elevats, es produeix un augment de la taxa de creixement de les comunitats bacterianes, mentre 

que en un ambient amb baixes de concentracions nutrients el creixement bacterià disminueix 

(Degerman et al., 2013; Hou et al., 2018; Pinto et al., 2012). No obstant, la composició de 

nutrients als processos de tractament i a l’aigua potable és complexa, ja que disposa de diversos 

nutrients però a concentracions molt baixes pel que els bacteris que han resistit els tractaments 

estan ben adaptats i proliferen en aquest ambients oligotròfics, metabolitzant substrats de 

carboni diferents simultàniament per a la seva supervivència (Egli, 2010; Li et al., 2017; Pinto et 

al., 2012). 

Així doncs, davant la gran heterogeneïtat de recursos hídrics disponibles per a la potabilització, 

les diferents estratègies de tractament i distribució de les aigües, així com els diferents factors 

que poden influenciar en aquests (aportació d’efluents residuals i industrials, temperatura, 

nutrients, ús de desinfectants, etc.) fa necessària la caracterització de les poblacions 

microbianes a l’aigua. 

 

El coneixement sobre la microbiota autòctona pot suposar una eina molt útil per a identificar 

canvis en els punts de captació, en les etapes de potabilització així com en l’emmagatzematge 

de l’aigua en dipòsits o a la xarxa de distribució. 

 

En els darrers anys, s’han desenvolupat mètodes analítics i moleculars d'alt rendiment que 

permeten una caracterització detallada de les comunitats bacterianes a l'aigua. Prèviament 

però, es requereix disposar d’una mostra representativa amb el que esdevé necessari disposar 

de mètodes de concentració. 
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7.1. Mètodes de concentració de microorganismes 

Un paràmetre crític per l’estudi de les comunitats bacterianes a l’aigua és el procediment de 

mostreig que ha de garantir la integritat i la representativitat de la mostra. Per tal de detectar la 

microbiota que es troba a l’aigua cal fer una concentració de la mostra prèvia a l’anàlisi. No 

obstant, molts microorganismes com per exemple els patògens, es troben habitualment a baixes 

concentracions a les aigües, amb el que esdevé necessari emprar tècniques que permetin 

concentrar grans volums d’aigua per tal d’augmentar la sensibilitat en la seva detecció. 

Existeixen diferents mètodes de concentració en mostres ambientals que varien en funció del 

tipus de microorganisme d’interès (bacteris, virus i protozous) (Bridle, 2014; Yates et al., 2016). 

Tradicionalment s’han classificat com a mètodes de concentració primària (redueixen grans 

volums d’aigua a un volum final aproximadament de 1L) o secundària (o de reconcentració, 

permetent una reducció del volum de la mostra a pocs mil·lilitres) però a la pràctica la seva 

distinció és complexa ja que un mateix mètode pot formar part d’ambdues classificacions. 

El més avantatjós és disposar d’un mètode que permeti simultàniament la concentració de virus, 

bacteris i protozous, que proporcioni recuperacions acceptables i consistents, que sigui de 

processament ràpid i senzill, reproduïble, que permeti processar diferents matrius d’aigua, i que 

sigui de baix cost.  

Entre els diferents mètodes de concentració els més utilitzats es troben: 

• Centrifugació: Emprat independentment per a bacteris, virus o protozous, segons el 

protocol, consisteix en compactar els microorganismes presents a la mostra en un pellet per 

sedimentació mitjançant forces gravitatòries que poden oscil·lar habitualment entre 1000 i 

12.000 × g i temps variable (ex: 1100 × g 15 min per Giardia spp. en concentració secundària; 

4000 × g 30 min per bacteris en concentració secundària després de concentració primària 

per ultrafiltració). La principal limitació d’aquesta metodologia resideix en la dificultat de 

concentrar volums relativament grans de mostra (1L) a grans velocitats sinó se’n fa ús de la 

ultracentrifugació, necessari per a la concentració de virus. També es pot emprar per 

reconcentració després d’un concentració primària per reduir el volum final de la mostra a 

pocs mil·lilitres o microlitres. 

 

• Floculació-Precipitació: Emprat per a la concentració de virus, aquesta tècnica consisteix en 

l’ús de floculants (alumini, llet descremada, polietilenglicol (PEG), etc.) en que s’adhereixen 

els virus en suspensió per a la posterior precipitació per sedimentació, sense la necessitat de 
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concentració secundaria (8-12h), o bé amb centrifugació posterior (Calgua et al., 2008; 

Hjelmsø et al., 2017; Lewis and Metcalf, 1988; Randazzo et al., 2020). El mètode té una 

limitació de volum mostral (10L) ja que es dificulta el seu rendiment en volums grans de 

mostra. 

 

• Filtració  

o Adsorció-elució: Emprat per a la concentració de virus, també conegut com a VIRADEL (viral 

adsorption and elution), es tracta de concentrar les partícules víriques, que en medi aquós 

presenten càrrega electronegativa, per adsorció electrostàtica sobre la superfície un filtre 

(acetat de cel·lulosa, nitrat de cel·lulosa o llana de vidre) amb que reté el virus i posteriorment 

s’elueix amb tampons alcalins (extracte de carn, glicina, etc.) amb filtres que retenen els virus 

(Wallis and Melnick, 1967). Permet filtrar volums grans de mostra (10-50L). Hi ha diverses 

metodologies com els discs MAF (monolithic afinity filtration), la filtració amb llana de vidre 

(columna amb llana de vidre empaquetada a una determinada densitat que actua 

d’absorbent de virus), o el filtre electropositiu NanoCeram (Argonide, US)  (combinació de 

microvidre i cel·lulosa que permet l’adsorció de virus, bacteris i protozous en grans volums 

de mostres de diferent terbolesa). 

o per membrana: Aquesta tècnica permet concentrar bacteris, virus o protozous per separat 

(en funció del tipus de filtre), i consisteix en fer passar un volum de mostra d’aigua (<10L) a 

través d’un filtre de membrana (nitrocel·lulosa, policarbonat, acetat de cel·lulosa, etc.) 

microporós amb una determinada mida de diàmetre de porus (0,22 µM ó 0,45 µM per 

bacteris) on hi quedaran retinguts els microorganismes de mida superior. El seu bon 

rendiment depèn d’una baixa terbolesa a la mostra (adequat per aigua potable). Pot utilitzar-

se en concentració primària o secundària. Actualment pel control de qualitat de l’aigua està 

estandarditzat l’ús de la filtració membrana mitjançant la concentració de volums de 100mL 

per tots els indicadors bacterians (excepte HPC). 

 

• Ultrafiltració: És l’únic mètode de concentració, a dia d’avui, que permet la recuperació 

simultània de virus, bacteris i protozous basant-se en l'exclusió de mida amb recuperacions 

descrites superiors al 50% amb volums grans de mostra (Gunnarsdottir et al., 2020; Hill et al., 

2007; Rhodes et al., 2011). Principalment es classifiquen en: 

o CeUF: La ultrafiltració centrífuga (CeUF), que consisteix en una concentració per 

centrifugació mitjançant un ultrafiltre amb una mida d’exclusió (5-100 KDa en funció del 

dispositiu), permet la concentració primària i/o secundària de tots els microorganismes. 

Durant la centrifugació, l'aigua i les molècules més petites passaran a través del filtre i els 
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microorganismes hi quedaran retinguts. A causa de la petita mida dels porus, les mostres 

amb elevada terbolesa (ex. riu, aigua residual, etc.) poden obstruir el filtre augmentant el 

temps de processament de la mostra. Un exemple és l’ultrafiltre Centricon® Plus-70 (Merck, 

Alemanya) (Gunnarsdottir et al., 2020; Medema et al., 2020; Rusiñol et al., 2020) que permet 

concentrar de manera ràpida (70 mL en 25 min) en el rang de 50X a 200X mitjançant repetits 

volums de càrrega de 70 mL , arribant a un volum final inferior a 350 µL. 

o DEUF: La ultrafiltració sense sortida (DEUF) és basa en filtració per l'exclusió de mida (10-

70KDa) amb volums grans de mostra (>100 L) (Gunnarsdottir et al., 2020; Hill et al., 2007; 

Rhodes et al., 2011). La tècnica DEUF permet concentrar grans volums d’aigua in-situ 

connectant directament a l’aixeta durant el mostreig a diferència de la resta de tècniques 

(excepte NanoCeram) que requereixen del transport de grans volums d'aigua al laboratori 

per a l'anàlisi. La tècnica és senzilla i permet concentrar diferents matrius d’aigua 

(regenerades, processos de tractament, riu, aigua potable, etc.). L'anàlisi de grans volums pot 

ser un enfocament eficaç per detectar microorganismes a baixes concentracions. Tot i que 

mitjançant el mètode d’adsorció-elució amb llana de vidre o NanoCeram permet la 

concentració simultània de bacteris, virus i protozous el primer mètode té una 

reproductibilitat variable i ambdós presenten una bona recuperació en virus (<80%) però 

baixa per bacteris i protozous (<12%) en comparació amb els mètodes d’ultrafiltració DEUF 

(>50%)  (Francy et al., 2013).  

Un exemple de filtre és l’ultrafiltre d’hemodiàlisi Rexeed-25A (Akahi Kasei Medical, Japó) 

(Gunnarsdottir et al., 2020; Pascual-Benito et al., 2020). Es tracta d’un cartutx de filtració de 

fibra buida (Polisulfona) de 185 µm i una mida de porus de 30 kDa que es pot connectar 

directament a una aixeta per la filtració in situ (o amb bomba peristàltica) permetent una 

concentració de mostra de fins a 100L/hora (depèn de la matriu d’aigua) tolerant una pressió 

màxima de 66 kPa que si se supera pot danyar les fibres, pel que sempre s'ha d'utilitzar durant 

la filtració un manòmetre per, un cop regulat el flux, comprovar que no augmenti la pressió. 

Permet concentrar volums grans de mostra (>1100 L). Durant la filtració, les partícules i 

microorganismes superiors a la mida de tall (30 KDa) queden retingudes a la superfície de 

l’entramat de fibres, mentre que l’aigua i partícules més petites circulen per l’interior de les 

fibres cap a l’exterior del filtre (permeat) (Figura 5).Un cop finalitzada la filtració, per tal de 

recuperar el concentrat, al laboratori es procedeix a fer un rentat a contracorrent amb una 

solució d’elució mitjançant bomba peristàltica que permet recuperar els microorganismes en 

un volum reduït de 500-600 mL que es pot reconcentrar per CeUF. 
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Figura 5. Esquema del procés de concentració d’un filtre d’ultrafiltració DEUF durant el mostreig d’aigua 

 

El mètode DEUF per a la concentració de mostres d’aigua potable, així com altres matrius 

d’aigua, ja és una realitat que progressivament es va incorporant a estudis ambientals 

d’indicadors de contaminació fecal i patògens d’interès que es troben a baixes concentracions, 

per la seva alta capacitat de filtració, i recuperació simultània de tots els microorganismes 

(Cuevas-Ferrando et al., 2020; Ferrari et al., 2019; Gunnarsdottir et al., 2020; Pascual-Benito et 

al., 2020; Rhodes et al., 2011). No obstant, l’ús d’aquesta metodologia no està actualment 

explorada per l’estudi de les comunitats bacterianes per NGS ni per proteòmica a processos de 

potabilització i distribució d’aigües de consum. Per aquest motiu, la present tesi doctoral ha 

avaluat l’ús d’aquesta metodologia per a l’estudi de la diversitat bacteriana. 

7.2. Mètodes de detecció i identificació de microorganismes  

Una de les tasques fonamentals als laboratoris de microbiologia de l’aigua és l’aplicació d’una 

metodologia precisa i robusta que permeti detectar, enumerar i identificar els microorganismes 

implicats en processos de deteriorament o contaminació de l’aigua. Pel que fa a la qualitat de 

l’aigua, aquesta metodologia,  està estandarditzada i recollida sota la Directiva europea com s’ha 

mencionat a l’anterior apartat 6 i es detalla a continuació a l’apartat 7.2.1. 

Tradicionalment la microbiologia d’aigües ha emprat mètodes manuals basats en cultiu per la 

detecció, recompte, i identificació de microorganismes d’interès. En l’actualitat els mètodes que 

s’utilitzen pel control de qualitat microbiològica segueixen basant-se en mètodes dependents 

de cultiu, que tenen una elevada fiabilitat però una de les limitacions és el temps de resposta 

dels resultats ja que requereixen d’una incubació de 24 hores o superior en funció del 

microorganisme. 
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En els darrers anys, la microbiologia en l’àmbit ambiental i alimentari, ha fet un gran salt cap a 

l’automatització i ha donat lloc a mètodes ràpids, kits, miniaturitzacions (Fung, 2002), així com 

tècniques de seqüenciació d’alt rendiment (McDaniel et al., 2021; Zhang and Liu, 2019) per 

l’assegurament de la qualitat i per aprofundir en el coneixement sobre els microorganismes i les 

seves funcions fent ús d’aquestes noves eines com a monitorització més enllà del que està 

estrictament legislat. A la Figura 6 es resumeixen els principals mètodes d’anàlisi de 

microorganismes que es troben actualment disponibles.  

Figura 6. Diagrama dels principals mètodes d’anàlisi de microorganismes per la seva detecció, quantificació i detecció 

segons si es basen en cultiu o si són independents de cultiu 

 

Les diferents tècniques permeten l’anàlisi de les comunitats bacterianes mitjançant dues 

estratègies diferents: dependent de cultiu o independent de cultiu. Ambdues aproximacions 

presenten diverses metodologies per a la detecció i/o quantificació (o semi-quantificació) dels 

microorganisme d’interès, així com la identificació i caracterització d’aquestes comunitats. Per 

exemple, per controlar la densitat microbiana a l'aigua potable, depenent del cultiu s’utilitza 

majoritàriament el recompte de colònies en placa, mentre que pel recompte cel·lular 

independent del cultiu, la citometria de flux. En canvi, per caracteritzar les poblacions 

bacterianes cultivables, es poden utilitzar aproximacions com la proteòmica per espectrometria 

de masses MALDI-TOF o per l’anàlisi de la totalitat de poblacions (cultivables i no cultivables) 
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tècniques de seqüenciació d’última generació (NGS) com per exemple la seqüenciació massiva 

d’amplicons (metabarcoding). 

Addicionalment, les tècniques independents de cultiu també permeten analitzar l’activitat 

microbiològica pel que fa a la detecció de molècules o gens relacionats amb l’activitat 

microbiana, que per exemple mitjançant les tècniques òmiques ens permet veure quins 

microorganismes es troben, què poden fer, i quin microorganisme fa què (metagenòmica), o bé 

quin microorganisme està activament fent una funció determinada (metatranscriptòmica), o 

quin microorganisme està produint quins productes metabòlits (metabolòmica),etc. 

A continuació es detallen les tècniques emprades en la present tesi doctoral per a l’estudi de les 

comunitats bacterianes als processos de potabilització i distribució de les aigües de consum. 

 

7.2.1. Espectrometria de masses amb desorció/ionització làser assistida per matriu amb 

detecció de masses per temps de vol (MALDI-TOF MS) per a la identificació de bacteris 

L’espectrometria de masses MALDI-TOF és una tècnica emprada originalment al camp de la 

química orgànica per l’anàlisi de biomolècules i polímers sintètics. Per primer cop, l’any 1975 

Anhalt i Fenselau van suggerir l’ús de l’espectrometria de masses pel camp de la microbiologia, 

concretament per la caracterització bacteriana, mitjançant llargues extraccions amb cloroform-

metanol d’algunes espècies de bacteris patògens a l’observar que aquests disposaven d’un perfil 

de masses únic. Més endavant, al 1996 Holland i altres autors aconsegueixen per primer cop 

obtenir els espectres directament de cèl·lules bacterianes mitjançant l’ús de MALDI-TOF MS. Des 

d’aleshores es comença a introduir en el sector hospitalari i des de fa aproximadament 15 anys, 

aquesta tecnologia és àmpliament emprada en rutina per diagnòstic clínic, i més recentment 

s’ha anat implementant de forma progressiva a diverses disciplines del camp de la microbiologia 

amb un alt grau d’acceptació per la seva robustesa, rapidesa, baix cost i facilitat d’ús en la 

identificació bacteriana (Singhal et al., 2015). 

Actualment, la tècnica MALDI-TOF MS té diverses aplicacions en diferents àmbits: 

En l’àmbit clínic destaquen la detecció precoç de bacteris resistents a antibiòtics reduint el 

temps d’actuació per a la teràpia antibiòtica adequada (Florio et al., 2020), el diagnòstic clínic 

mitjançant la identificació de patògens en cultius de sang, orina, femtes, fluid cerebroespinal, 

etc. (Tsuchida et al., 2020), així com els estudis epidemiològics, per exemple pel seguiment de 

l’epidèmia causada recentment per la COVID-19 permetent un diagnòstic ràpid i fiable del virus 

SARS-CoV-2 en saliva (Deulofeu et al., 2021; Hernandez et al., 2021). 
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En l’àmbit alimentari, és molt emprat en rutina per garantir la seguretat i la qualitat dels 

productes, per exemple identificant els bacteris fermentadors d’aliments (Angelakis et al., 

2011), o els bacteris oportunistes o patògens implicats en el seu deteriorament (Barreiro et al., 

2010), o per a identificar possibles bacteris responsables de brots transmesos per aliments com 

el causat l’any 2011 a Alemanya per E.coli productora de toxina Shiga O104:H4 associada a 

germinats vegetals (Christner et al., 2014), etc. Tanmateix el seu ús es recomana com a 

confirmació i identificació de patògens transmesos per aliments i aigua com Salmonella spp., 

Campylobacter spp. o Cronobacter spp. com alternativa als mètodes de referència basats en 

proves bioquímiques ja que presenten resultats equivalents i més ràpidament en comparació 

amb els procediments de confirmació especificats per cada mètode de referència (Bastin et al., 

2019). 

En el camp de la microbiologia ambiental aquesta tècnica s’ha explorat en diversos ambients 

com el marí, per exemple determinant els bacteris simbionts de corals, esponges i peixos (Vidal 

et al., 2020) o per controlar el transport no desitjat de bacteris patògens a través de l'aigua de 

llast (Emami et al., 2012), a la rizosfera per identificar bacteris aïllats de sòls contaminats 

(Christner et al., 2014), o a aqüífers d’aigua dolça per determinar les espècies que viuen en 

ambients contaminats (Santos et al., 2017), etc. 

Per tant, les aplicacions mitjançant l’ús de MALDI-TOF MS permeten monitoritzar diversos 

ambients amb el que pot resultar de gran utilitat pel camp de la microbiologia d’aigües en relació 

al control dels processos de producció d’aigua potable i la xarxa de distribució per una ràpida 

detecció dels bacteris que resideixen en aquestes matrius poc explorades actualment per 

aquesta tecnologia. Per exemple, davant d’un esdeveniment de contaminació microbiològica 

d’enterococs a la xarxa, les proves de confirmació regulades no estarien disponibles fins a 5 

hores després d’obtenir el resultat presumptiu. Tot i que majoritàriament es respon amb les 

corresponents accions correctives davant la notificació d’un resultat presumptiu, amb MALDI-

TOF MS en pocs minuts es podria confirmar la seva presència per tal d’actuar immediatament. 

Més enllà de la identificació de la presència d’indicadors, permet la identificació ràpida de les 

colònies que han crescut a les plaques dels controls de qualitat microbiològics de rutina legislats, 

com per exemple els HPC, aportant una informació complementaria que resultaria molt 

laboriosa, lenta i amb un cost més elevat mitjançant la identificació amb proves bioquímiques. 
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Plataformes MALDI-TOF MS i descripció de la tècnica 

Actualment hi ha diverses plataformes de MALDI-TOF MS, entre les que destaquen Microflex LT 

(Bruker Daltonics, Alemanya), VITEK MS PRIME (BioMérieux, França), AXIMA (Schimadzu, EEUU) 

i Autof ms1000 (Autobio Diagnostics, Xina). 

En la present tesi doctoral s’ha emprat aquesta tecnologia per a la identificació bacteriana de 

les plaques d’heteròtrofs (HPC) mitjançant l’equip Microflex LT MALDI-TOF MS  (Bruker 

Daltonics, Alemanya). 

La tècnica d’espectrometria de masses MALDI-TOF es basa en la detecció de la relació massa-

càrrega de les proteïnes majoritàries, principalment ribosòmiques (2-20 KDa), dels bacteris que 

composen un perfil d’espectre de masses únic que permet la seva identificació. L’espectre 

adquirit mitjançant aquesta tècnica es compara amb una base de dades de col·lecció d’espectres 

de masses de soques de referència, anomenat també llibreria, i en funció de les similituds amb 

aquestes s’aconsegueix una identificació a nivell de gènere, espècie i fins i tot subespècies. 

La metodologia requereix l’ús de material biològic de microorganismes cultivables partint d’una 

colònia d’un cultiu pur fresc. El procediment de preparació del material biològic per a la seva 

identificació pot comportar protocols diferents en funció del tipus de microorganisme en quant 

a la composició i estructura de la membrana o paret cel·lular, estat d’esporulació, etc. La 

preparació de mostres en general poden englobar-se en dos tipus de mètodes: transferència 

directa o extracció de proteïnes. 

La transferència directa és el mètode més fàcil i ràpid i permet abordar aproximadament el 90-

95% de les mostres segons el fabricant. Consisteix en dipositar sobre un suport metàl·lic (la placa 

d’anàlisi d’acer inoxidable) una colònia aïllada (o una porció d’aquesta) que es cobreix amb una 

solució orgànica d’àcid alfa-ciano-4-hidroxicinamic (matriu HCCA), que penetra dins la paret 

cel·lular dels microorganismes i cristal·litza mentre s’asseca ràpidament a temperatura ambient, 

deixant lliures les proteïnes intracel·lulars. 

El protocol de transferència directa ampliada amb àcid fòrmic és el més emprat per la rapidesa 

i efectivitat en l’obtenció de proteïnes (Theel et al., 2012) ja que, a l’incloure un pas previ afegint 

àcid fòrmic sobre la colònia abans de posar la matriu HCCA, ofereix una extracció parcial sobre 

la placa d’anàlisi millorant la lisi cel·lular i el corresponent alliberament de proteïnes. Abans de 

l’anàlisi requereix d’un ràpid assecatge de pocs minuts a temperatura ambient. 

El mètode d’extracció de proteïnes és més exhaustiu pel que fa a la lisi cel·lular i permet 

l'extracció de les proteïnes de cèl·lules bacterianes mitjançant l’ús de dissolvents de diferents 
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tipus (Šedo et al., 2011). Un dels més emprats es basa en l’extracció amb etanol/àcid 

fòrmic/acetonitril en tub, però en comparació amb la transferència directa, és un mètode més 

lent i laboriós, i es recomana per a la identificació de microorganismes amb cèl·lules rígides o 

parets complexes (llevats, Mycobacterium spp., etc.), o si es requereixen espectres d’alta 

qualitat per a la creació de llibreries. Amb aquesta metodologia, es parteix, com amb les dues 

anteriors, d’una colònia aïllada que se sotmet a una extracció en tub i amb passos de 

centrifugació. L’eluat resultant de la lisi cel·lular es diposita sobre el suport metàl·lic i es cobreix 

amb la matriu HCCA per iniciar l’anàlisi després del seu assecatge casi immediat a temperatura 

ambient. 

Independentment del mètode de preparació de la mostra, el procediment d’anàlisi que 

segueixen és comú (Figura 7). Conjuntament amb les mostres es recomana introduir en una de 

les posicions de la placa d’anàlisi una solució de calibratge anomenada bacterial test standard 

(Bruker Daltonics) que consisteix en una preparació de proteïnes d’E. coli DH5 alfa que crea un 

perfil proteic per calibrar l'instrument i validar l’experiment. 

 

Figura 7. Esquema del flux de treball per a la identificació bacteriana mitjançant la tècnica MALDI-TOF MS 

 

Una vegada el suport metàl·lic disposa de la mostra i la matriu ja cristal·litzada, s’introdueix dins 

l’equip de MALDI-TOF MS i es programa amb el software de l’equip la seva lectura i posterior 

identificació amb la llibreria. Primerament se sotmet la mostra al buit, necessari per l’anàlisi, i 

un cop s’assoleixen les condicions òptimes, la matriu cristal·litzada, que és capaç d’absorbir 

energia, s’irradia amb un làser i es generen analits protonats a la mostra. Se sotmet la mostra a 

camps elèctrics que permet separar els analits per la seva massa i càrrega. Els analits carregats 

es desplacen al llarg d’un tub al buit i són detectats per un analitzador de masses (detector TOF, 
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Time of flight). En funció del temps que triguen en recórrer el tub i arribar al detector TOF es 

determina la ràtio massa/càrrega (m/z) de la mostra donant lloc a un conjunt de pics de masses 

que generen un perfil proteic característic de la soca analitzada. La identificació de la soca es 

dona per comparació de similituds entre el perfil proteic obtingut de la mostra i els perfils 

proteics de soques de referència de la llibreria de l’equip, i és representada amb una puntuació 

(score) classificada amb tres colors diferents: identificació no fiable (vermell; score ≤1,699), 

identificació probable del gènere (groc; score 1,700–1,999), identificació segura de gènere i 

espècie probable (verd; score 2,000–2,299) i la identificació molt probable d'espècie (verd; score 

≥2,300–3,000). 

Segons el fabricant (Bruker Daltonics), una classificació addicional que acompanya a la puntuació 

establerta (score) per avaluar la consistència dels resultats en quant a l'assignació taxonòmica, 

consisteix en classificar els 10 millors resultats de coincidències d'identificació basant-se en 3 

categories de consistència: A (coherència de l'espècie: les 10 millors coincidències en verd són 

de la mateixa espècie ó les 10 millors coincidències en groc són del mateix gènere), B (coherència 

del gènere: els 10 primers coincideixen en el mateix gènere però no en la mateixa espècie), o C 

(sense consistència: les 10 millors coincidències no són del mateix gènere). A la figura 8 es 

mostra un breu d’informe de resultats a mode d’exemple.  

 

Figura 8. Exemple d’informe breu de resultats amb la consistència en negreta i parèntesi (primera columna), score 

(quarta columna) i identificació (tercera columna) per a 3 soques aïllades del riu (CR) i 1 soca de la decantació (DEC) 

a la vuitena campanya de mostreig (N8). 

 

A la primera fila de resultats es pot observar com la soca número 1 aïllada del riu al vuitè 

mostreig (CR_N8_1), ha estat assignada a nivell de gènere amb una consistència B i un score de 

1,842 que correspon a Rheinheimera sp. A la segona fila, la soca CR_N8_11 ha obtingut una 

identificació a nivell d’espècie amb un score de 2,266 però amb una consistència B atès que la 

identificació de la segona millor coincidència (second best match: Aeromonas hydrophyla) no 

correspon a la mateixa espècie que la millor identificació (best match: Aeromonas caviae). La 

tercera fila corresponent a una soca aïllada de la decantació (DEC_N8_14), va assolir una 
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identificació a nivell d’espècie amb un score de 2,331 i consistència A identificada com a 

Acidovorax temperans segons les 10 primeres millors coincidències. Per últim, la quarta 

columna, corresponent a la soca CR_N8_17 no va ser possible la seva identificació a l’obtenir un 

score de 1,554 i una consistència C. 

Les similituds entre els organismes i un nombre limitat d'espectres a la llibreria poden provocar 

una mala discriminació entre espècies, així com identificacions errònies. Aquests errors es 

produeixen amb una freqüència relativament mitja o baixa en funció del camp d’estudi i 

normalment es poden superar emprant un mètode d’extracció més exhaustiu, proves 

d’identificació addicionals o mitjançant la creació de llibreries. Per exemple, la tècnica MALDI-

TOF MS actualment no pot diferenciar E. coli de Shigella, no obstant alguns taxònoms 

suggereixen que podrien tractar-se de la mateixa espècie i no de dues espècies diferents (Pupo 

et al., 2000). Tanmateix, continuant amb l’exemple de la figura 8, per la soca CR_N8_11 

corresponent al gènere Aeromonas no s’ha pogut determinar l’espècie atès que aquest gènere 

conté espècies amb patrons molt similars i per tant la diferenciació entre espècies és difícil, com 

han descrit alguns autors als seus estudis  (Párez-Sancho et al., 2018). 

Com s’ha dit anteriorment, un altre motiu pel qual s’obté un espectre de bona qualitat però no 

és possible la seva identificació, és la manca o nombre limitat d’espectres de referència a la 

llibreria. En aquests casos, és possible obtenir una identificació incorrecta a nivell d'espècie o 

cap identificació.  

Les llibreries que incorpora l’equip són actualitzades anualment pel fabricant incorporant nous 

perfils principals d’espectres (MSP: Main Spectrum Profile) de soques de referència per millorar 

el poder d’identificació. Atès el gran interès que ha despertat aquesta tecnologia a altres àrees 

de la microbiologia com l’alimentària i l’ambiental, poc a poc a s’han anat incorporant soques 

d’origen no clínic a les llibreries, amb el que les actualitzacions periòdiques podrien ajudar a 

superar aquest problema. No obstant, en funció del tipus de mostra, sobretot pel que fa a les 

aigües, és freqüent que la llibreria no disposi de MSPs suficients relacionats amb aquestes 

matrius i per tant podrien no ser adequats per una correcta identificació de les soques d’interès. 

És per aquest motiu que les llibreries estan obertes a modificacions i per tant es poden adaptar 

a les necessitats de cada laboratori mitjançant la creació de llibreries específiques d’interès. 

Molts autors han descrit la necessitat de crear llibreries personalitzades incorporant MSP de les 

soques d’interès per tal d’aconseguir una correcta identificació de les soques (De Carolis et al., 

2014; Kopcakova et al., 2014; Santos et al., 2016; Seuylemezian et al., 2018). 
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En la present tesi doctoral s’ha creat una llibreria amb MSP de soques aïllades de mostres d’aigua 

i soques de referència ambientals per tal de millorar la capacitat d’identificació dels anàlisis amb 

MALDI-TOF MS a mostres d’aigua de diferents orígens. 

 

7.2.2. Caracterització de comunitats bacterianes totals per seqüenciació massiva del gen 

16S ARNr (metabarcoding) 

En els últims anys, l'aparició de plataformes de seqüenciació de nova generació (NGS) d'alt 

rendiment (High-Throughtput Sequencing) ha revolucionat l'estudi de comunitats microbianes. 

Les diverses aproximacions en funció de l’objectiu de l’estudi van des d’identificar tots els 

membres que conformen la comunitat bacteriana i caracteritzar la seva diversitat per 

seqüenciació d'amplicons del gen 16S ARNr (metabarcoding), discernir la capacitat funcional de 

la comunitat de microorganismes analitzant la totalitat dels genomes (metagenòmica), l’anàlisi 

de l’expressió gènica que estan manifestant aquests microorganismes (metatranscriptòmica), 

etc.  

Els estudis de caracterització bacteriana en mostres ambientals mitjançant l’ús de plataformes 

NGS tenen un gran potencial per explorar el microbioma de diferents ambients, com el d’aigua 

dolça, ja que permeten observar la totalitat de la composició microbiana i no només aquella 

cultivable, que pot contenir patògens oportunistes i una altra diversitat poc explorada. Per tant, 

resulten de gran utilitat com enfocaments alternatius i complementaris al control d’indicadors 

de contaminació fecal legislats per a una millor comprensió dels microbiomes als sistemes 

d'aigua per millorar la gestió de l'aigua. 

Tanmateix, l'anàlisi de les comunitats bacterianes és metodològicament complexa i no està 

estandarditzada, amb el que la varietat de metodologies que es poden utilitzar són molt 

diverses. Cada etapa, des del mostreig fins a l'anàlisi de dades, pot introduir biaixos en la 

identificació o les abundàncies relatives que poden afectar la interpretació de la diversitat de la 

comunitat (Pollock et al., 2018). 

La majoria dels estudis de la microbiota bacteriana es basen en metabarcoding, que consisteix 

en amplificar i seqüenciar múltiples fragments d’ADN a la vegada de diferents mostres, 

proporcionant dades tant qualitatives com semi-quantitatives (proporcions o abundància 

relativa) de les comunitats bacterianes.  



INTRODUCCIÓ 

 

61 
 

La tècnica de metabarcoding neix de la unió de dos processos: el DNA barcording (Hebert et al., 

2003), que consisteix en la identificació taxonòmica d’individus mitjançant l’ús d’una seqüència 

d’ADN curta com a “codi de barres” (barcodes), i la seqüenciació massiva. 

El metabarcoding (o seqüenciació massiva d’amplicons) permet la caracterització de les 

comunitats microbianes obtenint milions de seqüències en un mateix experiment i permetent 

la seqüenciació de múltiples mostres alhora mitjançant l'ADN extret d'una mostra ambiental. 

El processament de les mostres per metabarcoding consta dels següents passos:  

Mostreig i concentració de la mostra: El mostreig és una de les parts més importants per a la 

correcta interpretació dels resultats finals així com el processament de la mostra (punt de 

mostreig, temps i temperatura de conservació de la mostra, etc.). Les mostres d’aigua es poden 

concentrar segons la metodologia comentada a l’anterior apartat 7.1., i és rellevant atès que 

aquesta pot tenir influència en el tipus de microorganisme que es recuperarà. Per exemple, en 

la concentració per filtració hi ha diverses mides de porus que retindran uns microorganismes 

però d’altres no, i en funció del volum de mostra serà possible o no la detecció de taxons amb 

baixa abundància. 

Extracció d’ADN: Existeixen diferents mètodes d’extracció que poden ser manuals o 

automatitzats, basats en kits comercials o en protocols tradicionals (ex: fenol-cloroform) que es 

diferencien pel seu tipus de lisi (mecànica, física, química, enzimàtica, etc.), el volum de 

processament de mostra (habitualment 100 µL-10 mL), etc. Durant l’extracció cal tenir en 

compte que algunes cèl·lules bacterianes poden tenir més resistència a la lisi com les endòspores 

o els bacteris gram positius (Riffiani et al., 2015) i per tant pot afectar a l’eficiència de l’extracció 

i a l’ADN que se n’obtindrà de tota la mostra. Tanmateix està descrit que durant l’extracció  

alguns reactius poden romandre a l’extracte d’ADN donant lloc a inhibicions a la posterior PCR, 

així com la presència del propi microbioma dels kits d’extracció que poden aportar ADN 

addicional que no es trobava a la mostra original (Brandt and Albertsen, 2018; Salter et al., 

2014). 

Selecció de primers i amplificació per PCR: L’ADN extret de les mostres s’amplifica prèviament 

a la seqüenciació per obtenir els amplicons. Aquests estan dirigits a un fragment curt del gen 

16S ARNr, que presenta 9 regions hipervariables (V1-V9), que s'utilitzen per inferir la taxonomia 

i que presenten una cobertura i resolució taxonòmiques diferents en funció dels tàxons (Baker 

et al., 2003; Bukin et al., 2019; Morgan and Huttenhower, 2012). És important destacar que 

l'elecció de les regions hipervariables i el disseny d'encebadors (primers) de PCR tenen un efecte 

en la resolució filogenètica. Tot i que no hi ha un consens respecte quina és la regió ”universal”, 
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les més comuns són les regions V2/V3, V3/V4 o V4, ja que contenen la màxima heterogeneïtat 

de nucleòtids i mostren el màxim poder discriminatori. Segons Bukin, la regió V2/V3, presenta 

una resolució més alta per a tàxons de rang inferior (gèneres i espècies), mentre que altres 

autors indiquen que la regió V4 representa millor el conjunt diversitat bacteriana (Caporaso et 

al., 2012; Liu et al., 2020).  

Selecció de la plataforma de seqüenciació: Actualment al mercat hi ha disponibles diverses 

plataformes de segona generació (seqüenciació massiva per síntesi: Illumina, Ion Torrent, etc.  o 

piroseqüenciació: 454 Roche) i tercera generació (seqüenciació per nanopor) que permeten 

l’anàlisi de metabarcoding (D’Amore et al., 2016; Heather and Chain, 2016). A grans trets es 

diferencien per la capacitat d’analitzar fragments llargs (fins a 100 Kb) o curts (fins a 400 pb), si 

es requereix amplificació prèvia o no, el tipus de reacció de seqüenciació, etc. La tercera 

generació d’Oxford Nanopore Technologies (MinION, GridION, etc.), que disposa de 

seqüenciadors portables a camp com MinION, permet analitzar fragments llargs en poques 

hores sense la necessitat d’amplificació, però actualment l’error de seqüenciació es troba al 

voltant d’un 14% (Sahlin et al., 2021). La tecnologia Illumina (principalment el sistema MiSeq) 

s'ha convertit en la plataforma de seqüenciació més comuna pels estudis de metabarcoding del 

gen 16S ARNr, ja que és d’alt rendiment, robust i amb una taxa d’error baixa (1%), però permet 

analitzar fragments d’un màxim de 300 pb. 

A continuació, a la figura 9, es detalla el protocol de metabarcoding pel que fa a la seqüenciació 

per Illumina MiSeq (D’Amore et al., 2016). 

 

Figura 9. Processament de les mostres per seqüenciació massiva del gen 16S ARNr amb la plataforma Illumina MiSeq 
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Partint d’una prèvia concentració de la mostra i la posterior extracció de l'ADN contingut en 

aquestes, aquest ADN s’amplifica mitjançant una PCR dirigida a la regió genòmica d’interès 

obtenint els amplicons. Els encebadors (primers) usats en aquesta PCR contenen un codi de 

barres únic (barcode) que permetrà la posterior identificació de cada mostra i els seus 

corresponents amplicons, ja que per seqüenciar amplicons de diverses mostres al mateix temps, 

s’agruparan tots junts en una sola mostra al seqüenciador (multiplexing o pooling). Es recomana 

que per obtenir una bona cobertura de seqüències, el màxim nombre de mostres que es 

multiplexin siguin 96, on s’obtindran aproximadament 230.000 seqüències crues/mostra. Si 

s’agrupen més mostres, s’obtindran un menor numero de seqüències per mostres rere la 

seqüenciació. 

A continuació es prepara la llibreria de seqüenciació que consisteix en l’agrupament de totes 

les mostres (pooling), una purificació dels productes de la PCR i la lligació dels adaptadors de 

seqüenciació amb l’índex corresponent. Si a més a més es preparen diferents llibreries per un 

mateix experiment (run) de seqüenciació, l’índex de la llibreria ens permetrà diferenciar-les. La 

llibreria es quantifica per qPCR per tal de carregar la concentració idònia a la cel·la de flux (flow-

cell), que és el suport físic on es produiran totes les reaccions durant la seqüenciació. La cel·la 

de flux conté oligonucleòtids fixats a la superfície que són complementaris a les seqüències del 

adaptadors que tenen una doble funció: capturar els adaptadors immobilitzant els amplicons, i 

mitjançant una polimerasa, serveixen de primers per l’amplificació en pont de la cadena 

complementària de l’amplicó. Durant els diferents cicles d’amplificació es produeixen milers de 

copies clonals dels amplicons originals que generen clústers. Aquests clústers d’amplificació 

seran seqüenciats mitjançant la síntesi d’ADN amb nucleòtids marcats amb un fluoròfor que a 

l’incorporar-se emeten un color diferent en funció del tipus de nucleòtid que s’hi ha unit (A, C, 

G o T). La seqüenciació per síntesi incorpora 1 sol nucleòtid a cada cicle de seqüenciació. 

Després de cada incorporació, els clústers són monitoritzats mitjançant la lectura de la 

fluorescència corresponent a cada posició de la seqüència. Aquest procés es produeix amb 

milers de clústers emetent senyals a la vegada, generant per tant milions de dades de les 

seqüències alhora. A cada seqüencia però la lectura seqüencial d’un únic nucleòtid per cicle 

permet una baixa taxa d’error (~1%). No obstant, atès que l’addició de nucleòtids no es fa alhora 

en totes les seqüències que es sintetitzen (primer se sintetitzen les cadenes forward i després 

les reverse), la qualitat del senyal que s’obté va disminuint al llarg dels cicles de seqüenciació per 

un deteriorament dels reactius ja que un experiment (run) de seqüenciació triga 

aproximadament 48h hores. Aquest fet condiciona un dels principals desavantatges d’aquesta 
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tecnologia i és que la impossibilita per treballar amb seqüències més llargues de 300 parells de 

bases (Tan et al., 2019). 

Un cop finalitzada la seqüenciació, en un run típic de MiSEQ v3 (2x300 pb) s’obtenen al voltant 

de 20-22 milions de seqüències crues (reads). L’anàlisi de les dades obtingudes requereix l'ús 

d'eines bioinformàtiques (pipelines). Hi ha molts tipus de pipelines bioinformàtiques disponibles 

per processar i analitzar les dades de seqüenciació, com per exemple QIIME2, Bioconductor, 

Mothur, Phyloseq, etc. (Marizzoni et al., 2020). El processament bioinformàtic permet eliminar 

els adaptadors, primers, barcodes, reads de baixa qualitat o seqüències errònies (denoising), 

assignar cada read a la seva mostra corresponent (demultiplexing), agrupar totes les seqüències 

segons les seves similituds (dereplicating), alinear les seqüències per parells, eliminar seqüències 

quimèriques i agrupar les seqüencies úniques finals en clústers (clustering) segons les variants 

de seqüència d’amplicons (ASV), o bé segons un percentatge de tall de similitud constant (cut-

off). 

El pas final és l’anàlisi dels ASVs, que ens permetran veure la seva abundància relativa i obtenir 

la identificació taxonòmica, que es realitza mitjançant la comparació amb seqüències de 

referència de bases de dades. Tot i que hi ha diverses bases de dades disponibles, les més 

emprades son SILVA, Greengenes i RDP que regularment s’actualitzen i es revisen (Sahlin et al., 

2021). 

Tot i la complexitat de l’ús de les eines bioinformàtiques per a l’estudi de la caracterització de 

les comunitats bacterianes, les eines van evolucionant per a facilitar a l’investigador el 

processament de les dades. Les tècniques de seqüenciació d'alt rendiment, com el 

metabarcoding 16S ARNr, tenen un gran potencial per a proporcionar informació detallada que 

complementi la qualitat microbiològica de l’aigua. 

A la present tesi doctoral s’ha posat a punt la tècnica de metabarcoding 16S ARNr de la regió v4 

mitjançant l’ús de la plataforma Illumina MiSeq per ajudant a generar una imatge més precisa 

de les comunitats microbianes poc explorades en les diferents etapes de l’ETAP i l’aigua potable. 

 

7.3.  El paper dels microorganismes als sistemes d’aigua potable 

Les comunitats bacterianes al medi natural són omnipresents i tenen un paper important en la 

majoria de processos biològics, com en la descomposició de la matèria orgànica, formen part de 

diversos cicles biogeoquímics (fixació del nitrogen, carboni, etc.), són capaços de degradar 

contaminants, inhibeixen el creixement d’altres microorganismes, etc. 
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La presència d’aquestes comunitats als sistemes de tractament d’aigua potable no tenen perquè 

suposar un risc per la salut, de fet poden tenir un paper positiu facilitant l'eliminació de 

contaminants químics presents i reduint la matèria orgànica (Berry et al., 2006; Blázquez-Pallí et 

al., 2019; Bouwer and Crowe, 1988), però per contra també poden tenir un impacte negatiu 

donades certes condicions. Per exemple, s’ha observat en sistemes d’aigua amb desinfecció per 

monocloramines que alguns bacteris nitrificants pertanyents Alfaproteobacteria i 

Gammaproteobacteria com Nitrosomonas spp. poden contribuir a l’esgotament de 

monocloramines residuals donant lloc a la formació de nitrats a l’aigua potable i en 

conseqüència un augment de HPC (Regan et al., 2002; Zhang and DiGiano, 2002). 

D’altra banda, el recreixement bacterià pot donar lloc a l’aparició de bacteris oportunistes o 

potencials patògens que contribueixin al deteriorament de la infraestructura, alterin les 

propietats organolèptiques de l’aigua i en alguns casos podrien comprometre la seva seguretat 

(Berry et al., 2006; Li et al., 2017). Per exemple, es va observar durant un esdeveniment molt 

extrem a Beijing una coloració vermella de l’aigua potable causada principalment per Gallionella 

spp. (bacteri oxidant de ferro) (Li et al., 2010). Tanmateix altres autors han reportat episodis 

d’olor i gust de l’aigua potable causat per alguns Streptomyces, que poden produir grans 

quantitats de compostos orgànics volàtils, inclosos terpenoides (geosmina) (Asquith et al., 2018) 

o causats per alguns cianobacteris (Izaguirre et al., 1982). 

Es creu que els biofilms són la font principal de microorganismes a la xarxa de distribució. Els 

biofilms són poblacions de microorganismes estructuralment complexes que es troben 

incrustades en una matriu de substàncies polimèriques extracel·lulars (Asquith et al., 2018). 

Aquesta estructura és dinàmica i sol presentar una colonització successiva de diferents taxons 

bacterians i proporciona una major protecció als desinfectants facilitant un reservori a l’aparició 

de possibles patògens oportunistes. 

Els patògens transmesos per l’aigua són una de les majors preocupacions ja poden tenir una 

virulència moderada o gran i poden causar malalties especialment a persones amb 

immunodeficiències amb símptomes com gastroenteritis, infeccions respiratòries, conjuntivitis 

i erupció cutània. La contaminació fecal és una de les principals fonts d'aquests patògens com E. 

coli, Salmonel·la, Cryptosporidium, Giardia i norovirus. No obstant altres espècies poden actuar 

de patògens oportunistes com Aeromonas, Arcobacter, Campylobacter, etc. (Pruden et al., 

2019). Algunes espècies que formen sovint biofilms als sistemes d’aigua potable i són patògens 

oportunistes són Legionella pneumophila, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas 

maltophilia i Mycobacterium spp. (van der Wielen and van der Kooij, 2013). Segons diversos 
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estudis, s'ha documentat que els patògens oportunistes i potencials formadors de biofilms, així 

com els indicadors de contaminació fecal, augmenten a temperatures més altes (Calero Preciado 

et al., 2021; Favere et al., 2021; Hou et al., 2018). Per tant, s’espera que davant d’un escenari 

d’augment de temperatura global i el conseqüent augment de nutrients a les aigües indueixi un 

augment el potencial de recreixement d’aquestes comunitats. 

Per tant, no es pot ignorar el paper dels bacteris en els sistemes d’aigua i el seu aïllament, 

identificació i caracterització són importants per entendre millor l’estat actual dels sistemes per 

tal de proveir noves eines de control de la qualitat de l’aigua així com per fer front al repte de la 

gestió de l’aigua davant el context d’estrès hídric i canvi climàtic. 
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L’objectiu principal de la present tesi doctoral ha estat el control microbiològic de l’aigua 

mitjançant indicadors i l’aplicació de procediments basats en proteòmica i seqüenciació massiva 

(genòmica) per a la descripció de la diversitat bacteriana associada a les etapes de potabilització 

(des de la captació fins a la impulsió a la xarxa de distribució) de l’estació de tractament d’aigua 

potable (ETAP) de Sant Joan Despí. 

Els objectius específics han estat: 

 

1. Creació d’una llibreria d’espectres de masses de soques ambientals per a la 

identificació per espectrometria de masses MALDI-TOF MS de bacteris presents a les 

aigües de consum (Article 1). 

 

2. Optimització dels mètodes de concentració i extracció d’ADN de mostres d’aigua per 

l’anàlisi de seqüenciació massiva (Article 2). 

 

3. Control de qualitat microbiològic mitjançant l’anàlisi convencional d’indicadors de la 

contaminació fecal per a la determinació de la cinètica d’eliminació al llarg dels 

tractaments de l’ETAP (Article 2). 

 

4. Caracterització i monitorització de les poblacions bacterianes cultivables de les plaques 

d’heteròtrofs mitjançant MALDI-TOF MS (Article 3). 

 

5. Caracterització i monitorització de la totalitat de les poblacions bacterianes mitjançant 

metabarcoding (seqüenciació massiva) (Article 2). 

 

6. Comparació de la biodiversitat segons les aproximacions per les tècniques de MALDI-

TOF MS i metabarcoding i avaluació del seu ús conjunt addicional als paràmetres 

legislats (Article 3). 
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1. Llistat de publicacions 

La present tesi Doctoral s’ha basat en les següents publicacions en revistes revisades per parells: 

 

Article I: 

Pinar-Méndez, A., Fernández, S., Baquero, D., Vilaró, C., Galofré, B., González, S., Rodrigo-

Torres, L., Arahal, D.R., Macián, M.C., Ruvira, M.A., Aznar, R., Caudet-Segarra, L., Sala-Comorera, 

L., Lucena, F., Blanch, A.R., Garcia-Aljaro, C., 2021. Rapid and improved identification of drinking 

water bacteria using the Drinking Water Library, a dedicated MALDI-TOF MS database. Water 

Res. 203. https://doi.org/10.1016/j.watres.2021.117543 

 

Article II:  

Pinar-Méndez, A., Wangensteen, O.S., Præbel, K., Méndez, J., Galofré, B., Blanch, A.R., Garcia-

Aljaro, C., 2022. Monitoring bacterial community dynamics in a drinking water treatment plant : 

an integrative approach using metabarcoding and microbial indicators in large water volumes. 

Water. 14 (9), 1435. https://doi.org/10.3390/w14091435 

 

Article III:  

Pinar-Méndez, A., Galofré, B.,  Blanch, A.R., Garcia-Aljaro, C. Comparison of bacterial diversity 

assessment by MALDI-TOF MS and 16S rRNA metabarcoding in a full-scale drinking water 

treatment plant. Water Res. Under review (sotmès a Water Research -WR69746- el 19/05/2022) 

 

 

Dra. Cristina García Aljaro                      Prof. Dr. Anicet Blanch i Gisbert 

Barcelona, maig 2022 

https://doi.org/10.1016/j.watres.2021.117543
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2. Informe sobre el Factor d’impacte 

Els articles que constitueixen la memòria de la present Tesi Doctoral han estat publicats, o es 

troben en procés de revisió, a revistes científiques internacionals indexades al Journal Citation 

Reports, i rellevants per a la línia de recerca en la que ha treballat la doctoranda. 

 

Article I: 

“Rapid and improved identification of drinking water bacteria using the Drinking Water 

Library, a dedicated MALDI-TOF MS database” va ser publicat l’any 2021 a la revista Water 

Research. La revista es troba al primer decil (D1) i primer quartil (Q1) a totes les seves categories 

(Water Resources, Environmental Sciences i Environmental Engineering) i disposa d’un factor 

d’impacte el 2020 de 11,236. 

 

Article II:  

“Monitoring bacterial community dynamics in a drinking water treatment plant: an integrative 

approach using metabarcoding and microbial indicators in large water volumes” ha estat 

publicat l’any 2022 a la revista Water. La revista es troba al segon quartil (Q2) a totes les seves 

categories (Water Resources i Environmental Sciences) i disposa d’un factor d’impacte el 2020 

de 3,103. 

 

Article III:  

“Comparison of bacterial diversity assessment by MALDI-TOF MS and 16S rRNA 

metabarcoding in a full-scale drinking water treatment plant” es troba actualment (maig 2022) 

en procés de revisió a la revista Water Research. La revista es troba al primer decil (D1) i primer 

quartil (Q1) a totes les seves categories i disposa d’un factor d’impacte el 2020 de 11,236. 

 

 

 

 

Dra. Cristina García Aljaro                      Prof. Dr. Anicet Blanch i Gisbert 

Barcelona, maig 2022 
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3. Informe de participació en les publicacions 

La doctoranda Anna Pinar Méndez ha participat en totes les publicacions que formen part de la 

seva Tesi Doctoral com es detalla a continuació. Cap dels coautors presents en aquestes 

publicacions ha fet servir dades i/o els articles per a l’elaboració de la seva Tesi Doctoral.  

 

Article I: 

Pinar-Méndez, A., Fernández, S., Baquero, D., Vilaró, C., Galofré, B., González, S., Rodrigo-

Torres, L., Arahal, D.R., Macián, M.C., Ruvira, M.A., Aznar, R., Caudet-Segarra, L., Sala-Comorera, 

L., Lucena, F., Blanch, A.R., Garcia-Aljaro, C., 2021. Rapid and improved identification of drinking 

water bacteria using the Drinking Water Library, a dedicated MALDI-TOF MS database. Water 

Res. 203. doi: 10.1016/j.watres.2021.117543 

L’estudi ha format part  del projecte nacional RETOS Drinking Water Library (RTC-2015-4496-2) 

en el que la doctoranda ha participat activament en el processament de les mostres 

(concentració de mostres, enumeració i aïllament de soques, extracció, identificació mitjançant 

MALDI-TOF MS i preservació de soques), l’anàlisi dels resultats obtinguts i ha coliderat la 

redacció de l’article. 

 

Article II:  

Pinar-Méndez, A., Wangensteen, O.S., Præbel, K., Méndez, J., Galofré, B., Blanch, A.R., Garcia-

Aljaro, C., 2022. Monitoring bacterial community dynamics in a drinking water treatment plant : 

an integrative approach using metabarcoding and microbial indicators in large water volumes. 

Water. 14 (9), 1435. doi.org/10.3390/w14091435 

 

La doctoranda ha contribuït en el disseny experimental de l’estudi i ha realitzat la totalitat dels 

mostreigs, processament de les mostres (concentració, anàlisi dels paràmetres microbiològics 

de la qualitat de l’aigua, extracció d’àcids nucleics i preparació llibreries de seqüenciació), ha 

participat activament en el processament bioinformàtic i anàlisi estadístic de les dades, així com 

l’anàlisi dels resultats obtinguts i ha liderat la redacció de l’article. 

 

Article III:  

Pinar-Méndez, A., Galofré, B.,  Blanch, A.R., Garcia-Aljaro, C. Comparison of bacterial diversity 

assessment by MALDI-TOF MS and 16S rRNA metabarcoding in a full-scale drinking water 

treatment plant. Water Res. Under review (sotmès a Water Research -WR69746- el 19/05/2022) 

 

https://doi.org/10.1016/j.watres.2021.117543
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La doctoranda ha contribuït en el disseny experimental de l’estudi i ha realitzat la totalitat dels 

mostreigs, processament de les mostres (concentració de mostres, enumeració i aïllament de 

soques, extracció, identificació mitjançant MALDI-TOF MS, processament d’espectres, 

preservació i seqüenciació Sanger de les soques), processament de les dades, així com l’anàlisi 

dels resultats obtinguts i ha liderat la redacció de l’article. 

 

 

 

 

Dra. Cristina García Aljaro                      Prof. Dr. Anicet Blanch i Gisbert 

Barcelona, maig 2022 
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1. CAPITOL 1 

Article 1: Identificació ràpida i millorada de bacteris d’aigua potable mitjançant la llibreria 

Drinking Water Library, una base de dades dedicada a l’espectrometria de masses MALDI-TOF 

 

L’aigua destinada al consum humà prové de diferents orígens: minerals naturals i de fonts 

(envasades), i de xarxa de subministrament (aixeta). La seva qualitat, a nivell microbiològic, es 

controla mitjançant la detecció i quantificació de bacteris indicadors de contaminació fecal i 

bacteris aerobis heterotròfics, d’acord amb les Directives Europees 2009/54/EC i 2020/2184, 

respectivament. Mentre que l’absència d’indicadors deriva en un ús apte pel consum, 

l’enumeració dels bacteris heterotròfics permet la lectura de l’eficàcia dels tractaments de 

potabilització (no aplicable a aigües envasades) i l’estat de deteriorament de l’aigua. La 

presència de bacteris heterotròfics a l’aigua potable no suposa directament un risc per a la salut 

humana, però aquestes comunitats podrien comprometre la qualitat de l’aigua, amb el que és 

de gran importància disposar d’eines d’identificació ràpides i fiables dels bacteris residents pel 

seu control rutinari, com permet l’espectrometria de masses MALDI-TOF. No obstant, una gran 

limitació en l’ús d’aquesta tecnologia resideix en la falta de espectres de soques d’origen 

ambiental a la base de dades de l’equip (Bruker BDAL), amb el que esdevé necessari la creació 

de biblioteques específiques amb espectres d’interès per tal d’obtenir identificacions 

satisfactòries. D’altra banda, per tal de treballar amb aquestes soques de les que no tenim 

informació del risc biològic, cal adoptar mesures de precaució i bioseguretat en els mètodes de 

preparació de mostres que inactivin possibles patògens o les seves espores, i a la vegada 

permetin la correcta lisi cel·lular per la obtenció de les proteïnes. 

L’objectiu d’aquest estudi es va centrar en la creació de la primera base de dades d’espectres de 

masses de soques ambientals per la identificació específica per MALDI-TOF MS de bacteris 

presents a les aigües de consum: la Drinking Water Library (DWL). La construcció de la base de 

dades es va definir seguint dos metodologies diferents: una basada en l’adquisició de soques de 

“Rapid and improved identification of drinking water bacteria using the Drinking 

Water Library, a dedicated MALDI-TOF MS database” 

Anna Pinar-Méndez, Sonia Fernández, David Baquero, Carles Vilaró, Belén Galofré, Susana González, 

Lidia Rodrigo-Torres, David R. Arahal, M. Carmen Macian, María A. Ruvira, Rosa Aznar, Laia Caudet-

Segarra, Laura Sala-Comorera, Francisco Lucena, Anicet R. Blanch, Cristina Garcia-Aljaro. 

Water Research (2021); 203, 117543, DOI: 10.1016/j.watres.2021.117543 
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referència d’origen ambiental i de relació amb l’aigua, i I’altra basada en l’aïllament de soques 

directament de mostres d’aigua.  

Per la primera aproximació, 199 soques de referència de la CECT, que complien amb la 

descripció, es van seleccionar, processar amb un protocol d’extracció de proteïnes exhaustiu 

(àcid fòrmic/acetonitril) i es va generar un perfil principal d’espectres (MSP) robust (18-24 

espectres de qualitat) per cada un d’ells, que es van incorporar a la llibreria DWL. 

Per la segona estratègia, un total de 209 mostres d’aigua de diferents orígens (xarxa de 

distribució, diferents processos de tractament d’aigua potable, minerals naturals i de font) es 

van processar, segons el seu origen, per filtració de membrana, inoculació en massa de diferents 

volums o ultrafiltració amb Rexeed i es van incubar en medi agar de recompte en placa per 

aigües ISO (Oxoid, UK) a 22°C durant 72h i R2A a 22°C durant 120h. Els 3.809 aïllaments de 

bacteris es van seleccionar i re-aïllar en medi ISO a 22°C per obtenir un cultiu fresc i pur per 

l’anàlisi. Per a cada aïllat, es va processar una colònia amb el mètode de transferència directa 

amb àcid fòrmic al 70% i es va analitzar per MALDI-TOF MS. El resultat d’identificació amb la 

llibreria original de l’equip Bruker BDAL només va permetre la identificació del 45% de totes les 

soques (1.721), mentre que el 55% no es van poder resoldre (2.088). 

Les 2.088 soques no identificades esdevenen el grup d’interès per a la creació de la llibreria per 

tal d’incorporar els seus espectres en una base de dades definida específicament per a la seva 

aplicació en l’anàlisi de mostres d’aigua. Així, les soques es van re-processar pel mètode 

d’extracció amb àcid fòrmic/acetonitril i els espectres resultants es van re-analitzar i processar 

per MALDI-TOF MS, i agrupar en clústers segons les seves similituds. Un total de 120 soques 

representants de cada clúster es van caracteritzar per seqüenciació parcial del gen 16S rRNA i 

GC-FAME, i es va generar un MSP per cada una de les soques, que es van incorporar a la llibreria 

DWL amb la seva identificació corresponent.  

En total 319 MSP formen part de la DWL incorporant un total de 96 gèneres diferents, dels quals 

44 generes i 189 espècies, no es trobaven a la llibreria BDAL. Aquesta nova configuració va 

permetre una millora significativa en la identificació de les soques que restaven sense identificar 

i que es van re-identificar mitjançant l’ús conjunt de BDAL i DWL, reduint d’un 55% a un 8% les 

soques sense identificar, i un augmentant d’un 29% a un 76% la identificació a nivell d’espècie.  

Com a conclusió principal, l’ús de MALDI TOF MS amb la base de dades adequada, permet una 

identificació ràpida de les soques d’interès i gràcies a la seva robustesa, facilitat d’ús i baix cost 

es proposa com a eina de control en rutina per l’anàlisi de les aigües. 
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TABLE S1. Reference bacterial strains corresponding to the MSPs included in the Drinking 

Water Library 

Collection 

Acronym 
Strain No Name Isolated from 

CECT 4632 Acinetobacter sp. Freshwater stream 

CECT 7849 Acinetobacter sp. Small stream 

CECT 4911T Aeromonas allosaccharophila Feces  

CECT 4220 Aeromonas allosaccharophila Feces  

CECT 7289T Aeromonas aquariorum Aquaria 

CECT 4227T Aeromonas bestiarum Fish  

CECT 7451 Aeromonas bestiarum Eel 

CECT 5219 Aeromonas bestiarum Cake 

CECT 4342T Aeromonas encheleia Eel 

CECT 4985 Aeromonas encheleia Hospital environment 

CECT 5027 Aeromonas encheleia Drinking water well 

CECT 4224T Aeromonas eucrenophila Freshwater fish 

CECT 4855 Aeromonas eucrenophila Water 

CECT 4827 Aeromonas eucrenophila Ascites of carp 

CECT 7401T Aeromonas fluvialis River 

CECT 4221T Aeromonas hydrophila subsp. anaerogenes Used oil-emulsions 

CECT 4588 Aeromonas hydrophila subsp. anaerogenes Feces  

CECT 839T Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila Milk 

CECT 4330 Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila Eel tank water  

CECT 4486T Aeromonas icthiosmia Surface water 

CECT 4228T Aeromonas jandaei Feces  

CECT 4232T Aeromonas media Fish farm effluent 

CECT 7443T Aeromonas piscicola Salmon fish 

CECT 5176T Aeromonas popoffi Drinking water 

treatment plant 

CECT 5250 Aeromonas popoffii Continental water 

CECT 895T Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes Trout fish 

CECT 4238 Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes Trout fish from river 

CECT 4239 Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes Minnow fish from lake 

CECT 896T Aeromonas salmonicida subsp. masoucida Masou fish 

CECT 5752T Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica Polluted river 
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CECT 5753 Aeromonas salmonicida subsp. pectinolytica Polluted river 

CECT 894T Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida Salmon fish 

CECT 5209 Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida Sea water 

CECT 5179T Aeromonas salmonicida subsp. smithia Roach fish 

CECT 7082T Aeromonas tecta Feces  

CECT 4257T Aeromonas veronii Sputum of drowning 

victim 

CECT 4819 Aeromonas veronii Stool 

CECT 4910 Aeromonas veronii Feces  

CECT 5761 Aeromonas veronii Midgut of Culex 

quinquefasciatus 

CECT 7060 Aeromonas veronii Drinking water supply 

CECT 5683T Alcanivorax balearicus Subterraneous saline 

lake 

CECT 8580 Ampullimonas aquatilis Bottled mineral water 

CECT 8581T Ampullimonas aquatilis Bottled mineral water 

CECT 4166T Ancylobacter aquaticus Lake water 

CECT 7957 Arcicella sp. Stream  

CECT 7819 Arcobacter sp. Pond  

CECT 7825 Arcobacter sp. Freshwater pond 

CECT 5669 Azoarcus sp. Contaminated aquifer 

CECT 7823 Azonexus sp. Freshwater pond 

CECT 8551T Belliella kenyensis Lake sediment 

CECT 4273T Blastomonas natatoria Swimming pool water 

CECT 313 Brevundimonas diminuta Contaminant in a culture 

of Bacillus cereus 

CECT 317T Brevundimonas diminuta Freshwater stream 

CECT 7729T Brevundimonas faecalis Sewage water from a 

hospital 

CECT 834T Brevundimonas intermedia Freshwater pond 

CECT 327T Brevundimonas vesicularis Urinary-bladder 

epithelium of Hirudo sp. 

(leech) 

CECT 5640 Caulobacter sp. Bottled mineral water 

CECT 5648 Caulobacter sp. River water 

CECT 421 Caulobacter vibrioides Well water 
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CECT 8008 Chitinimonas sp. Stream  

CECT 8101 Chitinimonas sp. Stream  

CECT 7703T Chitinimonas viridis Pond  

CECT 494T Chromobacterium violaceum Freshwater 

CECT 7302T Chryseobacterium aquaticum Water reservoir 

CECT 8497T Chryseobacterium artocarpi Rhizosphere soil 

CECT 7129T Chryseobacterium hispanicum Drinking water 

distribution network 

CECT 7794T Chryseobacterium oncorhynchi Trout fish 

CECT 7847 Chryseobacterium oncorhynchi Trout fish 

CECT 7357T Chryseobacterium piscicola Salmon fish 

CECT 7130 Chryseobacterium sp. Drinking water 

CECT 7795 Chryseobacterium sp. Trout fish 

CECT 8086 Chryseobacterium sp. Wetland 

CECT 7846 Chryseobacterium sp. Trout fish 

CECT 7797 Chryseobacterium tructae Trout fish 

CECT 7798T Chryseobacterium tructae Trout fish 

CECT 7793T Chryseobacterium viscerum Trout fish 

CECT 7845 Chryseobacterium viscerum Trout fish 

CECT 7547 Chryseobacterium yonginense Artificial lake 

CECT 7864T Cronobacter universalis Freshwater 

CECT 8087 Duganella sp. Wetland 

CECT 8858T Emticicia aquatica Freshwater 

CECT 9087T Emticicia paludis Freshwater 

CECT 8289T Ferruginibacter yonginensis Mesotrophic artificial 

lake 

CECT 8365T Flavobacterium gyeonganense Stream 

CECT 7955T Flavobacterium jumunjinense Lake 

CECT 7678T Flavobacterium oncorhynchi Liver of a diseased 

rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss 

CECT 7848 Flavobacterium oncorhynchi Liver of a diseased 

rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss 

CECT 7909 Flavobacterium piscis Gills of rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss 
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CECT 7911T Flavobacterium piscis Kidney of rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss 

CECT 7844T Flavobacterium plurextorum Eggs of rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss 

CECT 7789 Flavobacterium sp. Gills of rainbow trout 

CECT 8006 Flavobacterium sp. Lake 

CECT 8038 Flavobacterium sp. Wetland 

CECT 8461 Flavobacterium sp. Freshwater 

CECT 7596 Flavobacterium sp. Freshwater, pond 

CECT 7791T Flavobacterium tructae Liver of rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss 

CECT 7905 Flavobacterium tructae Gills of rainbow trout, 

Oncorhynchus mykiss 

CECT 7595 Flectobacillus sp. Freshwater, pond 

CECT 7598 Flectobacillus sp. Freshwater, pond 

CECT 8121 Heliimonas saccharivorans Deep mineral water 

aquifer 

CECT 8122T Heliimonas saccharivorans Deep mineral water 

aquifer 

CECT 7143 Herbaspirillum sp. Drinking water 

CECT 9069 Hymenobacter sp. Seawater 

CECT 7546T Hymenobacter yonginensis Freshwater from an 

artificial lake 

CECT 4504 Iodobacter fluviatilis Water of River Wey 

CECT 4505T Iodobacter fluviatilis Water of River Wey 

CECT 7866 Janthinobacterium sp. Mesotrophic artificial 

lake 

CECT 7319T Kinneretia asaccharophila Freshwater from a depth 

of 5 m in the center of 

Lake Kinneret 

CECT 4519T Klebsiella terrigena Drinking water 

CECT 7826T Lacihabitans soyangensis Lake Soyang 

CECT 7355T Lactobacillus aquaticus Eutrophic freshwater 

pond 

CECT 7142T Massilia aurea Drinking water 
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CECT 7753T Massilia umbonata A mixture of soil 

collected near 

Guadalimar (Jaén, 

Spain) and sewage 

sludge compost from 

Granada (Spain) 

CECT 8897T Massilia violacea Wetland soil 

CECT 7069T Methylobacterium adhaesivum Drinking water 

CECT 5998T Methylobacterium aquaticum Drinking water 

CECT 7810 Methylobacterium aquaticum Fruit surface of 

Arabidopsis thaliana 

CECT 5997T Methylobacterium hispanicum Drinking water 

CECT 7068T Methylobacterium isbiliense Drinking water 

CECT 7806T Methylobacterium longum Phyllosphere of 

Arabidopsis thaliana 

CECT 7180 Methylobacterium sp. Drinking water 

CECT 7814 Methylobacterium sp. Phyllosphere of 

Cardamine hirsuta 

CECT 7045T Methylobacterium variabile Drinking water 

CECT 7189 Methylosinus sp. Drinking water 

CECT 7190 Methylosinus sp. Drinking water 

CECT 8102T Mucilaginibacter aquaedulcis Freshwater, lake 

CECT 7660T Mucilaginibacter dorajii Rhizosphere of 

Platycodon 

grandiflorum 

CECT 7857T Mucilaginibacter flavus Swamp 

CECT 7550T Mucilaginibacter myungsuensis Freshwater from a 

mesotrophic lake 

CECT 7824T Mucilaginibacter soyangensis Pond  

CECT 7661 Mucilaginibacter sp. Rhizosphere of 

Codonopsis lanceolata 

CECT 7821 Mucilaginibacter sp. Pond 

CECT 8103 Mucilaginibacter sp. Stream 

CECT 8292 Mucilaginibacter sp. Lake 

CECT 8416 Mucilaginibacter sp. Soil 

CECT 3021T Mycobacterium alvei Water of River Besos 
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CECT 3022T Mycobacterium brumae Wastewater 

CECT 7273T Mycobacterium llatzerense A pure water distribution 

system of a 

haemodialysis unit in the 

Hospital Son Llàtzer 

CECT 8638 Mycobacterium sp. Mud, River Cardener 

CECT 7897T Nevskia aquatilis Deep mineral water 

aquifer 

CECT 7898 Nevskia aquatilis Deep mineral water 

aquifer 

CECT 8290 Novosphigibium sp. Lake 

CECT 153 Paenibacillus polymyxa Water 

CECT 155T Paenibacillus polymyxa Decomposing plants and 

soil 

CECT 7179 Paenibacillus sp. Drinking water 

CECT 8010T Parasediminibacterium paludis Swamp 

CECT 7114T Pedobacter aquatilis Drinking water 

CECT 8725T Pedobacter lignilitoris Wood of seashore 

CECT 8669T Pedobacter silvilitoris Wood of seashore 

CECT 7115 Pedobacter sp. Drinking water 

CECT 7544 Pedobacter sp. Freshwater pond 

CECT 7865 Pedobacter sp. Pond 

CECT 8413 Pedobacter sp. Freshwater 

CECT 8689 Pedobacter sp. Mesotrophic artificial 

lake 

CECT 7234T Pelomonas puraquae Haemodialysis water at 

the Hospital Son Llàtzer 

CECT 7186 Pheaeospirillum sp. Drinking water 

CECT 7822 Propionivibrio sp. Freshwater pond 

CECT 7784T Pseudomonas alcaligenes Swimming pool water 

CECT 899T Pseudomonas anguilliseptica Blood of pond-cultured 

eel, Anguilla japonica 

CECT 378T Pseudomonas fluorescens Pre-filter tanks, town 

water works 

CECT 5881 Psychrobacter fozii Water from Johnsons 

Dock cove 
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CECT 5889T Psychrobacter fozii Soil from Johnsons 

Dock 

CECT 5937T Psychrobacter frigidicola Ornithogenic soil 

CECT 5309T Psychrobacter glacincola Anchor ice from the 

Amery Ice Shelf 

CECT 4492T Psychrobacter immobilis Unknown  

CECT 5885T Psychrobacter luti Muddy soil collected 

from the inlet Admiralty 

Bay 

CECT 5882 Psychrobacter sp. Glacier mud, Admiralty 

Bay 

CECT 8623T Rheinheimera arenilitoris Marine sand 

CECT 3013T Rhodococcus erythropolis Soil 

CECT 3054 Rhodococcus erythropolis Water of estuary 

CECT 555T Rhodococcus hoagii Lung abscess of foal 

CECT 4443 Rhodococcus hoagii Foal 

CECT 7248T Roseateles aquatilis Industrial water 

CECT 7247T Roseateles terrae Soil 

CECT 7131T Roseomonas aquatica Drinking water 

CECT 8978 Runella sp. Wetland freshwater 

CECT 7725 Runella sp. Freshwater, pond 

CECT 8100T Sediminibacterium goheungense Freshwater reservoir 

CECT 7938T Sphingobacterium detergens Soil sample taken near 

the crater lake Lagoa do 

Fogo 

CECT 8383T Sphingomonas lacus Soil near a pond 

CECT 5832T Sphingomonas phyllosphaerae Phyllosphere of a 

leguminous tree, Acacia 

caven 

CECT 599T Sphingomonas paucimobilis Hospital respirator 

CECT 7182 Sphingomonas sp. Drinking water 

CECT 7183 Sphingomonas sp. Drinking water 

CECT 8804T Sphingomonas vulcanisoli Soil of the Gotjawal lava 

forest 
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CECT 8016T Sphingopyxis italica Tuff walls of the Roman 

catacombs of Saint 

Callixtus 

CECT 8531T Sphingorhabdus arenilitoris Marine sand 

CECT 8860 Tabrizicola sp. Freshwater 

CECT 8198T Taeseokella kangwonensis Freshwater 

CECT 7724 Undibacterium sp. Freshwater, pond 

CECT 552 Vibrio cholerae Pilgrim to Mecca 

CECT 514T Vibrio cholerae Human feces 

CECT 4218T Vibrio mimicus Human ear, 35 year-old 

female 

CECT 4314T Yersinia aldovae Drinking water 

DSM 50342T Pseudomonas alcaligenes Swimming-pool water 

DSM 12111T Pseudomonas anguilliseptica Pond-cultured eels, 

Anguilla japonica 

DSM 50090T Pseudomonas fluorescens Pre-filter tanks 

DSM 50091 Pseudomonas fluorescens Tap water 

DSM 50108 Pseudomonas fluorescens Enrichment with 

naphthalene 

T: Type strains 
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TABLE S2. Drinking water isolates identified by 16S rRNA sequence analysis corresponding to 

MSPs included in the Drinking Water Library. Distribution Network (DN), process water (PW), 

spring water (SW) and bottled natural mineral water (BW)  

CECT 

No. 

Isolate name Isolated 

from 

16S rRNA Identification* Species identity 

(%) 

Phylum* 

9348 170207 BCN 21 DN Acidovorax delafieldii 99.5 P 

9495 171027 A14MA 26 BW Acidovorax sp. 99.2 A. radicis,  

99.1 A. facilis 

P 

9347 170207 BCN 18 DN Acinetobacter lwoffii 99.7 P 

9252 161013 MAM 34 SW Aeromicrobium sp. 99.2 A. chonae,  

98.8 A. tamlense 

A 

9468 170921 A12MA 49 BW Aquabacterium commune 99.8 P 

9469 170921 A12MC 25 BW Aquabacterium sp. 98.6 A. parvum,  

97.5 A. commune 

P 

9606 180319 A20MB 6 BW Aquabacterium sp. 97.5 A. commune,  

96.9 A. citratiphilum 

P 

9247 160118 FC 3 PW Bacillus simplex 100 F 

9349 170207 BCN 04 A  DN Bacillus sp. 99.0 B. halmapalus F 

9350 170207 BCN 04 B  DN Bacillus sp. 99.0 B. halmapalus F 

9360 170307 D3 2 DN Bacillus sp. 97.9 B. cavernae  F 

9362 170512 A4D 12 DN Blastomonas sp. 99.4 B. natatoria,  

99.3 B. ursincola 

P 

9352 170119 RLA 01 

orange 

DN Blastomonas sp. 99.0 B. aquatica,  

99.0 B. aquatica,  

98.9 B. ursincola 

P 

9351 170119 RLA 01 

yellow 

DN Blastomonas sp. 99.2 B. natatoria, 

99.0 B. aquatica,  

99.1 B. ursincola 

P 

9427 170614 PSA 03 DN Blastomonas sp. 99.2 B. aquatica, 

98.7 B. natatoria  

P 

9506 20160502 RIB 087 BW Bosea eneae 99.9 P 

9325 170327 A5M 12 BW Bosea sp. 99.2 B. massiliensis,  

98.9 B. lupini,  

98.8 B. lathyri 

P 

9449 130214 A10M 36 BW Bosea sp. 99.6 B. lupini,  

99.5 B. vaviloniae,  

99.3 B. vestrisii  

P 

9600 180219 CSF 01 DN Bosea sp. 99.8 B. lupini,  

99.7 B. vestrisii  

P 
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9290 130122 OI 19 PW Bosea sp. 99.3 B. robiniae,  

99.3 B. minatitlanensis 

P 

9605 121125 A10M 23 BW Bradyrhizobium sp. 98.4 B. kavangense,  

98.3 B. daqingense 

 

9364 170518 A2D 16 DN Brevundimonas albiqilva 100 P 

9277 160427 MSN 3 DN Brevundimonas bullata  99.9 P 

9317 170320 A1M 38 BW Brevundimonas 

kwangchunensis 

99.5 P 

9466 160201 AB 04 DN Brevundimonas sp. 98.8 B. lenta,  

98.7 B. subvibrioides  

P 

9326 170327 A5M 43 BW Caulobacter sp. 99.5 C. segnis,  

99.3 C. flavus,  

99.3 C. vibrioides 

P 

9549 180122 PS 09 DN Caulobacter sp. 99.4 C. segnis,  

99.2 C. flavus 

P 

9391 170515 CSA 01 DN Chryseobacterium 

daeguense 

100 B 

9399 170531 PT 15 PW Chryseobacterium 

indoltheticum 

99.9 B 

9270 20160502 FVL 110 BW Chryseobacterium sp. 98.4 C. lactis,  

98.3 C. rhizoplanae 

B 

9393 170515 CSA 11 DN Chryseobacterium sp. 96.4 C. pallidum  B 

9390 170515 CSA 02 DN Chryseobacterium sp. 97.5 C. aquaticum,  

97.2 C. gambrini 

B 

9321 170217 CSF 06 PW Chryseobacterium sp. 98.3 C. vrystaatense,  

97.3 C. bernardetii  

B 

9293 130820 UF 26 PW Chryseobacterium sp. 96.0 C. daeguense,  

96.1 C. pallidum,  

95.9 C. daecheongense 

B 

9294 130820 OI 09 PW Cloacibacterium 

normanense 

100 B 

9276 160111 SFS 20 PW Deinococcus seoulensis  99.8 DT 

 

9548 180122 BCN 04 DN Deinococcus soli 100 DT 

9426 170613 D3 03 DN Domibacillus sp. 99.4 D. robiginosus,  

99.3 D. enclensis,  

99.2 D. indicus  

 

9275 151221 SFS 2  PW Dyadobacter sp. 96.5 D. sediminis, 

96.4 D. jaingsuensis 

B 

9623 180222 TN 02 DN Dyadobacter sp. 97.5 D. crusticola B 
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9511 171031 CRA 03 DN Ensifer sp. 99.9 E. adhaerens,  

99.8 E. sesbaniae 

P 

9303 160411 SFS 14 PW Flavobacterium aquatile 99.2 B 

9258 161024 MVT 172 SW Flavobacterium sp. 98.5 F. chungangense,  

98.4 F. chilense 

B 

9288 130122 CR 30 PW Flavobacterium sp. 97.8 F. succinicans,  

97.6 F. granuli 

B 

9356 160411 SFS 10 PW Flavobacterium succinicans  99.2 B 

9260 161013 MAM 21 SW Herminiimonas glaciei 100 P 

9259 161021 MVT 37 SW Herminiimonas sp. 99.3 H. fonticola,  

99.2 H. aquatilis 

P 

9471 170921 A12MB 15 BW Hydrogenophaga sp.  99.8 H. palleronii,  

99.0 H. defluvii 

P 

9291 130820 CR 17 PW Hydrogenophaga sp. 98.3 H. taeniospiralis  P 

9357 160411 SFS 6 PW Ideonella sp. 98.6 P 

9524 20160502 BRO 010 BW Janibacter hoylei 100 A 

9513 171110 A16MB 30 BW Limnobacter thiooxidans 99.7 P 

9437 130820 CR 18 PW Massilia sp. 99.0 M. yuzhufengensis  P 

9622 180319 A19MB 7 BW Methylibium petroleiphilum 100 P 

9607 121125 A10M 19 BW Methylobacterium 

marchantiae 

99.9 P 

9284 170119 CRA 02 DN Methylobacterium 

persicinum 

100 P 

9358 170419 OI 07 PW Microbacterium 

azadirachtae 

99.4 A 

9560 160220 RIB 062 BW Microbacterium sp. 99.2 M. paraoxydans,  

98.5 M. testaceum 

A 

9550 180123 RPL 01 DN Micrococcus sp. 99.8 M. luteus,  

99.8 M. yunnanensis 

A 

9255 161021 MVT 49 SW Mycobacterium 

frederiksbergense 

99.9 A 

9257 161021 MVT 46 SW Mycobacterium 

frederiksbergense 

99.7 A 

9287 170119 PSA 04 DN Mycobacterium hodleri 99.9 A 

9254 161024 MVT 101 SW Nocardia cummidelens 99.4 A 

9279 160606 SFS 40 PW Nocardioides sp.  98.7 N. cavernae A 

9400 170531 PT 14 PW Novispirillum itersonii 100 P 

9250 161114 CRA 3 DN Novosphingobium sp. 98.8 N. naphthalenivorans, 

98.8 N. panipatense 

P 

9392 170515 CSA 10 DN Novosphingobium sp. 99.0 N. lindaniclasticum  P 
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9465 160427 PMD 08 DN Novosphingobium sp. 97.9 N. ginsenosidimutans, 97.4 

N. lentum 

P 

9599 180219 VDC 02 DN Novosphingobium sp. 97.7 N. lentum,  

97.5 N. hassiacum 

P 

9262 161021 MVT 59 SW Paenibacillus borealis  99.4 F 

9249 161107 CRN 1 DN Paenibacillus sp. 94.2 P. nanensis, 

94.1 P. yoguinensis 

F 

9547 160408 FVL 124 BW Paenibacillus woosongensis 99.9 F 

9322 170327 A4M 32 BW Pararhizobium sp. 99.0 P. herbae,  

98.9 P. giardinii 

 

9246 160111 SFS 10 PW Pedobacter ruber 99.2 B 

9496 171027 A14MB 31 BW Pedobacter sp. 99.2  B 

9470 171004 A13MA 11 BW Phyllobacterium 

myrsinacearum 

99.6 P 

9528 171127 A18MC 8 BW Polaromonas 

eurypsychrophila 

99.8 P 

9603 180319 A19MA 34 BW Polaromonas ginsengisoli 100 P 

9289 20160502 NAQ 285 BW Polaromonas sp. 97.7 P. vacuolata P 

9519 161114 CSA 06 DN Porphyrobacter sp. 99.7 P. donghaensis,  

99.7 P. colymbi 

P 

9363 170518 A3D 05 DN Pseudomonas peli 100 P 

9261 161013 MAM 08 SW Pseudomonas sp. 98.6 P. cuatrocienegasensis,  

98.0 P. composti 

P 

9319 170207 BCN 22 DN Pseudoxanthomonas 

japonensis 

99.7 P. japonensis P 

9601 180219 CSF 03 DN Pseudoxanthomonas 

japonensis 

99.7 P. japonensis P 

9561 161924 MVT 41 SW Psychrobacillus sp. 98.5 P. psychrodurans,  

97.9 P. psychrotolerans 

F 

9559 160410 BRO 039 BW Psychrobacter pulmonis 100.0 P 

9320 170217 CSF 01 PW Rheinheimera chironomi 99.4 P 

9395 170531 FC 08 PW Rheinheimera sp. 98.7 R. arenilitoris,  

98.1 R. chironomi  

P 

9429 170703 FC 10 PW Rheinheimera aquatica 99.2 P 

9324 170327A5M9 BW Rhizobium sp. 97.9 R. ipomoeae, 

97.5 R. daejeonense  

P 

9285 170119 CSA 01 DN Rhodococcus 

corynebacterioides 

99.9 A 
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9397 170531 PT 08 PW Rhodoferax sp. 98.8 R. saidenbachensis,  

98.1 Albidiferax ferrireducens 

P 

9278 160606 SFS 39 PW Roseomonas sp. 97.8 R. lacus P 

9512 170131 PSA 08 DN Shinella curvata  100 P 

9359 170206 PSA 01 DN Sphingobium limneticum 99.8  P 

9510 170613 PSN 09 DN Sphingobium limneticum 99.9 P 

9464 160427 PMD 04 DN Sphingobium sp. 98.5 S. hydrophobicum,  

98.5 S. xenophagum  

P 

9598 180219 VDC 04 DN Sphingobium sp. 99.1 S. lactosutens,  

98.8 S. abikonensis 

P 

9396 170531 PT 17 PW Sphingobium sp. 99.1 S. hydrophobicum,  

99.1 S. xenophagum 

P 

9361 170512 A1D 47 DN Sphingobium sp. 97.9 S. boeckii,  

97.3 Rhizorhapis suberifaciens  

P 

9551 180123 RPL02 DN Sphingomonas echinoides 100 P 

9447 110320 A10M 3 BW Sphingomonas sp. 98.7 S. mucosissima P 

9448 110320 A10M 25 BW Sphingomonas sp. 98.8 S. melonis,  

98.8 S. aquatilis 

P 

9283 170119 CRA 01 DN Sphingomonas sp. 98.6 S. melonis,  

98.6 S. aquatilis 

P 

9286 170119 CSA 02 DN Sphingomonas sp. 98.7 S. mucosissima P 

9323 170327A5M3 BW Sphingomonas sp. 98.2 S. leidyi,  

97.0 S. melonis 

P 

9248 160201 MG 2 DN Sphingomonas yantingensis 99.5 P 

9604 180319 A19MA 18 BW Sphingopyxis bauzanensis 99.8 S. bauzanensis P 

9597 180220 PLF 02 DN Sphingopyxis fribergensis 99.5 P 

9271 20160502 RIB 263 BW Sphingopyxis italica 99.2 P 

9499 20160502 FVL 226 BW Sphingopyxis sp. 99.5 S. panaciterrae,  

99.0 S. chilensis 

P 

9505 20160502 FVL 133 BW Sphingopyxis sp. 
 

99.5 S. panaciterrae,  

99.5 S. chilensis 

P 

9467 160127 UF 05 PW Sphingopyxis soli 
 

P 

9428 170613 PSB 04 DN Sphingopyxis sp.  99.5 S. chilensis,  

99.2 S. panaciterrae 

P 

9520 170515 CSB 12 DN Sphingopyxis sp. 99.8 S. chilensis, 

99.4 S. panaciterrae 

P 

9302 160606 SFS 30 PW Sphingorhabdus 

profundilacus 

100 P 

9318 170320 A3M 1 BW Variovorax boronicumulans 99.5 P 
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9497 171027 A14MC 44 BW Variovorax sp.  99.2 V. boronicumulans,  

98.9 V. paradoxus 

P 

9253 161021 MVT 27 SW Williamsia maris 100 A 

9558 161024 MVT 64 SW Xanthomonas sp. 100 X. translucens,  

100 X. melonis 

P 

 

*Cut-off values according to phyla: 99.0% Actinobacteria (A), 98.8% Firmicutes (F), 98.7% 

Proteobacteria (P), 98.5% Deinococcus-Thermus (DT) and 98.2% Bacteroidetes (B) (Meier-

Kolthoff et al. 2013). When two or more species are above the respective cut-off, the identification 

is considered only to the genus level. 
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TABLE S3: Bacterial reference strains selected for internal validation with the BDAL+DWL 

database and identification score for the different sample preparation methods: direct transfer 

(Direct), formic acid extended direct transfer (Formic acid) and acid/acetonitrile extraction 

(Extraction). Score values corresponded to secure genus and probable species (score 2.000-

2.299), probable genus (score 1.700-1.999) and unreliable results (score ≤1.699). 

 

CECT strains selected for internal  

validation 

Identification score values according 
to sample preparation method 

Direct Formic acid Extraction 

317 Bevundimonas diminuta 2.182 2.327 2.282 

7301 Chryseobacterium aquaticum 1.907 1.879 1.938 

7791 Flavobacterium tructae 2.131 2.043 2.125 

5998 Methylobacterium aquaticum 1.898 1.95 2.23 

7550 Mucilaginibacter myungsuensis 2.186 2.327 2.261 

7273 Mycobacterium llatzerense 1.319 1.586 1.729 

153 Paenibacillus polymyxa 1.613 1.492 1.563 

7114 Pedobacter aquatilis 2.093 1.889 2.095 

8016 Sphingopyxis funeris 2.038 2.049 2.145 
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TABLE S4. DWL bacterial strains selected for external validation with the BDAL+DWL 

database. Results shows the number of research centers participating in the four-round proficiency 

testing and the identification score values reported for secure genus and probable species (score 

2.000-2.299), probable genus (score 1.700-1.999) and unreliable results (score ≤1.699). 

Successful measurement rates were calculated by counting all the identification measurements at 

any level and dividing them by the total number of measurements among all the research centers. 

 

CECT strains selected for external 

validation 

 

 
Identification 

score 
 

 
No. 

Centers 
>2.000 1.700-1.900 <1.699 

9348 Acidovorax delafieldii  6 - - 6 

9495 Acidovorax sp.   6 - - 6 

9252 Aeromicrobium choanae   2 2 2 6 

9469 Aquabacterium sp.   4 2 - 6 

9466 Brevundimonas sp.   5 1 - 6 

9326 Caulobacter sp.   5 - 1 6 

9270 Chryseobacterium lactis   3 - - 3 

9293 Chryseobacterium sp.   4 2 - 6 

9294 Cloacibacterium normanense   2 2 2 6 

9276 Deinococcus seoulensis   3 - - 3 

9275 Dyadobacter sp.   6 - - 6 

9258 Flavobacterium sp.   6 - - 6 

9288 Flavobacterium sp.   4 2 - 6 

9260 Herminiimonas glaciei   6 - - 6 

9291 Hydrogenophaga sp.   4 1 - 5 

9471 Hydrogenophaga sp.   6 - - 6 

9284 Methylobacterium persicinum   6 - - 6 

9358 Microbacterium azadirachtae   3 - - 3 

9254 Nocardia sp.   3 - - 3 

9246 Pedobacter ruber.   4 1 1 6 

9496 Pedobacter sp.   5 1 - 6 

9470 Phyllobacterium myrsinacearum   5 - 1 6 

9261 Pseudomonas sp.   6 - - 6 

9320 Rheinheimera chironomi   2 2 2 6 

9510 Sphingobium limneticum   5 1 - 6 

9283 Sphingomonas sp.  6 - - 6 
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9271 Sphingopyxis sp.   4 2 - 6 

9497 Variovorax sp.  4 2 - 6 

9253 Williamsia maris   3 - - 3 

 

Total 

Successful measurement rates 

128 

81% 

21 

13% 

9 

6% 

158 
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2. CAPITOL 2 

Article 2: Monitorització de la dinàmica de les comunitats bacterianes en una planta de 

tractament d’aigua potable: un enfocament integrador mitjançant metabarcoding i indicadors 

microbians en grans volums d’aigua 

 

Els recursos hídrics d’aigua dolça són sistemes especialment vulnerables a canvis climatològics. 

Actualment estem experimentant esdeveniments climàtics més extrems i amb més freqüència, 

amb pics de temperatura que s’estan accentuant en climes com el Mediterrani, i amb períodes 

més prolongats de sequera i pluges torrencials, agreujant l’estrès hídric. Un augment de 

temperatura pot promoure l’eutrofització de les aigües alterant l’equilibri de les comunitats 

bacterianes, per exemple afavorint la presència de patògens i oportunistes. Aquest escenari, 

podria impactar en la disponibilitat i qualitat dels recursos hídrics, fet que suposarà un repte per 

a la producció d’aigua potable. Així doncs, l’ús d’eines de control de qualitat complementàries a 

les convencionals (legislades) que permetin aprofundir en la totalitat de les comunitats que 

composen els sistemes d’aigua, són importants per a detectar possibles desequilibris en el 

sistema que afectin a la bioestabilitat de l’aigua, com per exemple recreixements no desitjats 

que afectin les propietats organolèptiques o que posin en risc la salut de les persones o la 

qualitat de l’aigua. 

Un paràmetre crític del mostreig és obtenir una mostra significativa per a concentrar el màxim 

possible la microbiota present a l’aigua, sobre tot la que es podria trobar en concentracions molt 

baixes. L’ús de filtres DEUF com el Rexeed permeten la concentració de grans volums d’aigua 

(fins a 1100L) millorant la representativitat de la mostra i recuperant simultàniament bacteris, 

virus i protozous.  

L’objectiu d’aquest estudi ha estat caracteritzar les poblacions de la microbiota de la planta de 

l’ETAP de Sant Joan Despí en condicions d’operativitat normals de la planta, optimitzant una 

metodologia per l’anàlisi de mostres amb baixa concentració microbiana,  combinant l´ús de 

“Monitoring bacterial community dynamics in a drinking water treatment plant: an 

integrative approach using metabarcoding and microbial indicators in large water 

volumes” 

Anna Pinar-Méndez, Owen S. Wangensteen, Kim Præbel, Javier Méndez, Belén Galofré, Anicet R. 

Blanch, Cristina Garcia-Aljaro. 

Water (2022); 14 (9), 1435, DOI: 10.3390/w14091435 

https://doi.org/10.3390/w14091435
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l’anàlisi convencional d’indicadors microbiològics de la qualitat de l’aigua basat en la directiva 

europea EU 2020/2184, i metabarcoding del gen 16S ARNr per investigar la diversitat, variacions 

espacio-temporals, identificant quins tractaments influeixen en la composició bacteriana i quins 

grups resisteixen els processos de tractament a l’aigua final. 

Es van prendre un total de 72 mostres de 9 processos de tractament de l’ETAP SJD (i 2 mostres 

extres d’una eventualitat a la planta) van ser preses al llarg d’un any cobrint un període amb 

temperatures de 11.5 a 29.5 °C: captació (pous i riu), pretractament (decantació i filtre de sorra), 

tractament convencional (ozonització i filtre de carbó), tractament avançat (osmosi inversa) i 

aigua final (cambra de mescla i aigua potable clorada). Les mostres es van concentrar mitjançant 

la filtració per membrana (riu i pretractament; fins a 2L) o per Rexeed (tractament convencional, 

avançat i aigua final; de 100-1.100 L). Per a totes les mostres es va procedir a analitzar els 

paràmetres de qualitat microbiològics legislats (bacteris aerobis heterotròfics (HPC) i els 

indicadors coliforms totals, E. coli, Clostridium perfringens, enterococs intestinals i colífags 

somàtics) i es va extreure el DNA per a l’anàlisi per metabarcoding. Addicionalment, es van 

enregistrar dades climatològiques i alguns paràmetres fisicoquímics i d’operativitat de la planta. 

Totes les mostres complien els estàndards de qualitat pel que respecta als resultats 

microbiològics. Els indicadors van mostrar diferències significatives al llarg dels tractaments, 

amb una reducció progressiva des de la captació fins a l’aigua final. A la captació del riu es van 

observar les concentracions més elevades de tot el sistema per a tots els indicadors (HPC: 4,5 

log10 CFU/mL; indicadors: 3-4,7 log10 CFU, PFU ó NMP/100mL), i molt superiors a l’aigua 

subterrània (HPC: 0,04 log10 CFU/mL; indicadors: negatiu). Només amb el pretractament, i 

respecte l’aigua del riu, es van reduir 3 log10 els HPC, coliforms totals i E. coli i 4 log els enterococs 

i colífags somàtics. La línia de tractament convencional va reduir fins a 4 logaritmes els 

indicadors, mentre que la línia de el tractament avançat va eliminar completament la presència 

dels indicadors aconseguint una reducció d’entre 5 i 6 log10 i reduint els valors de HPC al voltant 

de 1,4 log10 CFU/mL.  L’aigua final pre-clorada a la cambra de mescla, va presentar una 

concentració d’aproximadament 2 log10 CFU/mL per HPC i valors negatius per a tots els 

indicadors, excepte en algunes mostres on es van detectar valors molt baixos de coliforms totals 

(0,34 log10 NMP/100mL) i a una mostra enterococs (-0,7 log10 CFU/100mL). 

L’ús del mètode de concentració Rexeed va permetre analitzar volums de fins a 1.100 L, 

permetent la detecció d’indicadors en mostres on històricament havien estat considerades 

negatives ja que la normativa contempla únicament l’anàlisi d’un volum de 100 mL. Això va 

permetre estudiar l’eficiència dels diferents tractaments d’una manera més exhaustiva. També 

va permetre una caracterització més profunda i representativa de les comunitats bacterianes, 
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ja que es van poder mostrejar grans volums d'aigua, especialment rellevant en mostres amb una 

baixa biomassa microbiana com l’aigua potable clorada. 

En l’anàlisi d’indicadors microbiològics no es van detectar grans canvis significatius a cada 

tractament, mentre si es van observar canvis en la diversitat i distribució de les comunitats 

bacterianes per metabarcoding. El total de 9.995.538 reads obtinguts es van poder agrupar en 

10.039 Amplicon Sequence Variants (ASVs), i el seu anàlisi va permetre observar que les diferents 

etapes de potabilització van exercir una pressió selectiva sobre les comunitats bacterianes, on 

els processos amb més diversitat corresponien a la captació de pous, la cambra de mescla, 

filtració per carbó i el riu, i la menys diversa l’aigua potable clorada. Les etapes amb processos 

de desinfecció (decantació, ozonització i cloració) van mostrar un descens en la diversitat. Per 

exemple, en comparació amb el riu, l'etapa de decantació va reflectir una pèrdua de riquesa 

després del la desinfecció amb diòxid de clor, seguit d’un augment de la diversitat després de la 

filtració per sorra, fet que podria indicar un possible recreixement bacterià en els filtres. Els 

procediments de filtració van tenir una forta influència amb una major diversitat observada a la 

filtració per sorra i filtració per carbó, que podria indicar un microbioma establert associat amb 

els procediments de filtració com s’ha vist en altres estudis. Tanmateix, la desinfecció va tenir 

un impacte més gran, ja que els desinfectants residuals redueixen l'abundància i la diversitat de 

comunitats bacterianes, que esdevenen dominades per gèneres resistents a l'aigua posterior a 

la cloració.  

La diversitat beta va indicar que les mostres de rius i pous eren clarament diferents presentant 

ASVs característics, així com l’aigua potable, i aquestes tres també s’allunyaven de la resta de 

tractaments, on es compartien més ASVs. No obstant, l’estudi de les seqüències o taxons 

compartits entre les diferents mostres (core) van determinar que no hi havia ASVs compartits a 

totes les mostres de totes les etapes de tractament. 

La classificació taxonòmica dels ASVs va permetre observar que cada etapa presentava una 

microbiota específica. Els fílums més abundants al llarg de tots els tractaments van correspondre 

a Proteobacteria (57-73%), seguit de Bacteroidota (0.8-27%) i Bdellovibrionota (1-12%), excepte 

després de la cloració on el fílum majoritari passa a ser Cyanobacteria (56%) a l ’aigua potable 

clorada. L'entorn afòtic dels processos de tractament suggereix que els cianobacteris detectats 

podrien ser no fotosintètics; tampoc es van detectar ni estancament ni microcistines (toxines 

cianobacterianes) al riu ni a l'aigua potable. Alguns dels gèneres més abundants en les diferents 

etapes van ser Flavobacterium, Limnohabitans i família Obscuribacteraceae. 

Es va observar una influència de la temperatura ambiental respecte la distribució bacteriana a 

les diferents etapes del tractament (excepte en els pous on no es va observar diferència), amb 

una major diversitat en temperatures altes, que van ser significatives a decantació i filtració per 
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carbó, i moderada a la resta del tractament. Una temperatura més alta pot provocar canvis en 

les comunitats bacterianes ja que facilita el potencial de creixement bacterià, i podria derivar en 

l'aparició de certs patògens bacterians transmesos per l'aigua, patògens oportunistes i grups 

formadors de biofilm que poden comprometre la qualitat de l'aigua o suposar un risc per a la 

salut pública.  

Les seqüències obtingudes es van analitzar per buscar a totes les mostres la presència de 

possibles patògens de transmissió hídrics així com els indicadors. Tot i representar abundàncies 

relatives baixes (0,002-8%), es va detectar la presència d’alguns gèneres patògens oportunistes 

com Aeromonas, Arcobacter, Legionella, Pseudomonas o Mycobacterium, no obstant es van 

reduir o eliminar a l’aigua potable final excepte Aeromonas i Pseudomonas. Els indicadors van 

presentar abundàncies relatives molt més baixes en comparació amb els resultats obtinguts als 

paràmetres microbiològics cultivables, però van ser detectats a etapes més avançades on els 

resultats de cultivables eren negatius. No obstant, per la sensibilitat de la tècnica, només es van 

poder analitzar els gèneres, i per tant cal esmentar que no totes les seves espècies són patògens 

animals, humans o vegetals, i poden correspondre a cèl·lules no viables o mortes després del 

tractament de potabilització, o a ADN lliure. Tanmateix, les dades d'abundància relativa s'han 

de tractar amb precaució, ja que la seqüenciació d'alt rendiment no està dissenyada amb 

finalitats quantitatives, i pot conduir a avaluacions inexactes de la qualitat de l’aigua. No obstant 

això, permet el seguiment de cultivables i no cultivables, patògens, oportunistes i indicadors 

microbians, observant les seves fluctuacions entre tractaments. 

D’altra banda, una fuita de salmorra riu amunt (derivat de l’activitat de les mines de sal) va 

produir una eventualitat a la planta que va canviar temporalment el procediment habitual del 

tractament de l’aigua, aturant la captació superficial i funcionant exclusivament amb aigua de 

pous, filtre de carbó i cloració. L’estudi d’una mostra de pous i filtre de carbó, que presentaven 

valors normals dels paràmetres microbiològics, van revelar una estabilitat en les comunitats 

bacterianes dels pous però un augment de determinades poblacions bacterianes en el filtre de 

carbó en comparació amb els mostreigs programats de la planta, que es podria atribuir al 

creixement de les comunitats presents en els filtres o el seu despreniment temporal de les 

superfícies de carboni pel canvi sobtat de la font captació d'aigua. 

Si bé els indicadors microbians i l'HPC ofereixen protecció contra patògens garantint la qualitat 

de l’aigua i poden detectar microorganismes viables, només s’observa la fracció cultivable i els 

resultats poden estar esbiaixats per les condicions de creixement. En canvi,  amb metabarcoding 

es disposa d’una anàlisi més profunda de les comunitats microbianes (cultivables, no cultivables, 

autòtrofs, heteròtrofs, patògens, etc.), però com a inconvenients, no diferencia viabilitat, amb 

el que dificulta l’avaluació de riscs i la obtenció dels resultats és molt més lenta. 
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Com a conclusions principals, l’anàlisi dels paràmetres microbiològics per a l'avaluació de la 

qualitat l'aigua han mostrat que l’aigua potable reunia els estàndards de qualitat. No obstant, 

aquests anàlisis podrien no ser suficients per detectar variacions en les comunitats, i és que la 

normativa exigeix que no hi hagi canvis anòmals en la concentració d’HPC i que en aquest estudi 

s’han observat canvis en diversitat de les poblacions tot i no haver canvis significatius en els HPC, 

posant de manifest la limitació dels HPC com a paràmetre indicador de la qualitat de l’aigua. La 

diversitat observada suggereix que cada etapa de tractament té una microbiota específica, 

influenciada pel tipus de tractament aplicat (especialment procediments de filtració i cloració) i 

la temperatura ambient. L’ETAP presenta a Proteobacteria com a fílum dominant durant tot el 

procediment, amb un gran canvi després de l'etapa de cloració, desplaçat per Cyanobacteria. 

Per tant, l'ús combinat de paràmetres estandarditzats amb metabarcoding del gen 16S ARNr 

proporciona la imatge més completa de les comunitats de l’ETAP, que podria ser útil per a la 

detecció de variacions operatives i el seu impacte en la qualitat de l'aigua. 
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Table S1. The full sequence list of 96 barcodes and leading Ns used for 16S rRNA metabarcoding  

Oligo 

name 

Leading 

Ns 

8-base 

tag 

Forward primer Sequence  Well 

positio

n 

F515-

T01 

NN AACAA

GCC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNAACAAGCCGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

A01 

F515-

T02 

NNN GGAAT

GAG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNGGAATGAGGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

A02 

F515-

T03 

NNNN AATTG

CCG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNAATTGCCGGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

A03 

F515-

T04 

NN CGACC

ATA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNCGACCATAGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

A04 

F515-

T05 

NNN ATGCT

GAC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNATGCTGACGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

A05 

F515-

T06 

NNNN TGAGA

CAG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNTGAGACAGGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

A06 

F515-

T07 

NN GAGCT

TAC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNGAGCTTACGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

A07 

F515-

T08 

NNN TTACC

AGG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNTTACCAGGGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

A08 

F515-

T09 

NNNN TGAGA

GCT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNTGAGAGCTGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

A09 

F515-

T10 

NN CTGAC

CTT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNCTGACCTTGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

A10 

F515-

T11 

NNN ATGCT

TGG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNATGCTTGGGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

A11 

F515-

T12 

NNNN AACAC

CGT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNAACACCGTGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

A12 

F515-

T13 

NN TTACC

GCT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNTTACCGCTGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

B01 

F515-

T14 

NNN CCAGT

ATG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNCCAGTATGGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

B02 

F515-

T15 

NNNN TGAGA

TGC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNTGAGATGCGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

B03 

F515-

T16 

NN GTGCA

ACT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNGTGCAACTGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

B04 

F515-

T17 

NNN ACAAC

CGA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNACAACCGAGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

B05 

F515-

T18 

NNNN TGAGC

CTA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNTGAGCCTAGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

B06 

F515-

T19 

NN ATGGA

GGT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNATGGAGGTGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

B07 

F515-

T20 

NNN TCATA

CGC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNTCATACGCGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

B08 

F515-

T21 

NNNN CTGAG

TCT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNCTGAGTCTGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

B09 

F515-

T22 

NN GAGGT

GAA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNGAGGTGAAGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

B10 

F515-

T23 

NNN GGCAT

GTA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNGGCATGTAGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

B11 

F515-

T24 

NNNN GTGCC

ATA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNGTGCCATAGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

B12 

F515-

T25 

NN TTACG

CCA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNTTACGCCAGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

C01 

F515-

T26 

NNN TCATA

GCG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNTCATAGCGGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

C02 

F515-

T27 

NNNN TGAGG

ACA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNTGAGGACAGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

C03 

F515-

T28 

NN AACAG

GAG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNAACAGGAGGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

C04 

F515-

T29 

NNN GAGTA

ACC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNGAGTAACCGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

C05 

F515-

T30 

NNNN CAGCT

CAT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNCAGCTCATGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

C06 
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F515-

T31 

NN TGCTC

CAA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNTGCTCCAAGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

C07 

F515-

T32 

NNN TCAGT

CGA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNTCAGTCGAGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

C08 

F515-

T33 

NNNN GGAGA

AGA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNGGAGAAGAGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

C09 

F515-

T34 

NN GTGCT

CAA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNGTGCTCAAGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

C10 

F515-

T35 

NNN ACAAG

ACC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNACAAGACCGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

C11 

F515-

T36 

NNNN CAGGA

ACA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNCAGGAACAGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

C12 

F515-

T37 

NN GTGAT

CTC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNGTGATCTCGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

D01 

F515-

T38 

NNN ACTTG

GCT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNACTTGGCTGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

D02 

F515-

T39 

NNNN CGATA

CAC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNCGATACACGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

D03 

F515-

T40 

NN TCATC

CTG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNTCATCCTGGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

D04 

F515-

T41 

NNN CAGGC

TAA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNCAGGCTAAGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

D05 

F515-

T42 

NNNN TCATC

GGT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNTCATCGGTGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

D06 

F515-

T43 

NN AGTTC

CAC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNAGTTCCACGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

D07 

F515-

T44 

NNN AACCA

ACG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNAACCAACGGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

D08 

F515-

T45 

NNNN CTGCG

AAT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNCTGCGAATGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

D09 

F515-

T46 

NN GTGGT

TAG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNGTGGTTAGGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

D10 

F515-

T47 

NNN AGAAC

GTG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNAGAACGTGGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

D11 

F515-

T48 

NNNN TCATG

CCT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNTCATGCCTGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

D12 

F515-

T49 

NN GGATA

GCA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNGGATAGCAGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

E01 

F515-

T50 

NNN CAGTA

GAC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNCAGTAGACGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

E02 

F515-

T51 

NNNN TAGCC

ACT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNTAGCCACTGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

E03 

F515-

T52 

NN GAGGA

CTA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNGAGGACTAGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

E04 

F515-

T53 

NNN AGAAG

AGG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNAGAAGAGGGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

E05 

F515-

T54 

NNNN CGATG

AGT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNCGATGAGTGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

E06 

F515-

T55 

NN GTGTA

GTC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNGTGTAGTCGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

E07 

F515-

T56 

NNN GAGTT

CCT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNGAGTTCCTGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

E08 

F515-

T57 

NNNN ACACA

CAG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNACACACAGGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

E09 

F515-

T58 

NN AACCT

AGC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNAACCTAGCGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

E10 

F515-

T59 

NNN ACACA

GGT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNACACAGGTGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

E11 

F515-

T60 

NNNN TAGAG

CTG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNTAGAGCTGGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

E12 

F515-

T61 

NN AACCT

CAG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNAACCTCAGGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

F01 

F515-

T62 

NNN GGATG

ATC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNGGATGATCGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

F02 

F515-

T63 

NNNN TATCT

GGC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNTATCTGGCGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

F03 
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F515-

T64 

NN CTGGT

TGA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNCTGGTTGAGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

F04 

F515-

T65 

NNN TCCAA

CAC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNTCCAACACGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

F05 

F515-

T66 

NNNN GTGTG

AAG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNGTGTGAAGGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

F06 

F515-

T67 

NN AACCT

GCT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNAACCTGCTGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

F07 

F515-

T68 

NNN GGATG

TCT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNGGATGTCTGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

F08 

F515-

T69 

NNNN TCCAA

GCA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNTCCAAGCAGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

F09 

F515-

T70 

NN AGAAT

GCC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNAGAATGCCGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

F10 

F515-

T71 

NNN GTGTG

TGT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNGTGTGTGTGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

F11 

F515-

T72 

NNNN CACGG

ATA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNCACGGATAGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

F12 

F515-

T73 

NN CAACC

TCA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNCAACCTCAGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

G01 

F515-

T74 

NNN GGATT

CGA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNGGATTCGAGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

G02 

F515-

T75 

NNNN TTAGG

CAC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNTTAGGCACGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

G03 

F515-

T76 

NN CGCAT

AGA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNCGCATAGAGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

G04 

F515-

T77 

NNN CAGTT

CTC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNCAGTTCTCGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

G05 

F515-

T78 

NNNN AACGA

GTG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNAACGAGTGGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

G06 

F515-

T79 

NN CTGTC

AAC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNCTGTCAACGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

G07 

F515-

T80 

NNN TCCAC

CTA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNTCCACCTAGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

G08 

F515-

T81 

NNNN CGCAT

CTT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNCGCATCTTGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

G09 

F515-

T82 

NN GATAC

GCT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNGATACGCTGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

G10 

F515-

T83 

NNN GTGTT

GGA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNGTGTTGGAGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

G11 

F515-

T84 

NNNN ACACT

AGG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNACACTAGGGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

G12 

F515-

T85 

NN CGCCA

ATT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNCGCCAATTGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

H01 

F515-

T86 

NNN TAGCA

AGG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNTAGCAAGGGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

H02 

F515-

T87 

NNNN GTCAC

AGA 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNGTCACAGAGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

H03 

F515-

T88 

NN TCCAG

ATC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNTCCAGATCGTGCCAGCMGC

CGCGGTAA 

H04 

F515-

T89 

NNN ACACT

CCT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNACACTCCTGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

H05 

F515-

T90 

NNNN GTTAA

CGG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNGTTAACGGGTGCCAGC

MGCCGCGGTAA 

H06 

F515-

T91 

NN AACGC

GAT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNAACGCGATGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

H07 

F515-

T92 

NNN CGCGT

AAT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNCGCGTAATGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

H08 

F515-

T93 

NNNN CCGAT

ACT 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNCCGATACTGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

H09 

F515-

T94 

NN AGACA

TCC 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNAGACATCCGTGCCAGCMG

CCGCGGTAA 

H10 

F515-

T95 

NNN GATAG

AGG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNGATAGAGGGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

H11 

F515-

T96 

NNNN CTGTT

GTG 

GTGCCAGCMGCCGC

GGTAA 

NNNNCTGTTGTGGTGCCAGCM

GCCGCGGTAA 

H12 
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Oligo 
nam
e 

Leadi
ng Ns 

8-base 
tag 

Forward primer Sequence  Well 
positi
on 

R806
-T01 

NNN
N 

AACAAG
CC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNAACAAGCCGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

A01 

R806
-T02 

NNN GGAATG
AG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNGGAATGAGGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

A02 

R806
-T03 

NN AATTGC
CG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNAATTGCCGGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

A03 

R806
-T04 

NNN
N 

CGACCA
TA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNCGACCATAGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

A04 

R806
-T05 

NNN ATGCTG
AC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNATGCTGACGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

A05 

R806
-T06 

NN TGAGAC
AG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNTGAGACAGGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

A06 

R806
-T07 

NNN
N 

GAGCTT
AC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNGAGCTTACGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

A07 

R806
-T08 

NNN TTACCA
GG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNTTACCAGGGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

A08 

R806
-T09 

NN TGAGAG
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNTGAGAGCTGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

A09 

R806
-T10 

NNN
N 

CTGACC
TT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNCTGACCTTGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

A10 

R806
-T11 

NNN ATGCTT
GG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNATGCTTGGGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

A11 

R806
-T12 

NN AACACC
GT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNAACACCGTGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

A12 

R806
-T13 

NNN
N 

TTACCG
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNTTACCGCTGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

B01 

R806
-T14 

NNN CCAGTA
TG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNCCAGTATGGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

B02 

R806
-T15 

NN TGAGAT
GC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNTGAGATGCGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

B03 

R806
-T16 

NNN
N 

GTGCAA
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNGTGCAACTGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

B04 

R806
-T17 

NNN ACAACC
GA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNACAACCGAGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

B05 

R806
-T18 

NN TGAGCC
TA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNTGAGCCTAGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

B06 

R806
-T19 

NNN
N 

ATGGAG
GT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNATGGAGGTGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

B07 

R806
-T20 

NNN TCATAC
GC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNTCATACGCGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

B08 

R806
-T21 

NN CTGAGT
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNCTGAGTCTGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

B09 

R806
-T22 

NNN
N 

GAGGT
GAA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNGAGGTGAAGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

B10 

R806
-T23 

NNN GGCATG
TA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNGGCATGTAGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

B11 
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R806
-T24 

NN GTGCCA
TA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNGTGCCATAGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

B12 

R806
-T25 

NNN
N 

TTACGC
CA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNTTACGCCAGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

C01 

R806
-T26 

NNN TCATAG
CG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNTCATAGCGGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

C02 

R806
-T27 

NN TGAGGA
CA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNTGAGGACAGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

C03 

R806
-T28 

NNN
N 

AACAGG
AG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNAACAGGAGGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

C04 

R806
-T29 

NNN GAGTAA
CC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNGAGTAACCGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

C05 

R806
-T30 

NN CAGCTC
AT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNCAGCTCATGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

C06 

R806
-T31 

NNN
N 

TGCTCC
AA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNTGCTCCAAGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

C07 

R806
-T32 

NNN TCAGTC
GA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNTCAGTCGAGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

C08 

R806
-T33 

NN GGAGA
AGA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNGGAGAAGAGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

C09 

R806
-T34 

NNN
N 

GTGCTC
AA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNGTGCTCAAGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

C10 

R806
-T35 

NNN ACAAGA
CC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNACAAGACCGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

C11 

R806
-T36 

NN CAGGAA
CA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNCAGGAACAGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

C12 

R806
-T37 

NNN
N 

GTGATC
TC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNGTGATCTCGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

D01 

R806
-T38 

NNN ACTTGG
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNACTTGGCTGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

D02 

R806
-T39 

NN CGATAC
AC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNCGATACACGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

D03 

R806
-T40 

NNN
N 

TCATCC
TG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNTCATCCTGGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

D04 

R806
-T41 

NNN CAGGCT
AA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNCAGGCTAAGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

D05 

R806
-T42 

NN TCATCG
GT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNTCATCGGTGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

D06 

R806
-T43 

NNN
N 

AGTTCC
AC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNAGTTCCACGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

D07 

R806
-T44 

NNN AACCAA
CG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNAACCAACGGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

D08 

R806
-T45 

NN CTGCGA
AT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNCTGCGAATGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

D09 

R806
-T46 

NNN
N 

GTGGTT
AG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNGTGGTTAGGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

D10 

R806
-T47 

NNN AGAACG
TG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNAGAACGTGGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

D11 

R806
-T48 

NN TCATGC
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNTCATGCCTGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

D12 
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R806
-T49 

NNN
N 

GGATAG
CA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNGGATAGCAGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

E01 

R806
-T50 

NNN CAGTAG
AC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNCAGTAGACGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

E02 

R806
-T51 

NN TAGCCA
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNTAGCCACTGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

E03 

R806
-T52 

NNN
N 

GAGGA
CTA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNGAGGACTAGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

E04 

R806
-T53 

NNN AGAAGA
GG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNAGAAGAGGGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

E05 

R806
-T54 

NN CGATGA
GT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNCGATGAGTGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

E06 

R806
-T55 

NNN
N 

GTGTAG
TC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNGTGTAGTCGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

E07 

R806
-T56 

NNN GAGTTC
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNGAGTTCCTGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

E08 

R806
-T57 

NN ACACAC
AG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNACACACAGGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

E09 

R806
-T58 

NNN
N 

AACCTA
GC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNAACCTAGCGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

E10 

R806
-T59 

NNN ACACAG
GT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNACACAGGTGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

E11 

R806
-T60 

NN TAGAGC
TG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNTAGAGCTGGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

E12 

R806
-T61 

NNN
N 

AACCTC
AG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNAACCTCAGGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

F01 

R806
-T62 

NNN GGATGA
TC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNGGATGATCGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

F02 

R806
-T63 

NN TATCTG
GC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNTATCTGGCGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

F03 

R806
-T64 

NNN
N 

CTGGTT
GA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNCTGGTTGAGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

F04 

R806
-T65 

NNN TCCAAC
AC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNTCCAACACGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

F05 

R806
-T66 

NN GTGTGA
AG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNGTGTGAAGGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

F06 

R806
-T67 

NNN
N 

AACCTG
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNAACCTGCTGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

F07 

R806
-T68 

NNN GGATGT
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNGGATGTCTGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

F08 

R806
-T69 

NN TCCAAG
CA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNTCCAAGCAGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

F09 

R806
-T70 

NNN
N 

AGAATG
CC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNAGAATGCCGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

F10 

R806
-T71 

NNN GTGTGT
GT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNGTGTGTGTGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

F11 

R806
-T72 

NN CACGGA
TA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNCACGGATAGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

F12 

R806
-T73 

NNN
N 

CAACCT
CA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNCAACCTCAGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

G01 
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R806
-T74 

NNN GGATTC
GA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNGGATTCGAGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

G02 

R806
-T75 

NN TTAGGC
AC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNTTAGGCACGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

G03 

R806
-T76 

NNN
N 

CGCATA
GA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNCGCATAGAGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

G04 

R806
-T77 

NNN CAGTTC
TC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNCAGTTCTCGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

G05 

R806
-T78 

NN AACGAG
TG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNAACGAGTGGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

G06 

R806
-T79 

NNN
N 

CTGTCA
AC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNCTGTCAACGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

G07 

R806
-T80 

NNN TCCACC
TA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNTCCACCTAGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

G08 

R806
-T81 

NN CGCATC
TT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNCGCATCTTGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

G09 

R806
-T82 

NNN
N 

GATACG
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNGATACGCTGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

G10 

R806
-T83 

NNN GTGTTG
GA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNGTGTTGGAGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

G11 

R806
-T84 

NN ACACTA
GG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNACACTAGGGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

G12 

R806
-T85 

NNN
N 

CGCCAA
TT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNCGCCAATTGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

H01 

R806
-T86 

NNN TAGCAA
GG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNTAGCAAGGGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

H02 

R806
-T87 

NN GTCACA
GA 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNGTCACAGAGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

H03 

R806
-T88 

NNN
N 

TCCAGA
TC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNTCCAGATCGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

H04 

R806
-T89 

NNN ACACTC
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNACACTCCTGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

H05 

R806
-T90 

NN GTTAAC
GG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNGTTAACGGGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

H06 

R806
-T91 

NNN
N 

AACGCG
AT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNAACGCGATGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

H07 

R806
-T92 

NNN CGCGTA
AT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNCGCGTAATGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

H08 

R806
-T93 

NN CCGATA
CT 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNCCGATACTGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

H09 

R806
-T94 

NNN
N 

AGACAT
CC 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNNAGACATCCGGACTACHVGG
GTWTCTAAT 

H10 

R806
-T95 

NNN GATAGA
GG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNNGATAGAGGGGACTACHVGGG
TWTCTAAT 

H11 

R806
-T96 

NN CTGTTG
TG 

GGACTACHVGGGTW
TCTAAT 

NNCTGTTGTGGGACTACHVGGGT
WTCTAAT 

H12 
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Table S2. Overview of sampling campaigns, climatological data, and some basic operating conditions 

(percentages of each source intake and percentage of water treated by conventional or advanced treatment) 

at the DWTP  

Sampling 

ID 

Collection 

date 

Temperature 

(°C) 

Humidity                

(%) 

Rainfall                    

(mm/24h) 

Percentage intake 

sources (%) 

Percentage water 

 treated by (%) 

 

River flow 

rate (m3/s) 

     RW GW Conventional Advanced  

N1 16/04/2018 16.6 66 0.4 53 47 76 24 135 

N2 18/06/2018 26.3 52 0 88 12 70 30 29.61 

N3 24/07/2018 29.5 64 0 88 12 66 34 10.37 

N4 28/08/2018 28.4 71 0 100 0 75 25 13.29 

N5 07/01/2019 11.5 44 0 85 15 80 20 25.5 

N6 26/02/2019 14.3 63 0 86 14 80 20 5.39 

N7 25/03/2019 18.8 51 0 83 17 64 36 6.92 

N8 27/05/2019 21.9 59 2.9 99.75 0.25 63 37 9.4 
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Table S3. Overview of physicochemical data gathered at the different stages of DWTP during sampling 

campaigns: groundwater (GW), river water (RW), decantation (DEC), sand filtration (SF), ozonization 

(OZ), carbon filtration (CF), reverse osmosis  (RO), mixing chamber (MIX) and post chlorination water 

(DW). Data are presented as mean and standard deviation values (mean±sd) or NA (not analyzed) where 

data was not monitored. 

DWTP 

stage 

Sample 

temperature 

(ºC) 

Conductivity 

(µS/cm) 

Ammonium 

(mg 

NH4+/L) 

TOC 

 (mg C/L) 
pH 

Turbidity 

(NTU) 

GW 18  ±  1.5 1508 ± 67 0.05 ± 0.03 NA NA 0.12 ± 0.13 

RW 15 ± 5.24 1116 ± 301 0.17 ± 0.16 3.55  ± 0.54 8.11 ± 0.17  75.87±52.87 

DEC NA NA NA NA NA 1.56 ± 0.94 

SF NA NA NA NA NA 0.28 ± 0.17 

OZ NA NA NA NA NA NA 

CF 18  ± 5.1  1369 ± 282 NA NA 7.2 ± 0.12 NA 

RO NA 165 ± 40 NA NA NA NA 

MIX 16 ± 5 1008 ± 190 0.05 ± 0.04 NA 7.42 ± 0.21 NA 

DW 18 ± 6 1017 ± 251 0.05 ± 0.04 1.37  ±  0.32 7.4 ± 0.18 0.09 ± 0.03 
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Table S4. PERMANOVA analysis based on Bray–Curtis dissimilarities of ASVs abundances from 

DWTP for temperature variable 

 Df Sum Sq Mean Sq F N.Perm R2 Pr(>F) 

Temperature 1 1.2898 1.28977 3.248 999 0.04434 0.001 

Residuals 70 27.7966 0.39709   0.95566  

total 71 29.0864    1  
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Table S5. List of potential pathogens genera and percentages of reads detected along DWTP.  

Genus 
Potential group 

risk 
GW RW DEC SF OZ CF RO MIX DW 

Arcobacter 
Human/animal 

pathogen ND 
1% 3% 2.00% 0.07% 0.07% 0.07% 0.04% 0.007% 

Aeromonas 
Human/animal 

pathogen 0.02% 0.4% 0.2% 0.3% 2% 3% 0.8% 4% 2% 

Campylobacter 

(Campylobacterales) 

Human/animal 

pathogen 0.4% 5% 3% 3% 0.09% 0.08% 0.20% 0.05% 0.01% 

Clostridium 
Human/animal 

pathogen ND 
0.002% 0.03% 0.008% 1% 0.02% 

0.2% 
0.02% 2% 

Escherichia-

Shigella  

Human/animal 

pathogen ND 
0.003% 0.007% 0.009% 

ND ND ND ND ND 

Enterococcus 
Human/animal 

pathogen ND ND ND 0.01 0.002% 0.002% ND ND ND 

Helicobacter Human pathogen ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

Legionella Human pathogen 0.4% 0.05% 0.4% 0.6% 0.6% 1% 0.6% 2% 0.4% 

Leptospira  
Human/animal 

pathogen ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

Mycobacterium 
Human/animal 

pathogen 0.02% ND 0.02% 0.5% 0.3% 0.02% 0.009% 0.003% 0.2% 

Pseudomonas Human pathogen 1% 3% 2% 3% 8% 2% 5% 3% 1% 

Vibrio 
Human/animal 

pathogen ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

DWTP stages: Groundwater (GW), river water (RW), decantation (DEC), sand filtration (SF), 

ozonization (OZ), carbon filtration (CF), reverse osmosis  (RO), mixing chamber (MIX) and post 

chlorination water (DW). ND (not detected)
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Figure S1. Rarefaction curves of all the samples analyzed in this study. All samples showed an initial 

exponential growth and then flatten curves indicating a good coverage of microbial communities. 

Groundwater (GW), river water (RW), Decantation (DEC), sand filtration (SF), ozonization (OZ), carbon 

filtration (CF), reverse osmosis  (RO), mixing chamber (MIX) and post chlorination water (DW).  
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For interactive version of figures S2, S3 and S4, the reader is referred to the web version of this article. 

The following supporting information can be downloaded at :  

https://www.mdpi.com/article/10.3390/w14091435/s1 

https://www.mdpi.com/article/10.3390/w14091435/s1
https://www.mdpi.com/article/10.3390/w14091435/s1
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3. CAPITOL 3 

Article 3: Comparació de l'avaluació de la diversitat bacteriana mitjançant metabarcoding del 

gen 16S ARNr i MALDI-TOF MS a una estació de tractament d’aigua potable a gran escala 

 

La potabilització impacta positivament en la qualitat de l’aigua reduint la càrrega de matèria 

orgànica i els microorganismes presents fent-la apta pel consum humà. Malgrat els avenços en 

la legislació vigent de la qualitat de l'aigua, es continua únicament amb el control d'indicadors 

bacterians de contaminació fecal i en el recompte de bacteris heteròtrofs (HPC), mentre que 

s'omet la composició del microbioma de l'aigua. Els bacteris heteròtrofs contribueixen de 

manera natural en el tractament de l'aigua reduint la matèria orgànica i els contaminants, no 

obstant també poden proliferar induint un deteriorament de l'aigua o fins i tot esdevenir un risc 

per a la salut. Amb el que resulta de gran importància conèixer la diversitat bacteriana en els 

processos de potabilització per tenir la imatge completa. 

L’objectiu d’aquest estudi es va centrar en la caracterització de la diversitat bacteriana cultivable 

a l’ETAP de Sant Joan Despí, mitjançant la identificació d’HPC per MALDI-TOF MS, i la comparació 

amb els bacteris totals identificats per metabarcoding del gen 16S ARNr (mètode molecular no 

dependent de cultiu) obtinguda a l’article 2. 

Es van prendre un total de 63 mostres al llarg d’un any corresponents a 9 processos de 

potabilització: captació (pous i riu), pretractament (decantació i filtre de sorra), tractament 

convencional (ozonització i filtre de carbó), tractament avançat (osmosi inversa) i aigua final 

(cambra de mescla i aigua potable clorada). 

Les mostres d’aigua es van processar de manera diferent i amb diferents volums d’acord amb la 

seva càrrega microbiana: per filtració de membrana (riu i pretractament; fins a 2 L) o per 

ultrafiltració amb Rexeed (tractament convencional, avançat i aigua final; de 100-1.100 L), i es 

van analitzar els paràmetres legislats (coliforms totals, E. coli, C. perfringens, enterococs 

intestinals i colífags somàtics) per comprovar la qualitat microbiològica de totes les mostres. 

Amb les plaques de HPC , a més de fer el recompte, es van aïllar un total de 1.807 soques (~30 
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per mostra) i es van identificar per MALDI-TOF MS fent ús de la llibreria DWL (Pinar-Méndez et 

al., 2021). Mentre que, per a la comparació amb les dades obtingudes per metabarcoding, es 

van re-analitzar les seqüències obtingudes d’un treball previ corresponent a les mateixes 

mostres (Pinar-Méndez et al., 2022). 

Els recomptes d’HPC van mostrar resultats positius al llarg de tots els tractaments, amb un rang 

de valors de mitjana des de 4,62 log10 CFU/mL a la captació de riu, fins a una forta i significativa 

disminució a 0,027 log10 CFU/mL a l’aigua potable clorada. Es va observar una variabilitat 

estacional en relació a la temperatura ambiental durant del mostreig, que es va traduir amb 

valors significativament més alts al riu, ozonització i aigua potable clorada en temperatures 

elevades (>22°C). 

La caracterització per MALDI-TOF MS va mostrar un predomini de Proteobacteria i Bacteroidota 

a tots els processos de tractament amb excepció de l’aigua potable clorada on el fílum majoritari 

va ser Firmicutes. A nivell de gènere es van identificar 57 gèneres diferents a tota l’ETAP amb 

diferent distribució a cada etapa. Aeromonas i Pseudomonas van ser els gèneres més abundants 

a pous i riu respectivament, mentre que el pretractament indueix canvis essent Flavobacterium 

el gènere majoritari observat a decantació i filtre per sorra, el qual està poc representat a la 

captació. L’ozonització també produeix canvis importants amb un increment de Bacillus, mentre 

que un nou canvi es va observar rere la filtració per carbó amb una dominància de 

Chryseobacterium. El tractament avançat va presentar un perfil diferent al tractament 

convencional amb Comamonas com el gènere més abundant. La cambra de mescla va presentar 

una composició de gèneres similars al filtre de carbó, no obstant rere la cloració es va detectar 

el canvi més significatiu on Bacillus va dominar a l’aigua potable clorada. Es va poder observar 

una variació estacional relacionada amb temperatura ambiental elevada. La temperatura té un 

l’efecte modulador en la dinàmica microbiana que pot alterar la composició de les comunitats 

microbianes. En aquest estudi, l'abundància de Chryseobacterium al filtre de carbó a altes 

temperatures era molt més elevat que a baixes temperatures. 

Malgrat l’ús combinat de la llibreria original de l’equip Bruker BDAL més la DWL, un 38% de les 

soques (686) no es van poder identificar. Els espectres sense classificar es van re-processar per 

analitzar les seves similituds amb finalitats d’agrupament (clústers) amb una resolució màxima 

a nivell de gènere. Això va permetre agrupar les 565 soques desconegudes en un total de 91 

clústers, mentre que la resta (121) corresponien a soques amb un perfil proteic únic. L’anàlisi de 

les soques no identificades va permetre desglossar aquesta fracció observant la seva 

abundància, fluctuació i variacions estacionals d’alguns grups al llarg de la planta. 

Addicionalment, va permetre calcular la diversitat bacteriana nivell de gènere per a avaluar 

conjuntament amb la fracció de soques identificades. Es va observar una elevada diversitat 
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variable al llarg del tractament, des d'una gran diversitat a riu i pous, fins a una disminució 

estadísticament significativa rere la cloració a l'aigua potable. La influència de la temperatura 

ambiental va mostrar un petit augment de la diversitat (no estadísticament significatiu) en 

temperatures elevades per a les etapes de decantació, filtració per sorra, ozonització, filtració 

per carbó i cambra de mescla, mentre que per a riu, osmosi i aigua potable es va registrar un 

lleuger augment en temperatures baixes, i la diversitat a les mostres de pous es van mantenir 

estable envers la temperatura ambiental. 

Els resultats de l’estudi de diversitat bacteriana d’heteròtrofs cultivables per MALDI-TOF es van 

comparar amb l’estudi previ de caracterització de comunitats bacterianes per metabarcoding. 

Ambdós van observar diferències en taxonomia i diversitat tot i presentar recomptes de HPC 

sense canvis significatius a les mostres d'aigua. 

Es va observar una elevada diversitat bacteriana per ambdós mètodes no obstant, per MALDI es 

va observar un índex de diversitat més baix (interval d'índex de Shannon: 0,38 - 2,88) en 

comparació amb metabarcoding  (interval d'índex de Shannon: 3,3 - 5,2) probablement degut a 

la diferència en les poblacions dianes analitzades, bacteris cultivables (MALDI) en comparació 

amb els bacteris totals (metabarcoding). Les tendències de diversitat entre ambdues tècniques 

coincidien en una major diversitat a riu i pous i baixa diversitat a aigua potable, però presentaven 

algunes diferències, per exemple: MALDI va mostrar un augment en la diversitat a l’ozonització 

respecte el filtre de sorra, en canvi disminuïa segons metabarcoding. 

A nivell taxonòmic, les dues tècniques van mostrar un perfil de fílums similars, amb domini de 

Proteobacteria al llarg dels tractaments excepte a l'aigua potable, on la cloració marca una forta 

pressió selectiva que redueix la diversitat i produeix un canvi en el fílum majoritari de l’aigua 

final, essent Cianobacteria (segons metabarcoding) o Firmicutes (segons MALDI).  Per a avaluar 

la capacitat d'ambdós tècniques a un nivell taxonòmic més baix (gènere), es va comparar la 

detecció i fluctuació d’aquests al llarg dels diferents tractaments i es van observar similituds i 

diferències. En alguns casos, determinats gèneres només van ser detectats per MALDI-TOF o per 

metabarcoding, amb excepció dels gèneres més abundants de cada etapa segons MALDI-TOF, 

que van ser també detectats per metabarcoding, però amb abundàncies diferents. Per exemple, 

Bacillus va presentar un 58% d’abundància a l’aigua potable clorada segons MALDI-TOF, però 

només 0,05% segons metabarcoding, ja que segons aquesta tècnica el gènere majoritari 

corresponia a Obscuribacteraceae (31%), no detectat per MALDI-TOF. Tanmateix, atenent a un 

criteri d’absència/presència, es va comparar la robustesa de les dues tècniques en la detecció 

dels 57 gèneres diferents a la planta segons MALDI-TOF. Es va observar que en 41 ocasions la 

tècnica MALDI-TOF MS va detectar la presència d’alguns gèneres no detectats per 

metabarcoding, mentre que en 152 ocasions, va succeir el contrari. Gràcies a l’anàlisi per 
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metabarcoding es va poder detectar una major varietat de gèneres a l’aigua potable agrupats 

dins de Gammaproteobacteria (grup potencial formador de biofilms) i no detectats per MALDI. 

Tanmateix, per a conèixer les localitzacions o punts calents on es troben els 6 gèneres majoritaris 

en gran abundància (>5%) segons cada tècnica, es va traçar la seva localització a l’ETAP. Així, per 

exemple, es va poder comprovar que ambdós aproximacions coincidien en que Flavobacterium 

i Pseudomonas són gèneres amb elevada abundància a la planta, però els punts calents diferien 

en algunes etapes. Per exemple, segons metabarcoding, Flavobacterium es trobava en gran 

abundància en l’ozonització i la filtració per carbó, però no hi és segons MALDI, i Pseudomonas 

només es va detectar per metabarcoding a l’aigua clorada, però no per MALDI-TOF. La resta de 

gèneres amb gran abundància a tota la planta diferien per ambdós tècniques, essent també 

Bacillus, Aeromonas, Chryseobacterium i Acidovorax les majoritàries per MALDI-TOF, i 

Limnohabitans, i gèneres no descrits agrupats dins de Chloroplast i Obscuribacteraceae per 

metabarcoding. Aquest últim va presentar una gran abundància a l’aigua potable segons 

metabarcoding, mentre que segons MALDI el gènere dominant va ser Bacillus, però cal tenir en 

compte que Cyanobacteria presenta gairebé un 50% de soques no cultivables fins el moment, 

per tant podria ser que no es detectin mitjançant tècniques basades en cultius com ara MALDI-

TOF. 

L’estudi de les comunitats bacterianes heteròtrofes cultivables mitjançant l’ús de MALDI-TOF 

MS suposa una avantatge en la determinació ràpida i fiable de la presència de certs gèneres. 

L’anàlisi requereix bacteris viables, i per tant, aporta una informació valuosa ja que aquests 

tenen capacitat per créixer i colonitzar o alterar diferents sistemes d’aigües, però el seu poder 

d'identificació depèn directament de la base de dades. En aquest estudi, derivat de l’esforç de 

la creació de la DWL, s’han obtingut bons resultats d’identificació a totes les matrius, en especial 

a l’aigua potable, presentant els valors més baixos de soques no resoltes. El seu poder de 

resolució ha permès identificar el 30% dels aïllats a nivell d'espècie i el 32% a nivell de gènere, 

mentre que per metabarcoding només el 36% de les seqüències es van poder assignar a nivell 

de gènere, i la resta a taxons superiors, a causa de limitació de la petita mida del fragment d'ADN 

seqüenciat. No obstant, la creació d’una base de dades per MALDI-TOF és laboriosa, i requereix 

l’ús d’altres tècniques d’identificació per a caracteritzar les soques. A banda, els bacteris 

cultivables tenen l’inconvenient de representar una fracció petita de la totalitat de la microbiota 

de l’aigua, amb el que, el mètode 16S rRNA metabarcoding permet superar aquesta limitació 

proporcionant una visió més detallada de la totalitat de les comunitats bacterianes, però els 

seus resultats poden estar influenciats pels protocols d’extracció i processament bioinformàtic, 

i no és adequada per diferenciar viabilitat, amb el que dificulta interpretar per si sola els perills 

derivats de la presència de determinats taxons. 
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Com a conclusions principals, les tècniques de MALDI-TOF MS i metabarcoding han permès 

observar fluctuacions entre etapes, estacionalitat segons la temperatura ambiental, i una gran 

diversitat a l'ETAP, sent més elevada per metabarcoding en comparació amb MALDI. Ambdós 

metodologies van permetre descriure els diferents gèneres de cada tractament observant 

similituds i diferències, on alguns gèneres només es van detectar mitjançant una metodologia o 

les dues. No obstant, ambdues tècniques coincideixen amb un domini de Proteobacteria en les 

etapes de tractament i es diferencien principalment en la composició de l'aigua potable final 

(Firmicutes segons MALDI-TOF, i Cyanobacteria segons metabarcoding), així com en la 

identificació de taxons inferiors a fílum. 

En general, la composició microbiana als sistemes d'aigua és complexa d'interpretar amb un sol 

enfocament, o només basant-se en el indicadors microbians regulats. Per tant, és de gran 

importància combinar eines addicionals a la Directiva d’aigües de consum, com MALDI-TOF MS 

i metabarcoding del gen 16S ARNr, que aporten informació complementària i en profunditat de 

les comunitats bacterianes que poden influir en la qualitat de l'aigua més enllà de la informació 

d’absència o presència d’indicadors fecals o recompte de HPC, amb el que una visió holística pot 

ajudar a millorar la gestió de la qualitat de l’aigua. 
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Abstract 

Bacterial communities in a full-scale drinking water treatment plant (DWTP) were 

characterized using matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass-

spectrometry (MALDI-TOF MS) to identify HPC isolates and the obtained results 

were compared to 16S rRNA (V4) metabarcoding data acquired in a previous study. 

Sixty-three samples were collected at nine stages of the potabilization process: river water 

and groundwater intake, decantation, sand filtration, ozonization, carbon filtration, 

reverse osmosis, the mixing chamber and post-chlorination drinking water. In total, 1,807 

bacterial colonies were isolated, 32% of which were successfully identified to at least the 

genus level by MALDI-TOF MS using our previously developed Drinking Water Library. 

Trends in diversity were similar by both approaches, but differences were observed in the 

detection of taxa, especially at lower hierarchy levels. High bacterial diversity was 

observed in river and groundwater, where Proteobacteria predominated. The diversity 

decreased significantly after the chlorination step, where Bacillus sp. (Firmicutes) and an 

unknown genus of Obscuribacteraceae (Cyanobacteria) were the most prevalent genera 

according to MALDI-TOF MS and metabarcoding, respectively. The two approaches 

gave similar results for the decantation, sand filtration and mixing chamber steps, where 

the most abundant taxon was Flavobacterium. The combined use of these culture-based 

and culture-independent methods to characterize microbial populations may help to better 

understand the role of bacteria in water treatment and quality, which will be of value for 

DWTP management. 

 

 

Keywords: Water quality monitoring; drinking water treatment plant; MALDI-TOF MS; 

16S rRNA metabarcoding; bacterial diversity 
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Graphical abstract  

 

 

Highlights: 

• MALDI-TOF MS and metabarcoding analysis yielded different taxonomic results 

• Proteobacteria predominated in the DWTP except in the final drinking water  

• Chlorination strongly reduced bacterial diversity and shaped its taxonomy  

• Temperature affected bacterial diversity in decantation and carbon filtration  

• Culture and molecular methods are complementary in water quality management 
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1. Introduction 

Among the Sustainable Development Goals of the United Nations, Goal 6 (Clean Water 

and Sanitation) calls for universal access to sufficient, safe, and affordable drinking water 

by 2030 (United Nations, 2020). By reducing levels of organic matter and 

microorganisms in water, conventional or advanced treatments can greatly improve its 

quality from source to tap and provide safe drinking water.  Although each drinking water 

treatment plant (DWTP) has its own variations, the most common treatment processes 

employ a multibarrier approach consisting of coagulation, flocculation, decantation, 

filtration (e.g., sand or granular/biological activated carbon), with (or without) a final 

disinfection step (e.g., using UV, chlorine or, chloramine) (Gitis and Hankins, 2018; 

Betancourt and Rose, 2004).  

The recently updated Drinking Water Directive of the European Union (EU 2020/2184) 

has incorporated the monitoring of viral indicators of fecal pollution (coliphages) 

(Anonymous, 2020). However, despite such advances, water quality regulation still relies 

on monitoring a few culturable microorganisms that represent only a minor fraction of 

the water microbiome.  

Heterotrophic bacteria can improve the quality of non-treated water by reducing organic 

matter and pollutants (Li et al., 2017; Proctor and Hammes, 2015) (Benner et al., 2013; 

(Skjevrak et al., 2004; (Liu et al., 2016; Wingender and Flemming, 2011)). However, if 

they proliferate in water systems, they may cause water deterioration or even pose a health 

risk (Liu et al., 2017, 2016). Moreover, high numbers of heterotrophic bacteria can 

interfere with coliform detection. Therefore, water quality monitoring has traditionally 

focused not only on the detection of culturable bacterial indicators of fecal contamination 

but also on heterotrophic bacteria counts (Bartram et al., 2003). Therefore, obtaining 

information about overall microbial diversity could shed new light on the functioning of 

treatment processes. 

The wide range of techniques available for the study of microbial communities in DWTPs 

fall within two broad strategies: culture-dependent (involving the controlled growth of 

specific microorganisms on selected media) and culture-independent (based on the 

analysis of nucleic acids previously extracted from samples). 

Different culture-based methods for bacterial identification are available. For instance, 

biochemical phenotyping down to the species level can be performed using API galleries 

(bioMérieux, France), the Phene Plate System (PhP-Plate Microplate Techniques AB, 
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Sweden) or Biolog (Biolog, US). Widely used, this approach has achieved highly 

discriminatory bacterial characterization in water samples (Blanch et al., 2007; Hou et al., 

2018; Sala-Comorera et al., 2016a, 2016b). However, phenotyping is laborious and time-

consuming, especially in assessments of biodiversity, as each identification requires at 

least 24h incubation (and up to 120h) and its application is costly. Recently, the use of 

matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-

TOF MS) has been proposed as a rapid and robust technology for bacterial identification, 

involving the analysis of mass spectra of ribosomal proteins extracted from a whole 

bacterial cell previously isolated and grown. This system has been progressively 

implemented in routine monitoring, for example, of fermentation processes in the food 

industry (Angelakis et al., 2011; Kim et al., 2021). It has also been applied to facilitate 

taxonomic assignment of meiofauna (Rossel et al., 2019) or to identify heterotrophic 

bacteria present in water during treatment (Sala-Comorera et al., 2017) and in drinking 

water (Pinar-Méndez et al., 2021), producing results within a few minutes. However, as 

MALDI-TOF MS was originally designed for clinical diagnostics, mass spectra of target 

strains may not be available in the database, which limits successful identification.  

On the other hand, the use of culture-independent methods, such as 16S rRNA 

metabarcoding, which allows the study of the total bacteria (culturable and non-

culturable), has increased dramatically, thanks to the availability of high-throughput 

platforms that can simultaneously sequence millions of DNA fragments at a reasonable 

cost. Although this approach allows an in-depth analysis of the water microbiome, its 

implementation is still time-consuming. Moreover, the results can be biased by the 

nucleic extraction protocol or choice of primer, rare groups are not differentiated, and cell 

viability is not detected (Boers et al., 2019), all of which can complicate the interpretation 

of data for risk assessment. 

Among one of the most challenging issues currently facing drinking water production and 

water quality management are the uncertainties related to climate change and its impact 

on freshwater resources. In this context, a consistent monitoring of bacterial communities 

in DWTPs combined with regulated water quality analysis based on the detection of 

microbial indicators may help to evaluate the current state of the art in water treatment 

and distribution systems and their resilience to water stress. 

The aim of this work was to combine and compare two different approaches (culture-

dependent and -independent) to characterize the bacterial communities in a full-scale 

DWTP. The culture-based strategy consisted of heterotrophic plate counts (HPC) 
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(European Directive (EU) 2020/2184) and identification by MALDI-TOF MS using a 

previously developed in-house database (Pinar-Méndez et al., 2021). The culture-

independent analysis was based on 16S rRNA metabarcoding (V4 region) data obtained 

using an Illumina MiSeq platform in a previous study (Pinar-Méndez et al., 2022). 

2. Material and methods 

2.1. Study site and sampling 

Samples were collected from a full-scale DWTP in Sant Joan Despí, 6 km south of 

Barcelona (Catalonia, North-East of Spain), in the lower basin of the Llobregat River. 

The anthropogenic impact in the area is high, with widespread industrial and agricultural 

activities, and the quality of river water is affected by wastewater effluents and industrial 

discharges. The DWTP has two sources of water: river and groundwater, as described 

previously (Pinar-Méndez et al., 2022). The water is subjected to sequential treatments as 

shown in Figure 1.  The water from two treatment lines is mixed in a chamber and treated 

with chlorine (0.5-1.5 mg/L residual chlorine) in a separate tank before being pumped 

into the distribution systems. 

 

Figure 1. Schematic diagram of the stages in a drinking water treatment plant in Sant 

Joan Despí (Barcelona, Spain). 

 

Seven sampling campaigns were carried out over one year, including the winter of 2018 

and summer of 2019, when temperatures ranged from 11.5ºC to 29.5ºC. A total of 63 

water samples were collected at nine stages of treatment in the DWTP: river water (RW, 

n=7) and groundwater (GW, n=7) intake, decantation (DEC, n=7), sand filtration (SF, 

n=7), ozonization (OZ, n=7), carbon filtration (CF, n=7), reverse osmosis (RO, n=7), 

mixed chamber (MIX, n=7) and post-chlorination drinking water (DW, n=7).  
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Sampling sites were classified into two categories according to the microbial load: high 

or low. For high microbial load samples, corresponding to river water and pretreatment 

stages (RW, DEC, SF), small volumes of water (2L) were collected in polyethylene sterile 

bottles containing sodium thiosulfate (24 mg/L). For samples of the groundwater and 

conventional/advanced treatments (GW, OZ, CF, RO, MIX, DW), which had a lower 

microbial load, higher volumes (from 100 to 1100 L/sample) were collected using 

Rexeed™ 25-A filters (Asahi Kasei Medical Co, Japan) according to the previously 

described dead-end hollow fiber ultrafiltration (DEUF) method (Gunnarsdottir et al., 

2020; Hill et al., 2007; Rhodes et al., 2011). All samples were transported to the 

laboratory at 4ºC for analysis. 

2.2. Sample processing 

All samples were processed within 24 hours of collection and analyzed for microbial 

water quality parameters according to the European Directive (EU) 2020/2184. 

Additionally, all samples were analyzed by MALDI-TOF MS and metabarcoding 

methods. Sample preparation differed according to the technique and microbial load. 

2.3. Heterotrophic bacteria plate count 

HPC was performed by mass inoculation according to the ISO Standard 6222:1999. 

Water samples concentrated by the DEUF method (Rexeed) were eluted as described by 

Hill et al. (2007) and Gunnarsdottir et al. (2020). The final eluate was used for mass 

inoculation. For water samples with a higher microbial load that did not require DEUF 

concentration, direct mass inoculation was performed.  Different sample volumes (0.001-

1 mL) were inoculated in duplicate in ISO Water Plate Count Agar (Oxoid, UK) and 

incubated at 22 ± 2°C for 72h ± 3h. 

2.4.  Analysis of bacterial communities by MALDI-TOF MS  

The bacterial composition of water samples was analyzed using the Microflex LT 

MALDI-TOF MS device (Bruker Daltonics, Germany). In HPC dilution plates containing 

well-isolated colonies (from 10 to 130), a total of 30 colonies per sample (where possible) 

were randomly selected for identification purposes and diversity studies (Bianchi and 

Bianchi, 1982). To achieve fresh pure cultures, bacterial isolates were subcultured in 

Water Plate Count Agar and incubated at 22 ± 2°C for 72h ± 3h or until growth (maximum 

7 days). Experiments were carried out in a biosafety level 2 cabinet (BSL-2).  Samples 

for MALDI-TOF MS analysis were prepared using the formic acid extended direct 
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transfer method recommended by Bruker Daltonics under a fume extraction cabinet, as 

previously described (Pinar-Méndez et al., 2021). 

The resulting spectrum patterns were classified according to log score values and 

consistency category and identified by matches with the reference mass spectra database. 

This study was conducted using two databases simultaneously: the Bruker Daltonics 

(BDAL) library (8,468 reference spectra) and the Drinking Water Library (DWL) (319 

reference spectra), the latter being previously developed in our laboratory specifically for 

the identification of bacteria associated with water for human consumption (Pinar-

Méndez et al., 2021). Results were interpreted according to the Bruker score values: 

highly probable species identification (green; ≥2.300–3.000), secure genus and probable 

species identification (also green; 2.000–2.299), probable genus identification (yellow; 

1.700–1.999) and unreliable identification (red; ≤1.699). Another approach to taxonomic 

assignment (Bruker Daltonics) classifies the top ten best matches according to categories 

of consistency: A (species consistency: top 10 matches >2.000 are of the same species, 

or >1.700 are of the same genus); B (genus consistency: top 10 matches >1.700 are of the 

same genus but not of the same species); C (no consistency: top 10 matches <1.700, or 

>1.700 are not of the same genus). 

2.4.1. Unidentified isolates 

A fraction of colonies that could not be identified were subcultured, incubated as 

described above and submitted to further analysis. If the second attempt at identification 

failed, isolates were reprocessed but using a different sample preparation method for an 

improved protein extraction. Thus, the acid/acetonitrile extraction method was performed 

following Bruker’s instructions, and 1uL of protein suspension was spotted in triplicate 

on a MALDI 96 target plate, which was air-dried, and samples were covered with 1uL of 

matrix solution for the analysis. If the colonies remained unidentified, they were treated 

separately for clustering purposes (Figure S1). First, for the non-identified isolates, a 

mini Main Spectrum Profile (mMSP) ad hoc library was created using MALDI Biotyper 

3.1 software offline (Bruker Daltonics, Germany). Thus, 9 mass spectra per isolate were 

checked for the following criteria: 3,000 to 10,000 Da and maximum error tolerance of 

500 ppm. The mMSP library was used as a database for offline analysis of the unidentified 

isolates one-by-one and score values ranging from 3.000 to 1.700 were grouped into a 

cluster, assuming a maximum resolution at genus level. 



CAPITOL 3 

 

167 
 

BioNumerics 7.6 software (Apply Maths, Belgium) was used to process and analyze the 

large MALDI-TOF spectra datasets. For clustering purposes, similarities between all 

spectra were analyzed using the peak-based Pearson correlation coefficient and clustered 

by the UPGMA clustering algorithm to generate a dendrogram. The maximum distance 

level cut-off for clustering spectra was set at 50. 

 

2.5. Comparison of culturable bacterial communities with 16S rRNA 

metabarcoding data for the total bacteria 

The results obtained by MALDI-TOF MS were compared with previously obtained 16S 

rRNA (V4) metabarcoding data derived from the same samples (Pinar-Méndez et al., 

2022) (Figure S2). 

 

2.6. Statistical analyses  

Data were analyzed using R version 4.0.5 and RStudio version 1.2.1335. All samples 

were log10 transformed for statistical purposes. The Shapiro-Wilk Normality test was run 

to check if data fitted a normal distribution. The Kruskal–Wallis test was used to look for 

differences in HPC between all the DWTP samples, and then the Mann-Whitney U test 

was run to find out which samples were different. The alpha diversity metrics of Shannon 

(diversity index) and Observed (richness) were calculated at the genus level to assess 

bacterial diversity, including all isolates (identified and non-identified).  To determine 

seasonal differences in HPC and diversity, the samples were grouped according to the 

ambient temperature during the sampling campaign (low ≤18ºC and high ≥22ºC) and the 

Mann-Whitney test was used to determine possible significant differences between 

groups. 

 

3. Results 

 

3.1. Heterotrophic bacteria 

The studied drinking water fully met all the quality standards of the EU Directive (data 

not shown). All samples gave positive HPC results except for two: one after the DEC 

stage and the other after OZ. The total number of culturable heterotrophic bacteria 

differed significantly between all the treatment stages (Kruskal-Wallis test, p < 0.01). 

Average values ranged from 0.027 log10 CFU/mL to 4.62 log10 CFU/mL (Figure 2A). 
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When comparing the two water sources, HPC values were 4 log10 units higher in RW 

compared to GW (4.47 log10 CFU/mL and 0.37 log10 CFU/ml, respectively). After DEC, 

the HPC remained high (4.62 log10 CFU/mL). A decrease of about 1-log was observed 

after the SF stage (3.63 log10 CFU/mL), and a further decrease of 2 log10 units after the 

subsequent processes of OZ (2.18 log10 CFU/mL) and CF (2.16 log10 CFU/mL). The HPC 

after the advanced treatment (1.48 log10 CFU/mL) was 3 log10 units lower compared to 

RW. MIX samples (2.23 log10 CFU/mL) gave similar HPC values to those of CF, 

followed by a strong reduction of more than 2 log10 units after the final chlorination (0.027 

log10 CFU/ mL). 

 

 

 

 

Figure 2. Boxplot charts displaying the distribution of heterotrophic bacteria plate counts 

(log10 CFU/mL) in water samples from different stages in the DWTP: groundwater (GW), 

river water (RW), decantation (DEC), sand filtration (SF), ozonization (OZ), carbon 

filtration (CF), reverse osmosis (RO), mixing chamber (MIX) and post-chlorination 

drinking water (DW). Boxplots in (A) show total counts and in (B) the results are grouped 

by the ambient temperature when sampling was carried out: high (H) or low (L). 

Summary of data includes minimum score (lower whisker), first, median and third 

quartiles (box) and maximum scores (upper whisker). Statistically significant outliers are 

represented by dots. 

 

Seasonal differences in HPC were found for some stages in the DWTP (Figure 2 B). 

Thus, RW, OZ and DW samples presented significantly higher HPC values at high 

A B 
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temperature (HT) than low temperature (LT) (Mann-Whitney U test, p <0.05). 

Conversely, in GW, DEC, SF, CF and MIX samples, counts were slightly higher at LT, 

although the differences were not statistically significant. Interestingly, bacterial 

regrowth was observed after CF at LT, which accounted for a 2-log increase with regard 

to the previous stage (OZ). 

 

3.2. Analysis of bacterial communities by MALDI-TOF MS analysis 

 

3.2.1. Identification of bacterial isolates using BDAL and DWL databases 

A total of 1,807 colonies were isolated from the DWTP stages and further analyzed by 

MALDI-TOF MS: GW (211), RW (210), DEC (182), SF (203), OZ (180), CF (207), RO 

(211), MIX (211) and DW (192). The DWL database (Pinar-Méndez et al., 2021) was 

used to improve identification, as with only the BDAL database, more than half of the 

isolates (1,010 out of 1,807) remained unidentified (56%) (Figure 3). The simultaneous 

use of both databases gave better results, reducing unreliable identification to 38% (686 

out of 1,807), and classification at the genus level increasing to 32% and species level to 

30%. 

 

n= 1,807 

  species genus 
not 

reliable  

BDAL 373 424 1010 

BDAL+DWL 537 584 686 

 

Figure 3. Identification of the 1,807 water bacterial isolates when using the Bruker 

Daltonics (BDAL) database alone or in conjunction with the Drinking Water Library 

(DWL). Isolates were classified according to scores based on MALDI-TOF MS analysis: 

highly probable species (≥2.300–3.000; green), secure genus and probable species 

(2.000–2.29; yellow), probable genus (1.700–1.999; yellow) or unreliable identification 

(≤1.699; red). 
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While using the BDAL database alone, unreliable identification at the different DWTP 

stages varied from 32 to 71%, compared to 30 to 46% when using the extended database 

(BDAL+DWL) (Figure S3), the rate being even lower in DW (19%). Accordingly, 

combining both databases led to an improvement in results in all DWTP samples and the 

classification rate at genus or species level ranged from 54 up to 81%.  

 

3.2.2. Characterization of bacterial isolates 

The bacterial community composition in the DWTP was highly diverse and differed at 

each stage, not only at the genus level but also at the phylum level. Four phyla were 

detected (Figure 4A). Overall, Proteobacteria predominated, except in DEC, SF and CF 

samples, in which the proportion of Bacteroidota was higher, and in DW, where 

Firmicutes was clearly dominant. Bacteroidota was well represented throughout the 

DWTP and was the second most dominant phylum. In contrast with its abundance in 

chlorinated DW, Firmicutes was scarcely found during the previous treatments, with the 

exception of OZ samples, in which 14.4% of the isolates were affiliated to this phylum. 

Actinobacteriota was also detected in the treatment samples, but to a low extent (4.7 % 

of the isolates).  
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Figure 4. Patterns of relative abundance of isolates identified at the A) phylum level and 

B) genus level, and their distribution along the treatment stages: groundwater (GW), river 

water (RW), decantation (DEC), sand filtration (SF), ozonization (OZ), carbon filtration 

(CF), reverse osmosis (RO), mixing chamber (MIX) and post-chlorination drinking water 

(DW). Dots represent unidentified fractions (NO ID).  

 

At the genus level, a total of 57 genera were successfully identified by MALDI-TOF MS 

(Figure 4B). Analysis of GW and RW revealed each contained 24 different genera, 

Aeromonas (22%) and Pseudomonas (32%) predominating, respectively. The first change 

in bacterial composition was observed in the pretreatment stages, as Flavobacterium, 

poorly represented in RW (5%), was the most abundant genus in DEC (19%) and SF 

(34%). Further shifts were observed during the conventional treatments, with a reduction 

of Flavobacterium and an increase of Bacillus (13%) and Rheinheimera (9%) after OZ, 

and a higher relative abundance of Chryseobacterium (20%) and Acidovorax (12%) after 

CF. Regarding the advanced treatment, the predominant genus in RO samples was 

Comamonas (17%), not detected upstream except after SF (1%). The genus profile in 

MIX samples was similar to that of CF (Rheinheimera 15%, Acidovorax 13%, 

Flavobacterium 11%, Chryseobacterium 11%), with little influence from the RO stage. 

Overall, the most notably shift in composition was observed in DW, in which Bacillus 

was clearly dominant (58%), and Chryseobacterium (9%) and Paenibacillus (6%) were 

also detected. 

 

3.2.3. Unidentified isolates 

The unidentified isolates (686 colonies) were grouped into a total of 91 clusters (C:565 

colonies). 121 colonies had a single protein profile (S:80) or exhibited altered or stopped 

growth, probably due to stress (S:41) (Figure 5). One of the most abundant clusters, C-

79 (green), was only detected at HT in the DEC (10%), SF (10%), CF (2%) and RO (3%) 

stages, and was not found in source water or the final DW. C-47 (light brown) was only 

detected at LT in OZ (5%) and DW (13%) samples. Other clusters had less seasonal 

association, such as C-31 (dark brown), which in CF samples was more abundant at LT 

(26%) than HT (7%), but was also detected in low relative abundance (2-7%) in DEC, 

SF, OZ, and MIX stages in both seasons. 
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Figure 5. Distribution of unidentified isolates in the DWTP: groundwater (GW), river 

water (RW), decantation (DEC), sand filtration (SF), ozonization (OZ), carbon filtration 

(CF), reverse osmosis (RO), mixing chamber (MIX) and post-chlorination drinking water 

(DW). Samples are grouped according to the ambient temperature during the sampling 

campaign: high (H) or low (L). The colors show the relative abundance of all isolates, 
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which were either single (S) or grouped in clusters (C). Dots represent the identified 

fraction previously shown in Figure 4. 

 

3.2.4. Alpha diversity analysis 

Alpha diversity metrics were calculated at the genus level to assess bacterial diversity. 

For this analysis, the clusters described in the previous section were included, as they 

represent possible genera (Figure S4). Changes in diversity were observed throughout 

the treatment, a decrease occurring from source waters to the final DW. Statistically 

significant differences in bacterial communities were found between some treatment 

stages (Kruskal Wallis, p<0.01). RW presented the highest diversity indices, followed by 

GW, while the lowest values corresponded to DW, where after the chlorination procedure 

diversity and richness was significantly lower compared to source water (Tukey HSD 

test, p=0.002). Small differences in diversity were observed between treatment stages, but 

they were not statistically significant. Nevertheless, all treatment stages clearly differed 

from DW. 

 

3.2.5. Seasonal variation 

In order to detect possible seasonal variations in bacterial diversity in the DWTP stages, 

samples were grouped into two categories according to ambient temperature, high (HT; 

≥22ºC) and low (LT; ≤18ºC), but only small differences were observed in some samples, 

without statistical significance (Figure 6). Species richness (number of observed species) 

and the Shannon index followed a similar trend. The Shannon index revealed a small 

increase in diversity at HT in the DEC, SF, OZ, CF and MIX stages, and at LT in RW, 

RO and DW, whereas GW samples remained quite stable between seasons. Richness 
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increased slightly at HT in DEC, SF, CF, and MIX samples and at LT in RW and RO 

samples, but no differences were observed for GW, OZ and DW. 

 

Figure 6. Boxplots representing alpha diversity indices of genus richness (Observed) and 

diversity (Shannon) for all DWTP samples: groundwater (GW), river water (RW), 

decantation (DEC), sand filtration (SF), ozonization (OZ), carbon filtration (CF), reverse 

osmosis (RO), mixing chamber (MIX) and post-chlorination drinking water (DW). 

Samples are grouped according to the ambient temperature during the sampling 

campaign: high (H, white) or low (L, grey). 

 

Small differences in taxonomy at the genus level were also associated with seasons 

(Figure 7). At LT, DEC and SF samples were mostly dominated by Flavobacterium (33% 

and 60%, respectively), whereas at HT, when genus diversity was higher, the relative 

abundance of Flavobacterium was lower (5% and 12%, respectively). In conventional 

treatment stages, the temperature also affected the taxa. Thus, the dominant genus in OZ 

samples was Bacillus (22%) at HT and Rheinheimera (18%) at LT. In CF samples, the 

high relative abundance of Chryseobacterium at HT (32%) was reduced at LT (3%). In 

the advanced treatment, RO samples showed different profiles according to temperature: 

at LT, Comamonas (19%) and Flavobacterium (16%) were predominant, whereas the 

latter was not detected at HT. Moreover, two genera were only found at HT in RO 
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samples: Sphingopyxis (10%) and Arthrobacter (9%), both of which were detected in a 

few stages upstream only in very low abundance (<1%). In MIX samples, Acidovorax 

(21%) and Flavobacterium (20%) were well represented at LT, whereas at HT the 

predominant genera were Chryseobacterium (20%) and Rheinheimera (20%). Finally, 

DW did not show large differences in genus composition, being dominated by Bacillus 

in both seasons (HT: 70%, LT: 57%), although Aeromonas, Chryseobacterium and 

Ewingella were only detected at HT, and Blastomonas, Brevibacillus, Flavobacterium 

and Methylobacterium only at LT. 
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Figure 7. Seasonal variation in genus diversity in the 63 DWTP samples: groundwater 

(GW), river water (RW), decantation (DEC), sand filtration (SF), ozonization (OZ), 

carbon filtration (CF), reverse osmosis (RO), mixing chamber (MIX) and post-

chlorination drinking water (DW). Samples are grouped according to the ambient 

temperature during the sampling campaign: high (H) or low (L). Dots represent the 

unidentified fraction (NO ID).  

 

3.3. Comparison of culturable bacterial communities with the total bacteria detected 

by 16S rRNA metabarcoding 

The study of culturable bacterial communities provides very useful information on 

metabolically active cells. However, culturable bacteria represent only a minor fraction 

of the entire water microbiome and other approaches are needed to provide 

complementary and more in-depth information. Thus, the identified heterotrophic 

bacterial populations were compared with the data obtained in a previous 16S rRNA 

metabarcoding study (Pinar-Méndez et al., 2022). 

 

3.3.1. Detection of MALDI-TOF MS-identified genera in metabarcoding reads 

The 57 genera identified by MALDI-TOF MS in samples from the different water 

treatments were compared with metabarcoding data (presence/absence and relative 

abundance reads) (Table 1). On 41 occasions (27 different genera), MALDI-TOF MS 

allowed the detection of a genus that was missed by metabarcoding (boxes edged in 

black). Conversely, on 152 occasions, 33 genera were only detected by metabarcoding 

(boxes edged in white). 

It is also noteworthy that the most abundant genera in each matrix according to MALDI-

TOF MS analysis were all successfully detected by metabarcoding, although with 

different relative abundance. Thus, in GW, Pseudomonas abundance was higher by 

MALDI-TOF MS (32%) than by metabarcoding (1%); a similar difference was observed 

in Aeromonas in RW (22% versus 0.4%, respectively). In DEC samples, relative 

abundance of Flavobacterium was similar by MALDI-TOF MS (19%) and 

metabarcoding (14%), and in SF samples, Flavobacterium was the prevailing genus by 

both techniques (33.5% and 15%, respectively). In conventional treatments, at the OZ 

stage Bacillus was predominant according to MALDI-TOF MS analysis (13%), whereas 

metabarcoding indicated a very low abundance (0.005 %). Similarly, 19.8% of the CF 
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isolates corresponded to Chryseobacterium, whose incidence was much lower according 

to metabarcoding results (0.08 %). In the advanced treatments, Comamonas was 

identified in RO samples by both MALDI-TOF MS (16.6%) and metabarcoding (2%). In 

MIX samples, Rheinheimera represented 15% of the culturable fraction and was also 

detected by metabarcoding (3%). Finally, in DW samples, culturable Bacillus 

predominated (57.8%) according to MALDI-TOF MS analysis and was also identified by 

metabarcoding but with much lower abundance (0.05%). 

Regarding the total genera in the final DW, some genera were only detected by MALDI-

TOF MS but not by metabarcoding, in abundances ranging from 0.5 to 3.9%: 

Arthrobacter, Brevibacillus, Carnobacterium, Enterobacter, Leclercia, Micrococcus, 

Oerskovia, Rahnella, Rhodococcus, Sphingobacterium, Streptomyces and Wautersiella. 

On the other hand, metabarcoding revealed a greater diversity of bacteria in DW not 

detected by MALDI-TOF MS, the relative abundance reads ranging from 0.003 to 2%: 

Acidovorax, Bosea, Brevundimonas, Cloacibacterium, Comamonas, Hafnia, 

Hidrogenophaga, Janthinobacterium, Klebsiella, Mycobacterium, Novosphingobium, 

Pseudomonas, Pseudoxanthomonas, Raoultella, Rheinheimera, Rhizobium, Serratia, 

Shewanella, Sphingobium, Sphingomonas, Sphingopyxis, Stenotrophomonas, Variovorax 

and Yersinia. 
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Table 1. Heatmap showing the relative abundance of the 57 bacterial genera identified by 

MALDI-TOF MS and their presence/absence and abundance according to metabarcoding 

analysis in all the DWTP stages. Data are illustrated by a color scale spanning from green 

(not detected) to red (high relative abundance). Boxes edged in black indicate identification 

only by MALDI-TOF MS, while boxes edged in white correspond to exclusive identification 

by metabarcoding. Stars indicates differences in taxon classification by metabarcoding: 

*Escherichia-Shigella,**Hafnia-Obesumbacterium,***Methylobacterium-

Methylorubrum,****Microbacteriaceae,*****Allorhizobium-Neorhizobium-

Pararhizobium-Rhizobium. 

MALDI 16S MALDI 16S MALDI 16S MALDI 16S MALDI 16S MALDI 16S MALDI 16S MALDI 16S MALDI 16S

Acidovorax 1.9 0.007 1.4 0.8 2.7 0.5 3.9 0.6 0.6 1 12.1 0.3 7.1 0.8 12.8 0.2 0 0.04

Acinetobacter 3.3 0.2 3.3 2.0 4.9 0.8 2.0 0.7 1.1 0.2 1.4 0.02 0.9 2.0 0.5 0.004 0 0

Aeromonas 0 0.02 22.4 0.4 8.2 0.2 1.5 0.3 4.4 2 5.8 3 0.9 0.8 5.2 4 3.6 2

Arthrobacter 0.5 0 1.4 0 0 0 0 0 0 0 0.5 0 4.3 0 0 0 0 0

Bacillus 6.6 0 1.0 0 6.0 0.010 4.4 0 13.3 0.005 4.3 0 0 0 3.3 0 57.8 0.05

Blastomonas 0.9 0 0 0 1.1 0.3 0.5 0.3 1.1 0.5 0.0 0.1 0 0.6 0 0.1 0.5 0

Bosea 0 0.006 0 0.03 2.7 0.2 0 0.1 0 0.2 0.5 0.06 0 0.06 0 0.08 0 0.03

Brevibacillus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.5 0

Brevundimonas 0.5 0.008 0.5 0.2 0 0.03 0 0.2 0 0.2 0 0.2 0.5 4.0 0 0.3 0 0.009

Carnobacterium 0 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Caulobacter 0 0.07 0.0 0.08 0 0.1 1.5 0.2 2.2 0.06 0 0.0 3.8 7.0 0 0.2 0 0

Chryseobacterium 0 0 1.9 0.01 1.1 0 1.5 0.01 3.9 0.4 19.8 0.08 0.9 0.06 11.4 0.1 9.4 0.9

Citrobacter 1.4 0.008 1.4 0 0 0 0 0.02 0 0 0 0.01 0 0.02 0 0.01 0 0

Cloacibacterium 0 0.008 0 0.2 0 0.08 0 0.2 0 0.06 0 0.02 1.4 0.1 0 0.01 0 0.003

Comamonas 0 0.4 0 0 0 0 1.0 0.02 0 0.2 0 0 16.6 2.0 0.9 0.1 0 0.8

Cupriavidus 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.2 0 0 0 0

Enterobacter 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Escherichia * 0 0 1.4 0.003 0 0.007 0 0.009 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Ewingella 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2.6 0

Exiguobacterium 0 0 0 0 0 0 0 0 0.6 0.001 0 0 0 0 0 0 0 0

Fictibacillus 0 0 0 0 0 0 0 0 0.6 0.0 0 0 0 0 0 0 0 0

Flavobacterium 1.4 0.05 4.8 11.0 19.2 14.0 33.5 15.0 1.7 9.0 2.4 7.0 7.6 8.0 11.4 7.0 0.5 2.0

Flectobacillus 0 0.002 1 0.008 0 0.02 0 0.008 0 0 0 0.002 0 0.03 0 0.003 0 0

Hafnia** 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.001 0 0 0 0 0 0.1

Hydrogenophaga 0 0.8 0 2.0 1.6 5.0 0 2.0 0 1.0 0 3.0 0 0.6 0 2.0 0 0.2

Janthinobacterium 0 0 0.5 0.009 1.1 0.02 0.5 0.1 0 0.05 0 0.06 0 0.8 0 0.07 0 0.01

Klebsiella 0 0.003 1.0 0.02 0 0.01 0 0.02 0 0.8 0.5 0.004 0.5 0.002 0 0 0 0.2

Leclercia 0 0 0 0 0 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Malikia 0 0 1.9 0.9 0 1 0 1 0 0 0 0.2 0 0.3 0 0.2 0 0

Methylobacterium*** 0 0 0 0 0 0 0 0 1.1 0.03 0 0 0 0 0 0 0.5 0

Microbacterium**** 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.5 0.09 0 0 0 0

Micrococcus 0.5 0 0 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Mycobacterium 0.5 0.002 0 0 0 0.02 0 0.02 0 0.3 0 0.02 0 0.009 0 0.003 0 0.2

Novosphingobium 0 0.03 0 0.5 0 1.0 0 0.3 0 0.2 0 0.2 0.5 0.3 0 0.1 0 0.8

Oerskovia 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Paenibacillus 1.4 0 0 0 0.5 0 0 0 0 0 0.5 0 0 0 0 0 5.7 0.004

Pannonibacter 0 0 0.5 0.003 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Pectobacterium 0 0 0 0.002 0.5 0 0 0.002 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Pseudomonas 32.2 1.0 8.6 3.0 0.5 2.0 2.0 3.0 6.7 8.0 1.9 2.0 3.3 5.0 5.2 3.0 0 1.0

Pseudoxanthomonas 0.5 0 0 0.1 0 0.007 0 0 0 0.003 0 0 0.5 0.02 0 0 0 0.004

Rahnella 0 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Raoultella 0 0 0.5 0 0 0 0 0.005 0 0 0 0 0 0.008 0 0.02 0 0.01

Rheinheimera 1.4 0.3 4.3 0.6 0 0.8 0 1 8.9 6.0 4.8 4.0 0 0.2 15.2 3.0 0 0.6

Rhizobium***** 0.5 0 0 0.06 0 0.1 0 0.08 0 0.05 0 0.1 0 0.2 0 0.2 0 0.005

Rhodococcus 0 0 0 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Serratia 0 0 0 0 0.5 0 1 0 0.6 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0.07

Shewanella 0.5 0.01 2.4 0.06 2.2 0.02 0 0.03 1.1 0.9 1.0 0.3 0.9 1.0 2.4 0.2 0 0.003

Sphingobacterium 0 0 0 0 0.5 0 0 0 0 0.001 0 0 0 0 0 0 0 0

Sphingobium 0.5 0.006 0 0.002 0 0 0 0.003 0 0.2 0 0 0 0.05 0 0 0 0.06

Sphingomonas 1.4 0.05 0 0.09 0 0.09 0 0.4 5.0 0.5 0.5 3.0 0 0 0 1.0 0 0.3

Sphingopyxis 0.9 0.02 0 0.01 0 0.6 0 0.006 0.6 0.2 0.5 1.0 5.2 1.0 0 0.5 0 0.04

Stenotrophomonas 0 0 1.0 0.02 0 0.002 0 0.001 0 0.01 1.0 0.01 0.9 0.005 0.9 0.006 0 0.006

Streptomyces 0 0 1.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Variovorax 0 0 0 0.006 0 0.07 0 0.03 0 0 0 0.6 0.9 0.4 0 0.3 0 0.02

Vogesella 2.4 0.04 0 0.02 0 0.003 0 0.004 0 0.06 0 0.05 0 0.5 0.5 0.09 0 0

Wautersiella 0 0 0 0 0 0 0 0 3.9 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Yersinia 0 0 1.4 0.007 0 0.005 0 0.02 0 0.02 0 0.02 0 0.006 0 0.01 0 0.2

OZ CF RO MIX DW
Genera

GW RW DEC SF
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3.3.2. Fluctuation of the six most abundant genera along DWTP stages  

According to MALDI-TOF MS analysis, the most abundant genera recovered from all 

DWTP samples were Bacillus (206 out of 1,807 isolates), Flavobacterium (166), 

Aeromonas (124), Pseudomonas (123), Chryseobacterium (106) and Acidovorax (87). 

With the aim of tracking their fluctuation along the different treatment stages, and to 

evaluate the capacity of MALDI-TOF and metabarcoding techniques to detect their 

presence, these genera and their abundance were compared in a schematic diagram of the 

DWTP (Figure 8). 

 

Figure 8. Fluctuation graph of the relative abundance of the six most abundant genera in 

the DWTP stages according to MALDI-TOF MS results (solid line) and relative 

abundance reads by metabarcoding (dotted line). In the schematic diagram of the DWTP 

the genera are indicated by a circle for MALDI-TOF results or a triangle for 

metabarcoding.  Samples corresponded to groundwater (GW), river water (RW), 

decantation (DEC), sand filtration (SF), ozonization (OZ), carbon filtration (CF), reverse 

osmosis (RO), mixing chamber (MIX) and post-chlorination drinking water (DW).  
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Flavobacterium was the only genus identified by both approaches at all treatment stages, 

from source to tap. The genera Acidovorax and Pseudomonas were detected by both 

methods at all DWTP stages but in DW metabarcoding revealed a low abundance (0.04% 

and 1%, respectively). Aeromonas was identified by both techniques at all the stages 

except GW, where it was detected only by metabarcoding. Bacillus was tracked from inlet 

water to outlet DW, with a massive increase after chlorination, although its detection and 

abundance differed according to the technique. Analysis by MALDI-TOF MS provided 

positive results for Bacillus in GW, RW, SF, CF, MIX and DW, but by metabarcoding 

only in DEC, OZ and DW samples. Finally, Chryseobacterium was detected in RW (but 

not in GW), SF, OZ, CF, RO, MIX and DW by both approaches, and in DEC only by 

MALDI-TOF MS. 

Likewise, to gain insight into the DWTP locations of the most abundant taxa, the six most 

abundant genera (>5%) according to MALDI-TOF MS (same genera as in Fig. 8) and 

metabarcoding (Pinar-Méndez et al., 2022) were compared. Their hotspots are depicted 

in Figure S5. 

Flavobacterium and Pseudomonas were the most abundant genera in the DWTP 

according to both techniques. Flavobacterium, with a relative abundance >5%, was 

located mainly in RW, DEC, SF, OZ, CF, RO and MIX, although in OZ and CF samples 

it was only detected by metabarcoding. Pseudomonas (>5%) was identified in RW, GW, 

OZ, MIX only by MALDI-TOF MS, in OZ by both techniques, and additionally in RO 

by metabarcoding. 

Regarding the top six genera according to the MALDI-TOF MS approach (all with a 

relative abundance >5%), Aeromonas and Bacillus were identified in source water, 

treatment stages and the final DW, whereas Acidovorax and Chryseobacterium were 

mainly detected in the late stages and DW (Fig S5).  

Regarding the six most prevalent genera according to metabarcoding (with relative 

abundance reads >5%), Limnohabitans, unknown Comamonadaceae and unknown 

Chloroplast were detected in source water and treatment stages, while unknown 

Obscuribacteraceae was mainly found in DW. Therefore, hotspots for these genera 

consisted of early treatment processes for Limnohabitans (RW, DEC and SF); RW, OZ 

and DW for unknown Chloroplast; a range of treatments for unknown Comamonadaceae 

(RW, DEC, DS, OZ and RO), and finally, unknown Obscuribacteraceae presented a high 

abundance only in post-chlorination DW. 
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4. Discussion 

The bacterial communities in a full-scale DWTP in Barcelona (Catalonia, North-East 

Spain) were compared via two identification methods, MALDI-TOF MS (culture-

dependent) and high-throughput amplicon sequencing of the 16S rRNA gene (culture-

independent), using metabarcoding data obtained in a previous study (Pinar-Méndez et 

al., 2022). 

The studied water sources (river and groundwater) and the final drinking water fully met 

the quality standard requirements of the European Drinking Water Directive. HPC values 

decreased progressively along the successive DWTP treatments from source to tap (from 

4.62 log10 to 0.027 log10 CFU/mL), with a significant reduction after chlorination. During 

the warmer seasons, the abundance of heterotrophic bacteria in RW, OZ and DW samples 

increased significantly. However, at the OZ stage, it should be noted that besides 

temperature, the level of residual ozone may be another influential seasonal factor, as the 

DWTP operational procedure stipulates a lower ozone dosage in summer (mean: 0.05 

ppm) than in winter (mean: 0.22ppm). This is to avoid the formation of bromate, an 

ozonation by-product and potential human carcinogen produced at higher temperatures 

(Von Gunten, 2003). Therefore, lower residual disinfectant may contribute to bacterial 

regrowth in the warmer seasons (Li et al., 2018). Additionally, although CF samples did 

not show seasonal variation, at low temperatures they had higher HPC values than 

samples from the preceding OZ stage. This may indicate the establishment of a microbial 

biofilm community in the carbon filters, as the HPC values of the CF effluent were 2 log 

higher than in the CF influent. Although drinking water regulations do not stipulate upper 

limits for the HPC, they require that there should be no abnormal changes (Anonymous, 

2020). In this context, it is of interest that the two identification methods gave different 

results in terms of bacterial abundance and diversity, even in water samples with a normal 

HPC, as observed by other researchers using multiparametric approaches (Lautenschlager 

et al., 2013; Prest et al., 2014).  

MALDI-TOF MS is described as a rapid identification tool and a reliable alternative to 

amplicon sequencing (Kraková et al., 2017), although its resolution capacity depends 

directly on the available reference spectra. In the present work, to analyze the diversity 

of culturable bacteria, 1,807 isolates from HPC plates were analyzed by MALDI-TOF 

MS using the Bruker BDAL database extended by our previously developed DWL (Pinar-

Méndez et al., 2021). The rate of identification at the different treatment stages varied 
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from 54% to 81%. Such differences can occur when predominant taxa are not represented 

in the libraries, which increases the percentage of misidentification. Thus, to improve 

identification power, it is advisable to customize databases with taxa of interest, as 

previously reported (De Carolis et al., 2014; Kim et al., 2016; Seuylemezian et al., 2018). 

Accordingly, DW samples contributed the lowest percentage of unidentified isolates 

(19%), probably because in the DWL, 92 out of 319 main spectrum profiles (MSPs) 

corresponded to DW samples, whereas process water was represented by only 28 MSPs. 

Notably, in SF samples the rate of identification increased by 24% when both databases 

were used, although they still accounted for 46% of unidentified isolates. According to 

the alpha diversity indices, SF samples had a low diversity and therefore the unidentified 

fraction may correspond to numerous isolates of only a few taxa not represented in the 

database. 

The bacterial diversity was influenced by the treatment applied, especially chlorination, 

which caused a strong reduction in the final drinking water. Nevertheless, the results need 

careful interpretation, as the identified and unidentified isolates (clusters or singles) were 

evaluated using alpha diversity indices with a cut-off at the genus level. 

Trends in diversity differed according to the identification method used. Metabarcoding 

indicated that diversity was highest in GW followed by RW, with a gradual reduction 

during the successive treatments until CF; after a temporary increase, it was drastically 

reduced in the DW. According to MALDI-TOF MS results, diversity was highest in RW 

followed by GW, and after a similar decrease in subsequent stages, underwent an increase 

in OZ samples; only small differences in diversity were observed between the other 

stages, except the post-chlorination reduction. 

Regarding taxonomic assignments, MALDI-TOF MS was able to identify 30% of isolates 

at the species level, while in some cases metabarcoding could not provide classification 

beyond the genus level due to the small size of the sequenced DNA fragment. A total of 

36% of reads were unsuccessfully assigned to genera, and 6% of reads corresponded to 

Candidatus (sequence-based potential new taxa as-yet uncultured).  

At the phylum level, MALDI-TOF MS identified Proteobacteria as predominant in source 

water (51% on average), its relative abundance decreasing during the pretreatment stages, 

when Bacteroidota increased, and prevailing again in conventional and advanced 

treatments. Both phyla predominated throughout the treatment until chlorination, when 

Firmicutes clearly increased its relative abundance (64.1%), becoming the dominant 

phylum in the final DW. The proportion of Firmicutes was less than 8% in source water 
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and treatment samples, except at the OZ stage, when it reached 14%. Similar trends have 

been described by other researchers (Atnafu et al., 2021; Li et al., 2017; Sala-Comorera 

et al., 2017). The domination of Firmicutes in drinking water may be attributed to the 

greater resistance of Gram-positive bacteria to chlorine disinfection in water systems 

compared to Gram-negative bacteria, which are more susceptible to disinfectants (Mir et 

al., 1997). 

Succession was also observed at the genus level: Aeromonas and Pseudomonas 

predominated in source water, Flavobacterium in pretreatment stages, Bacillus in OZ, 

Chryseobacterium in CF, Comamonas in RO, Rheinheimera in MIX and Bacillus in DW. 

All these genera have been previously reported in drinking water environments (Atnafu 

et al., 2021; Fish and Boxall, 2018; Sala-Comorera et al., 2020, 2017). 

In the studied system, spore-forming bacteria belonging to the Bacillus genus resisted all 

treatments and became dominant in the final drinking water, increasing after the 

disinfection procedures of ozonization and chlorination. Different species of Bacillus 

were identified in the DW: B. cereus, B. cibi, B. horneckiae, B. indicus, B. idriensis, B. 

licheniformis, B. megaterium, B. mojavensis, B. mycoides, B. simplex, B. pumilus, B. 

sonoriensis, B. thuringiensis and B. weihenstemphanensis. However, reflecting the 

difficulties in differentiating between Bacillus species, and perhaps influenced by the 

degree of sporulation, the MALDI-TOF identification scores ranged widely from 1.707 

to 2.459 (Shu and Yang, 2017). Moreover, as some species within this genus are closely 

related, their identification with the 16S rRNA sequencing reference method was also 

challenging, and most isolates were not classified beyond the genus level. B. cereus is 

included in the Risk Group Database (ABSA, 2020) as a human and animal pathogen, but 

in this study it was not possible to safely distinguish it from other similar species such as 

B. thuringiensis, B. mycoides and B. weihenstemphanensis, none of which are human 

pathogens. On the other hand, some surfactin-producing Bacillus species have been 

reported as control agents against Legionella pneumophila due to the antagonistic activity 

of the biosurfactant (Loiseau et al., 2015) and some species are used in bioremediation of 

aquaculture water (Hlordzi et al., 2020). 

MALDI-TOF MS analysis was able to detect taxonomic changes related to seasonality in 

some of the treatment stages. Temperature has been described as a modulator of microbial 

dynamics, which may disrupt the community composition in water (Degerman et al., 

2013). For instance, both DEC and SF samples presented a clear predominance of 

Flavobacterium at low temperatures, whereas at higher temperatures, there was a greater 
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diversity of genera.  Conversely, Chryseobacterium was more prevalent in CF at high 

than at low temperatures. 

At the phylum level, the two techniques provided similar results, showing DWTP 

domination by Proteobacteria except in the final water, in which chlorination exerted a 

strong selective pressure, resulting in lower diversity and a taxonomic shift to 

Cyanobacteria (metabarcoding) or Firmicutes (MALDI-TOF MS). At lower taxonomic 

levels, the results differed to a greater extent, although the most abundant genera 

identified by MALDI-TOF MS were all detected by metabarcoding. In DEC, SF, RO and 

MIX samples, the most abundant genera were the same according to both methods: 

Flavobacterium in the pretreatment stages and MIX, and Comamonas (or uncultured 

Comamonadaceae by metabarcoding) in RO. The taxa identified in the other treatments 

varied (Pinar-Méndez et al., 2022). For instance, in GW the dominant genus was 

Candidatus Omnitrophus (25%) according to metabarcoding and Aeromonas (22%) by 

MALDI-TOF MS, while the final DW was dominated by uncultured members of 

Obscuribacteraceae (31%) or by Bacillus (58%), respectively. 

Additionally, some genera were identified only by one of the two techniques. For 

instance, metabarcoding detected a greater variety of Proteobacteria at the genus level in 

DW. Despite the use of disinfectant residuals, certain chlorine-resistant taxa remained in 

the final treated water. According to other studies, the class Gammaproteobacteria is more 

resistant to free chlorine than Alphaproteobacteria (Mathieu et al., 2009). Moreover, some 

of the genera reported in the present study are associated with biofilm formation, such as 

Bosea, Comamonas, Methylobacterium, Pseudomonas, Sphingobium and Sphingomonas 

(Fish and Boxall, 2018). It is important to detect which taxa are seeding from biofilms 

into the distribution network to prevent possible regrowth on water pipes, which is also 

favored by high chlorine concentrations or rechlorination (Fish and Boxall, 2018; 

Mathieu et al., 2009). Water quality can be subsequently affected by bacterial 

mobilization into the water column. However, only a few isolates of these taxa were 

detected by MALDI, perhaps hindered by the dominance of Bacillus at this stage. 

The most abundant genera detected in DW, Bacillus (Firmicutes) according to MALDI-

TOF and unknown Obscuribacteraceae (Cyanobacteria) according to metabarcoding, 

have high resistance to disinfection procedures.  However, the Cyanobacteria group 

includes a large proportion of uncultured strains. In the NCBI database, about 49% of 

cyanobacterial genomes correspond to uncultured metagenome-assembled strains 

(Dextro et al., 2021) and may therefore be undetectable by culture-based techniques such 



CAPITOL 3 

 

186 
 

as MALDI-TOF MS. Conversely, Bacillus was identified by metabarcoding, although in 

very low relative abundance. 

Both technologies have benefits and shortcomings. Metabarcoding analysis provided a 

more detailed view of the bacterial communities in the DWTP water samples than 

MALDI-TOF MS, revealing a higher diversity and additional taxa. However, amplicon 

sequencing is currently unable to differentiate between live or dead cells, so the resulting 

data cannot provide a reliable assessment of hazards associated with specific taxa. 

Moreover, the results may be strongly influenced by nucleic acid extraction procedures, 

be biased against rare taxa, and samples low in DNA, such as chlorinated water, may be 

contaminated by the DNA reagent (Salter et al., 2014). To overcome the analytical 

problem of low microbial biomass in the DWTP, ultrafiltration by Rexeed was used, 

which concentrates large volumes of water and thus allows a more representative 

characterization of bacterial communities. This method allowed sufficient microbial 

biomass to be recovered for both MALDI-TOF and metabarcoding analyses. 

As a cultured-based method, MALDI-TOF MS can focus on the viable microorganisms 

of a microbial community, although the characterization results can be skewed by other 

factors. Thus, sample processing (direct plating, filtration/concentration procedures), 

media nutrient composition, growth conditions (aerobic or anaerobic, incubation time and 

temperature), the protein extraction method as well as the representativeness of the mass 

spectra database are all factors that can impede identification. However, with a suitable 

database, proteomics studies by MALDI-TOF MS represent a rapid and reliable microbial 

identification strategy that provides data directly from isolated bacteria in a few minutes. 

Easy to use and low cost, it can be applied in routine bacterial monitoring in DWTPs and 

distribution systems, and the data interpretation does not require advanced bioinformatics 

skills. Nevertheless, culturable bacteria represent a minor fraction of the overall 

microbiome, so the evaluation of bacteria only by culture-based methods may 

underestimate the microbial diversity in a water system. 

Both MALDI-TOF MS and metabarcoding detected shifts in the bacterial community 

composition in the DWTP that could be explained by bacterial attachment to or 

detachment from biofilms, the displacement or removal of certain taxa by the treatments, 

or selective microbial growth. Although these changes may influence water quality, they 

were not reflected in the quantitative data of HPC analysis required by the water safety 

regulations. Therefore, the information generated by the combined application of these 

proteomic and metagenomic tools in addition to the monitoring of regulated microbial 
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indicators should increase our understanding of how DWTPs function and improve water 

quality management. However, a more complete understanding of the complexity of 

microbial dynamics in a DWTP would require more knowledge about the metabolic 

activity and functions of the resident microbiota.  

 

5. Conclusions 

The HPC in analyzed samples decreased along the successive water treatments, 

increasing with ambient temperature in some processes. Both MALDI-TOF MS and 16S 

rRNA metabarcoding revealed a high bacterial diversity in the DWTP, with the highest 

values obtained in source water and the lowest in the final drinking water. Bacterial 

monitoring by the two techniques provided insights into the taxa present in the different 

DWTP stages, with low-abundance species being detected and some genera identified by 

only one approach. Spore-forming bacteria of the Bacillus genus (Firmicutes) resisted all 

treatments and was the dominant genus in drinking water according to MALDI-TOF MS, 

whereas metabarcoding indicated that members of the unculturable Obscuribacteraceae 

(Cyanobacteria) were more abundant. Monitoring microbial fluctuations between 

treatment stages and seasons is of interest for drinking water management and can help 

assess the impact of specific events on treatment effectivity and water quality. Overall, 

the combined use of multiple approaches constitutes a powerful monitoring tool of 

bacterial community dynamics in DWTPs. 
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Figure S1. Workflow of non-identified isolates by MALDI-TOF MS. Isolates were reanalyzed and followed 

acid/acetonitrile protein extraction protocol to improve identification results. If identification results were successful, 

they contributed to bacterial unravel bacterial diversity at DWTP. Isolates with unreliable identification were processed 

by BioNumerics and clustered when possible. Some isolates were stored for sequencing purposes further on and 

updating DWL library. 
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Figure S2. Workflow of bacterial community identifications using MALDI-TOF MS and metabarcoding of DWTP 

samples. Heterotrophic bacteria isolated from water samples was used for MALDI-TOF MS identification at genus or 

species level using two databases: BDAL and DWL. DNA extracted from water samples was used to analyze relative 

abundant reads of bacterial communities by 16S rRNA metabarcoding using SILVA database. Both approaches were 

used to describe culturable and unculturable bacteria at DWTP stages. 
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Figure S3. Comparison of the identification percentage for all DWTP samples: groundwater (GW), river water (RW), 

decantation (DEC), sand filtration (SF), ozonization (OZ), carbon filtration (CF), reverse osmosis (RO), mixing 

chamber (MIX) and post-chlorination water (DW), using the Bruker Daltonics (BDAL) database and the extended 

database Bruker Daltonics (BDAL) with the Drinking Water Library (DWL). Results were classified according to 

following scores: highly probable species (≥2.300–3.000; green), secure genus and probable species (2.000–2.29; 

yellow); probable genus (1.700–1.999; yellow) or unreliable results (≤1.699; red).  
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Figure S4. Boxplots representing alpha diversity indices of genus richness (Observed) and diversity (Shannon) for all 

DWTP samples: groundwater (GW), river water (RW), decantation (DEC), sand filtration (SF), ozonization (OZ), 

carbon filtration (CF), reverse osmosis (RO), mixing chamber (MIX) and post-chlorination water (DW). After 

chlorination procedure diversity was significantly reduced in DW. 
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Figure S5. Fluctuation graph along the DWTP stages of the 6 most abundant genera according to MALDI-TOF MS 

results (solid line) and the 6 most abundant genera according to metabarcoding results (dotted line). Hotspots 

(abundance >5%) are pointed into the DWTP schematic diagram with a circle for MALDI-TOF results or a triangle 

for metabarcoding.  Samples corresponded to groundwater (GW), river water (RW), decantation (DEC), sand 

filtration (SF), ozonization (OZ), carbon filtration (CF), reverse osmosis (RO), mixing. 

 

Flavobacterium and Pseudomonas were the most abundant genera in the DWTP according to 

both techniques. Flavobacterium, with a relative abundance >5%, was located mainly in RW, 

DEC, SF, OZ, CF, RO and MIX, although in OZ and CF samples it was only detected by 

metabarcoding. Pseudomonas (>5%) was identified in RW, GW, OZ, MIX only by MALDI-TOF 

MS, in OZ by both techniques, and additionally in RO by metabarcoding. 

Regarding the top six genera according to the MALDI-TOF MS approach (all with a relative 

abundance >5%), Aeromonas and Bacillus were identified in source water, treatment stages and 

the final DW, whereas Acidovorax and Chryseobacterium were mainly detected in the late stages 

and DW (Fig S5).  

Regarding the six most prevalent genera according to metabarcoding (with relative abundance 

reads >5%), Limnohabitans, unknown Comamonadaceae and unknown Chloroplast were 

detected in source water and treatment stages, while unknown Obscuribacteraceae was mainly 

found in DW. Therefore, hotspots for these genera consisted of early treatment processes for 

Limnohabitans (RW, DEC and SF); RW, OZ and DW for unknown Chloroplast; a range of 
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treatments for unknown Comamonadaceae (RW, DEC, DS, OZ and RO), and finally, unknown 

Obscuribacteraceae presented a high abundance only in post-chlorination DW. 
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A les plantes de tractament d'aigua potable s'utilitzen diversos processos de tractament per a 

eliminar els contaminants i microorganismes de l'aigua crua. Aquests processos poden constar 

de diverses etapes i diferents tecnologies de tractament, que conjuntament constitueixen 

barreres efectives que garanteixen la qualitat de l'aigua potable. L’ETAP de Sant Joan Despí, 

operada per Aigües de Barcelona i objecte de la present tesi doctoral, és particularment 

complexa degut, entre d’altres, al context d’ubicació de la planta de tractament i la qualitat dels 

recursos hídrics que utilitza. Aquesta complexitat implica que el tractament global de l’ETAP 

consti de 3 fases de tractament: pretractament, tractament convencional amb ozonització i 

filtració per carbó, tractament avançat per ultrafiltració o osmosi inversa, i cloració final. 

El control de l‘aigua mitjançant l’ús d’indicadors bacteriològics de la contaminació fecal i el 

nombre de bacteris heteròtrofs, han estat clau per l’assegurament de la qualitat de l’aigua des 

de la seva implantació a les successives directives d’aigües de consum, evitant exposar a la 

població a riscos sanitaris. La rellevància de la transmissió de patògens vírics a les aigües per ruta 

fecal-oral, ha reforçat la necessitat d’implantar també l’ús indicadors vírics, ja recollits a l’actual 

Directiva EU 2020/2184, per complimentar la informació de contaminació fecal que en ocasions 

no era possible detectar únicament amb els indicadors bacteriològics. 

Malgrat l'eficiència dels processos de potabilització, que asseguren la qualitat sanitària de l’aigua 

final, l’eliminació de la totalitat dels bacteris a l’aigua potable no és possible (ni tampoc 

l’objectiu), i per tant és imprescindible acceptar la seva gran ubiqüitat. Poder identificar aquesta 

microbiota i la seva abundància relativa, permet entendre el seu comportament , i aplicar aquest 

coneixement per una millor gestió de la qualitat de l’aigua. Actualment la normativa vigent no 

contempla l’estudi de la totalitat de les comunitats bacterianes, i per tant únicament amb 

l’anàlisi d’indicadors, s’obté una informació limitada des del punt de vista dels processos 

bioquímics i biològics que tenen lloc a la planta en el tractament de l’aigua. 

L’objectiu principal d’aquesta tesi ha estat aprofundir en el coneixement de les comunitats 

microbianes implicades en els processos de tractament de l’aigua a l’ETAP de Sant Joan Despí. 

El coneixement d’aquestes comunitats s’ha abordat des de dues perspectives diferents, l’anàlisi 

de les comunitats bacterianes cultivables utilitzant un mètode basat en cultiu (MALDI-TOF MS) 

i l’anàlisi de les comunitats totals utilitzant un mètode independent de cultiu (metabarcoding 

16S ARNr). 

Aquesta tesi ha comportat l’aplicació d’un conjunt d’avenços metodològics pel que fa l’anàlisi 

de les comunitats en un procés de potabilització en funcionament i operativitat real. L’adaptació 

d’aquestes metodologies ha requerit ajustar-les per a analitzar mostres amb baixa concentració 
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microbiana i ha comportat la necessitat de disposar d’una llibreria de perfils de MALDI-TOF MS 

adaptada a mostres d’aigua. 

Per assolir el segon objectiu de la tesi, s’han utilitzat i optimitzat dues les metodologies de 

concentració diferents: la filtració membrana i la ultrafiltració DEUF. Per superar el problema 

analític de la baixa concentració de microorganismes a les etapes més avançades de l'ETAP, la 

ultrafiltració DEUF es va utilitzar a les etapes on més fàcilment es perdia la senyal dels indicadors 

de contaminació fecal (pous, i de tractament convencional en endavant). Aquest mètode va 

permetre concentrar grans volums d'aigua (fins a 1.100 L) augmentant la senyal dels indicadors 

i ajudant a una caracterització més representativa de les comunitats bacterianes. D’aquesta 

manera es van poder detectar i quantificar indicadors microbians en etapes més avançades del 

tractament quan la concentració esperable d’aquests és molt baixa i habitualment no detectada 

pels mètodes de filtració convencionals legislats (basats en l’anàlisi de 100 mL). També va 

permetre observar una gran diversitat per MALDI-TOF i metabarcoding sobretot en mostres 

amb baixa concentració de microorganismes (Salter et al., 2014) com els processos de 

desinfecció. 

Totes les mostres d’aigua potable analitzades complien amb els estàndards de qualitat 

microbiològics. El tercer objectiu de la tesi va poder determinar la cinètica d’eliminació dels 

indicadors al llarg dels tractament. A excepció del riu, pretractament i tractament convencional, 

on si es va observar la presència d’indicadors de contaminació fecal amb una reducció 

progressiva al llarg dels tractaments d’entre 4 a 6 log respecte el riu, la resta de matrius van 

presentar resultats negatius (<1 UFC/100 mL) per a aquests paràmetres. No obstant, gràcies a 

l’ús de DEUF es van detectar algunes mostres positives d’indicadors també al tractament avançat 

i a la cambra de mescla en concentracions baixes, però no a l’aigua potable. Tanmateix els valors 

de HPC es van reduir progressivament amb un descens significatiu després de la cloració (de 

4,62 log10 a 0,027 log10 CFU/mL).  

Es va observar un factor estacional durant les estacions més càlides, on l'abundància de bacteris 

heteròtrofs a les mostres de riu, ozonització i aigua potable va augmentar significativament. Cal 

remarcar però que la consigna de dosificació d’ozó a l’estiu és més baixa que a l’hivern  per a 

evitar la formació de bromat, un subproducte de l'ozonització i potencial carcinogen humà 

produït a temperatures més altes (Von Gunten, 2003). Per tant, un desinfectant residual més 

baix pot contribuir al creixement bacterià en les estacions més càlides (Li et al., 2018). A més, 

tot i que les mostres de filtració per carbó no van mostrar variacions estacionals, a baixes 

temperatures es van observar 2 log de HPC superiors a les mostres de l'etapa anterior 

(ozonització), que podria indicar un possible recreixement als filtres. En aquest context, és vital 
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per reforçar la seguretat de l’aigua emprar altres eines per l’estudi de les comunitats 

bacterianes. La seva importància roman en entendre la seva dinàmica espacial i temporal als 

sistemes d'aigua potable (C. Li et al., 2017), conèixer en profunditat quins paràmetres o 

tractaments poden modificar l’estructura bacteriana i com aquesta pot influir en la qualitat de 

l’aigua, detectar l'ocurrència d'esdeveniments anormals abans d'una degradació significativa de 

la qualitat i la seguretat de l’aigua, així com establir un punt de partida cercant indicadors que 

permetin detectar alteracions en el bon funcionament de la planta. Per exemple, els processos 

de desinfecció, com la cloració durant la potabilització, fan disminuir significativament la 

concentració bacteriana a l’aigua, però es poden produir recreixements que alterin la 

composició microbiològica que es trobava a l’aigua potable final de l’ETAP abans de la seva 

impulsió a la xarxa. Aquests canvis en la microbiota també es poden produir al llarg dels 

tractaments de potabilització per un efecte selectiu del tractament envers la microbiota 

resistent influenciant la composició de l’aigua final. Malgrat que les concentracions bacterianes 

a les aigües potables solen ser baixes, diversos estudis posen de manifest una gran diversitat de 

gèneres presents a les aigües de consum (Li et al., 2018; Luo et al., 2021; Pinto et al., 2012). 

Davant de la necessitat de disposar de mètodes ràpids per a la caracterització de la microbiota 

bacteriana de l’ETAP,  s’ha optimitzat el sistema d’espectrometria de masses MALDI-TOF que es 

basa en la detecció de proteïnes ribosomals majoritàriament, per a l’anàlisi de bacteris de 

l’aigua. En microbiologia, els mètodes d'identificació es basen principalment en procediments 

de cultiu, com l’ús de medis cromogènics o fenotipat bioquímic (API, Phene Plate System, Biolog, 

etc.), o mètodes moleculars, com la seqüenciació massiva  d'alt rendiment d’amplicons del gen 

16S ARNr. Dels diferents mètodes basats en cultiu per a la identificació de bacteris, el fenotipat 

bioquímic és altament discriminatori per a la identificació en mostres d'aigua, però és laboriós i 

requereix molt de temps, sobretot en les avaluacions de la biodiversitat, ja que cada identificació 

requereix entre 24 hores i fins a 5 dies d’incubació (Blanch et al., 2007; Hou et al., 2018; Sala-

Comorera et al., 2016a, 2016b; Tsuchida et al., 2020). La tècnica de MALDI-TOF MS és una eina 

d'identificació alternativa als mètodes de fenotipat bioquímic i molecular amb un poder 

resolutiu comparable o superior, però amb una destacable rapidesa i facilitat d’anàlisi que 

permet obtenir resultats en pocs minuts i una caracterització de diverses soques en un sol dia 

(Sala-Comorera et al., 2016b; Sárvári et al., 2018; Timperio et al., 2017). Tot i que la inversió 

inicial de l’equip és elevada, altres estudis han mostrat un estalvi net anual del 87,8% en costos 

de reactius en comparació amb els mètodes tradicionals (Tan et al., 2012). El seu gran poder 

resolutiu s’ha comparat fins i tot a la seqüenciació massiva d'amplicons (Kraková et al., 2017), 

encara que la seva capacitat d’identificació depèn directament dels espectres de referència 
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disponibles a la base de dades de l’equip. La gran majoria de llibreries de perfils d’espectres de 

masses estan orientats a àmbits clínics, per aquest motiu diversos autors han destacat la 

necessitat de creació de bases de dades internes per aconseguir una bona resolució taxonòmica, 

especialment per als estudis d'ecologia microbiana (De Carolis et al., 2014; Kopcakova et al., 

2014; Rahi et al., 2016; Seuylemezian et al., 2018). Amb el que, el primer objectiu de la tesi va 

ser posar a punt la metodologia per tal de generar una base de dades de perfils proteics (que 

s’anomenen llibreries) de bacteris aïllats de l’aigua de la xarxa de distribució, d’aigües minerals 

naturals, de fonts i de processos de potabilització, així com de soques de referència d’origen 

ambiental relacionades amb l’aigua. Aquest objectiu s’engloba dins del marc del projecte RETOS 

Drinking Water Library (RTC-2015-4496-2) del Ministerio de Ciencia e Innovación en que el que 

el laboratori d’Aigües de Barcelona va participar (i en el que vaig participar com a doctoranda), 

conjuntament amb la Universitat de Barcelona i la Coleción Espanyola de Cultivos Tipo.  

Així, la llibreria resultant anomenada Drinking water Library (DWL) va permetre disposar en total 

de 319 perfils d’espectres principals (MSP) incorporant un total de 96 gèneres diferents, dels 

quals 44 generes i 189 espècies (67 potencialment nous tàxons), no es trobaven a la llibreria 

original de l’equip (BDAL). Aquesta nova configuració va permetre una millora significativa en la 

identificació de les soques que restaven sense identificar i que es van re-identificar mitjançant 

l’ús conjunt de BDAL i DWL, reduint d’un 55% a un 8% les soques sense identificar, i augmentant 

d’un 29% a un 76% la identificació a nivell d’espècie.  

La tecnologia MALDI-TOF MS, gràcies a la creació prèvia de la llibreria DWL, ens ha permès assolir 

el quart objectiu de la tesi que ha consistit en monitoritzar i caracteritzar la planta de tractament 

d’aigua potable (ETAP) de Sant Joan Despí durant gairebé dos anys. Així, rere la creació de la 

llibreria, es van processar 1.807 aïllaments de colònies recuperades de les plaques de HPC de 9 

etapes diferents de tractament: captació (riu i pous), pretractament (decantació i filtració per 

sorra), tractament convencional (ozonització i filtració per carbó), tractament avançat (osmosi 

inversa) i aigua final (cambra de mescla i aigua potable clorada). L’objectiu d’aquest estudi es va 

centrar en la identificació dels bacteris heterotròfics cultivables obtinguts prèviament de l‘anàlisi 

de qualitat microbiològica analitzada segons la Directiva d’aigües, i per tant aquests bacteris 

estaven sotmesos a unes condicions controlades de creixement, amb un medi concret i una 

temperatura i un temps d’incubació determinats, que són els que s’utilitzen en l’anàlisi requerit 

per la legislació. 

La seva identificació es va fer mitjançant l’ús conjunt de les llibreries BDAL i DWL, i la taxa 

d'identificació en les diferents etapes del tractament va variar del 54% al 81%, essent la major 
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resolució per a les mostres d’aigua potable probablement per la major representativitat de MSP 

(perfil d’espectre principal) a la llibreria destinada a aigües de consum. L’ús de la DWL va 

permetre una clara millora en la identificació, ja que únicament amb l’ús de la llibreria BDAL el 

percentatge d’identificació es situava entre un 29% i un 68%. Malgrat l’ús combinat de les dues 

llibreries, una part de les soques no es van poder identificar (686), però el seu agrupament en 

funció dels seus espectres va permetre realitzar un estudi de diversitat d’aquests bacteris no 

identificats. Així, es van agrupar per les seves similituds en 91 clústers, mentre que 121 soques 

van presentar un perfil proteic únic. Amb l’objectiu de continuar actualitzant la biblioteca de 

perfils proteics per millorar la caracterització dels bacteris no identificats, es van seleccionar i 

seqüenciar diversos representants d’aquests clústers per tal de continuar properament amb 

l’actualització continua de la llibreria, tal com expressen molts autors d’aquesta necessitat per 

l’èxit d’identificació de soques d’interès (De Carolis et al., 2014; Kim et al., 2016; Kopcakova et 

al., 2014; Rahi et al., 2016; Santos et al., 2016; Seuylemezian et al., 2018). 

Respecte la caracterització i diversitat per MALDI-TOF MS es va observar una gran diversitat de 

gèneres bacterians (57 diferents identificats) i canvis successius en la diversitat al llarg de les 

etapes del tractament, principalment dominades per Proteobacteria i Bacteroidota, amb 

comunitats molt diverses al riu i aigües subterrànies, fins a una disminució significativa de la 

diversitat després de l'etapa de cloració, on es va produir un emplaçament dominat per Bacillus 

(Firmicutes) a l’aigua potable. 

D’altra banda, donades les limitacions que suposa caracteritzar únicament la fracció bacteriana 

cultivable que representa una fracció molt petita (<1% ) de la biodiversitat real del món microbià 

de l’aigua (Amann et al., 1995), es va plantejar el cinquè objectiu de la tesi per a la caracterització 

de la microbiota bacteriana de l’ETAP amb mètodes moleculars independents de cultiu. Per 

aquest nou objectiu, es va seleccionar la tècnica de metabarcoding (seqüenciació massiva) on el 

gen diana és un fragment d’uns 250 pb del gen del 16S rRNA del fragment de la regió variable 4. 

El gen de l'ARN ribosòmic 16S és el gen marcador més utilitzat en ecologia microbiana. Aquest 

gen està molt conservat per al qual s’han desenvolupat bases de dades i està acceptat per la 

comunitat científica per realitzar estudis filogenètics (Baker et al., 2003; Bukin et al., 2019; 

Morgan and Huttenhower, 2012). No obstant, la utilització d’aquest gen també presenta una 

sèrie de limitacions, com biaixos derivats de l'elecció del primer o pel fet que les estratègies de 

fragments curts, en la major part dels casos, no és possible realitzar una assignació taxonòmica 

de manera fiable a nivell de gènere o espècie (Janda and Abbott, 2007). D’entre la resta de 

regions variables del gen 16S ARNr emprades per a la identificació taxonòmica, es va seleccionar 
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la regió variable 4 per estar àmpliament utilitzada en diversos estudis (Caporaso et al., 2012; Liu 

et al., 2020) amb l’objectiu de poder comparar els resultats obtinguts amb altres estudis. 

Un dels desavantatges de treballar amb el gen 16S és que es tracta d’un gen multicopia, i les 

espècies bacterianes contenen més d'una còpia d'operons d'ARN ribosòmic en els seus 

genomes, fins i tot algunes en contenen fins a 15 (Espejo and Plaza, 2018; Louca et al., 2018). 

Donada aquesta diferència entre el número de còpies del gen 16S, el nombre de variants de 

seqüència d’amplicons (ASV) estan esbiaixats cap als taxons que tenen un número superior de 

còpies, fet que pot induir un biaix en els resultats. Tot i que hi ha eines bioinformàtiques que 

intenten corregir aquests biaixos mitjançant l’estimació de còpies per taxó, com PICRUST 

(Langille et al., 2013) o CopyRighter (Angly et al., 2014), la seva precisió està força qüestionada, 

amb el que molts estudis recomanen no corregir, ja que una predicció inexacta del número de 

copies de 16S per taxó pot introduir un soroll important als perfils de la comunitat bacteriana, 

que pot empitjorar els biaixos originals assumint un número de copies desigual, a banda que 

dificulta la comparació entre estudis, en particular quan els mètodes de predicció són diferents. 

Per aquest motiu, i altres factors que poden produir biaixos, com l’extracció d’ADN o l'elecció 

dels primers per la seqüenciació dirigida per amplicons, es pot parlar d’abundància relativa o de 

proporcions, però actualment la seqüenciació massiva no és una eina quantitativa suficientment 

robusta. No obstant, es podria considerar com semi-quantitativa, perquè permet comparar dins 

de cada mostra i entre mostres la diferència en el nombre de seqüencies, l'abundància relativa 

i com es diferencien, permetent conèixer la diferència entre proporcions dels tàxons dins i entre 

les mostres. 

Tanmateix, atesa la seva limitació en quant a la quantificació, es poden dissenyar estratègies 

que permetin tenir una aproximació més precisa, com per exemple dissenyar els primers 

(encebadors) per a amplificar les especies més dominants i quantificar-les mitjançant PCR 

quantitativa. 

 

En la present tesi doctoral, l’estudi de les comunitats bacterianes mitjançant metabarcoding va 

revelar una gran diversitat de tàxons així com canvis de les poblacions en les diferents etapes. 

La successió de tàxons va marcar un clar predomini del fílum Proteobacteria, Bacteroidota i 

Bdellovibrionota durant tot el tractament, amb un gran canvi a l’aigua final amb un clar 

predomini de Cyanobacteria. Les etapes amb major diversitat van correspondre a pous, cambra 

de mescla i filtració per carbó, amb una observada pèrdua de diversitat rere les etapes de 

desinfecció (decantació (per l’addicció de diòxid de clor) , ozonització i cloració) i osmosi inversa, 

i per contra, un augment diversitat en els filtres (sorra i carbó). La major diversitat observada als 
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filtres podria indicar un microbioma establert associat a la filtració, tal com s'ha descrit en altres 

estudis (Pinto et al., 2012). En canvi, la diversitat de l’aigua final va estar marcada per l’efecte 

del clor que és un fort bactericida que regula la presència dels pocs grups resisteixen el procés 

de desinfecció. En aquest cas amb clar predomini del fílum Cyanobacteria però amb detecció de 

generes resistents a la desinfecció, i potencials formadors de biofilms, com Aeromonas, 

Clostridium o Pseudomonas (Luo et al., 2021). 

La detecció de certs ASV sota les condicions operatives normals de l’ETAP és d'interès, ja que 

poden proporcionar noves eines de seguiment per detectar tractaments deteriorats, un 

potencial aplicació que aquesta tesi ha permès posar de manifest, i per la que encara és 

necessita continuar treballant en l’àmbit de la recerca, però amb un peu ja posat a la operativitat 

de l’ETAP. 

També va permetre observar una eventualitat a la planta derivada del trencament del col·lector 

de salmorres riu amunt que va produir una aturada de la captació superficial i en conseqüència, 

canvi a captació d’aigua de pous. Possiblement atribuïble a un canvi sobtat de temperatura de 

l’aigua de la captació (11°C de diferencia entre ambdós orígens), es podria haver modificat 

temporalment les propietats d’adsorció del filtre de carbó en el que sembla va derivar en un 

augment d’algunes poblacions bacterianes que podrien estar desadsorbint-se del filtre, com s’ha 

descrit aquest fenomen en altres estudis (Moona et al., 2019). Atès a que només es va produir 

un sol cop, les dades cal analitzar-les amb precaució i no es poden extreure conclusions 

suficientment recolzades amb els presents resultats. 

La tendència observada en la caracterització bacteriana per metabarcoding en comparació amb 

altres estudis a l’ETAP o de l’aigua potable de la xarxa de distribució, coincideix amb un clar 

predomini de Proteobacteria als tractaments, però es diferencia en que la majoria d’estudis 

reporten Proteobacteria també com a fílum dominant a l’aigua potable (Atnafu et al., 2021; 

Chao et al., 2013; Hou et al., 2018; Q. Li et al., 2017; Pinto et al., 2012; Poitelon et al., 2010; Sala-

Comorera et al., 2019; Wang et al., 2018), a diferència del que vàrem observar al nostre sistema 

amb un clar predomini de Cyanobacteria, com també s’ha observat en alguns estudis (Jalili et 

al., 2021; Liu et al., 2016; Pei et al., 2017). Aquests resultats variables podrien estar marcats per 

diversos factors com les diferents ubicacions geogràfiques de les plantes, el tipus de recurs hídric 

emprat per la captació, així com la seva qualitat, l’ús (o no) de desinfectant, etc. que, tot i que 

comparteixen similituds, configuren un hàbitat únic a cada ETAP o xarxa de distribució. 

Un dels factors que va influenciar en la diversitat i la taxonomia va ser la temperatura amb una 

correlació significativa d’augment de diversitat en temperatures més elevades, especialment a 
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la decantació i filtració per carbó, també observada a altres estudis co-relacionant temperatura 

elevada i els nivells de nutrients elevats, amb un augment de la taxa de creixement de les 

comunitats bacterianes (Degerman et al., 2013; Douterelo et al., 2016; Hou et al., 2018; Pinto et 

al., 2012; Romero et al., 2021). Aquests resultats poden ser d'interès per als gestors d'aigua 

potable ja que donen suport a la preocupació que el canvi climàtic podria promoure el 

creixement de poblacions bacterianes heterotròfiques als sistemes aquàtics davant d’un 

escenari d’escalfament global on els nivells de nutrients s’espera que augmentaran 

considerablement. En aquests entorns, la composició de la comunitat bacteriana podria canviar 

i les seves taxes de creixement podrien augmentar (Calero Preciado et al., 2021). La implicació 

de les altes temperatures també podrien afavorir la presència de certs patògens bacterians 

(Calero Preciado et al., 2021; van der Wielen and van der Kooij, 2013). 

En aquest estudi, al llarg dels tractaments es va poder detectar seqüències de gèneres pels quals 

s’han descrit espècies patògenes de transmissió hídrica com Aeromonas, Arcobacter, Legionella, 

Mycobacterium, Escherichia-Shigella i Pseudomonas, o l'ordre Campylobacterales, eliminades a 

l’aigua potable, amb excepció de Pseudomonas i Aeromonas, demostrant l’eficàcia dels 

tractaments de potabilització com han descrit en altres estudis (Collado et al., 2010).  

El sisè i últim objectiu de la tesi va consistir en comparar les semblances i similituds entre les 

diferents aproximacions utilitzades.  

Respecte a l’aigua potable, la detecció d’indicadors cultivables (segons la Directiva) en 

comparació amb la detecció de seqüencies corresponents als indicadors (segons 

metabarcoding), van mostrar discrepàncies en quant a la seva detecció, indicant que l’ús de les 

eines moleculars per si soles podrien malinterpretar la qualitat de l’aigua (Acharya et al., 2020).  

Pel paràmetre HPC, mostres que compleixen la normativa i no presenten canvis anòmals, s’han 

registrat tant per MALDI-TOF MS com per metabarcoding resultats diferents de diversitat 

bacteriana, tal com han observat altres investigadors que han comparat recomptes 

d’heteròtrofs amb altres tècniques moleculars (Lautenschlager et al., 2013; Prest et al., 2014).  

Tant amb el mètode de MALDI-TOF com el de metabarcoding, la diversitat bacteriana va estar 

influenciada pel tractament aplicat, especialment la cloració, que va provocar una forta reducció 

de l'aigua potable final. Les tendències en la diversitat, però, variaven segons el mètode 

d'identificació utilitzat. Mentre que amb metabarcoding la diversitat va ser més alta a pous, 

cambra de mescla i filtració per carbó, amb pèrdua de diversitat a les desinfeccions i un augment 

diversitat en els filtres acabant amb una reducció dràstica a l’aigua potable, amb MALDI-TOF MS, 

la diversitat va ser més alta a rius i pous, amb un descens al pretractament, seguit d’un augment 
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amb la ozonització i la resta d’etapes es van observar petites diferències no significatives, 

excepte la reducció significativa posterior a la cloració a l’aigua final. No obstant, s’ha de 

remarcar que en el cas del MALDI-TOF MS la diversitat es va analitzar a un rang taxonòmic 

superior, a nivell de gènere, que en el cas del metabarcoding que es va realitzar a nivell d’ASV. 

Pel que fa a les assignacions taxonòmiques, a nivell de fílum, en termes generals les dues 

tècniques van donar resultats similars, mostrant el domini de Proteobacteria al llarg dels 

tractaments excepte a l'aigua final, en què la cloració va exercir una forta pressió selectiva, 

donant lloc a una diversitat més baixa i un desplaçament taxonòmic cap a Cyanobacteria 

(metabarcoding) o Firmicutes (MALDI-TOF MS). 

Ambdues tècniques van coincidir identificant pocs però els mateixos gèneres que es trobaven 

en major proporcions a algunes etapes (ex. Flavobacterium a decantació, filtració per sorra, 

osmosi inversa i cambra de mescla), però majoritàriament diferien a nivells baixos d’identificació 

sent el predominant la família Obscuribacteraceae segons metabarcoding, i en canvi Bacillus 

segons MALDI-TOF MS. Alguns gèneres només es van identificar mitjançant una de les dues 

tècniques, per exemple, per metabarcoding es va detectar una major varietat de gèneres 

Alfaproteobacteria i Gammaproteobacteria a l’aigua potable no detectables per MALDI-TOF 

com Bosea, Comamonas, Methylobacterium, Pseudomonas. Aquests gèneres han estat associats 

a la formació de biofilms i afavorits per altes concentracions de clor (Fish and Boxall, 2018; 

Mathieu et al., 2009). Per tant és de vital importància aprofundir en la seva detecció, en 

particular la seva viabilitat,  per a evitar un possible recreixement a la xarxa de distribució que 

pugui derivar en canvis organolèptics o donar lloc a l’aparició de patògens oportunistes.  

Ambdues tecnologies tenen avantatges i inconvenients. L'anàlisi per metabarcoding 

proporciona una visió més detallada de la totalitat de comunitats bacterianes a les mostres 

d'aigua que pel MALDI-TOF MS, revelant una major diversitat i tàxons addicionals. No obstant, 

no permet diferenciar entre cèl·lules vives o mortes, de manera que les dades resultants per si 

soles dificulten l’avaluació dels perills associats a la detecció de tàxons específics. D’altra banda, 

la identificació per MALDI-TOF MS pot veure’s influenciada per factors com el medi de cultiu o 

condicions de creixement, mètode d'extracció de proteïnes, la base de dades d'espectres de 

masses, però pot identificar de manera ràpida i fiable, i a baix cost els microorganismes viables, 

que permet un ús en rutina, però, els bacteris cultivables representen una fracció petita del 

microbioma global i per si sola podria subestimar la diversitat a l’aigua. 

Per tant, acoblar als indicadors microbiològics de la contaminació fecal la informació integrada 

de les eines proteòmiques i metagenòmiques, ens ha permès observar variacions de les 
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comunitats bacterianes en diferents condicions ambientals així com conèixer les condicions 

normals de funcionament del sistema i detectar anomalies no captades pels mètodes requerits 

per legislació. Així doncs aquestes tècniques ajuden a millorar la nostra comprensió sobre el 

funcionament i l'eficiència de les diferents etapes del tractament de l'aigua. Per exemple, gràcies 

a la seqüenciació massiva o metabarcoding es permet la detecció d’indicadors, patògens, i altra 

microbiota poc explorada cultivable i no cultivable en un mateix anàlisi. També, MALDI-TOF i 

metabarcoding permeten la observació de canvis en l'estructura de les comunitats bacterianes 

a temperatures elevades, o la reducció de Proteobacteria al llarg dels tractaments i la presència 

de gèneres resistents a l’aigua potable (Cyanobacteria o Firmicutes) que a priori no haurien de 

ser perjudicials per a la salut ni afectar a les propietats de l’aigua, des de que la informació dels 

indicadors ens ha aportat una seguretat en quant al consum. De fet, la legislació vigent també 

contempla l’anàlisi de microcistines (toxines de Cyanobacteria) a l’aigua tractada de la sortida 

de l’ETAP. Així doncs aquesta microbiota podria tenir un paper important en mantenir la 

bioestabilitat a l’aigua i per tant, conèixer-la mitjançant una aproximació holística és important 

per a una millor gestió integral de la qualitat de l'aigua davant d’un escenari de canvi climàtic i 

ús integral dels diferents recursos hídrics (OneWater) per mitigar els riscs que podrien 

comprometre la qualitat de l'aigua. 

Perspectives futures en quant a la utilitat d’aquestes eines 

La gran versatilitat d’aquestes eines pot derivar en nous estudis en que podrien resultar de gran 

utilitat per a la traçabilitat de les poblacions bacterianes per les empreses implicades en la gestió 

de l’aigua i en particular per AGBAR podrien aplicar-se en els següents àmbits: 

• Anàlisi de les comunitats bacterianes a la xarxa de distribució de Barcelona que rep 

diàriament una composició d’aigua potable d’orígens diferents (aqüífers Besòs i Llobregat, 

superficials Llobregat i Ter, i dessalinitzadora). 

• Avaluació de l’impacte en les comunitats bacterianes a les etapes de decantació i filtració per 

sorra per l’imminent canvi d’operativa planta a l’ETAP de SANT Joan Despí mitjançant la 

dosificació de permanganat potàssic a l’entrada de la decantació i reducció de dosificació de 

diòxid de clor que es preveu tingui un impacte positiu en la qualitat de l’aigua. 

• Estudi de les comunitats bacterianes i les seves funcions metabòliques als pous de l’aqüífer 

del Llobregat amb recàrrega d’aigua filtrada pel filtre de sorra (Projecte Queen)  

• Estudi de la viabilitat de les comunitats bacterianes per tècniques de metagenòmica 

mitjançant l’ús de marcadors de viabilitat com el propidi monoazida (PMA) que s’uneix i 

inactiva l'ADN lliure i cèl·lules tenen les parets danyades impedint la seva amplificació i 

seqüenciació. 
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• Creació d’una llibreria MALDI-TOF MS amb espectres de Cyanobacteria. 

• Estudis de metabolòmica de les principals poblacions dominats a l’aigua potable com 

Cyanobacteria (ex. per confirmar que no són productores de toxines) i Bacillus (ex. per 

determinar si poden presentar factors de patogenicitat). 

• Estudi dels biofilms a les etapes de tractament i a la xarxa de distribució 

• Determinar la concentració de taxons d’interès, com els majoritaris segons metabarcoding a 

l’aigua potable, quantificant per PCR quantitativa per tal de disposar d’indicadors de procés 

quantificables. 

• Generar dades de metabarcoding i integrar-les per desenvolupar models basats en 

intel·ligència artificial (IA) , emprant tècniques d'aprenentatge automàtic que interpretin les 

dades de seqüenciació, per exemple identificant un grup de marcadors genètics que 

expliquin la variació de les comunitats en el microbioma de l'aigua potable, i que en 

combinació amb dades fisicoquímiques dels processos, permeti desenvolupar models 

predictius de distribució espacial i la dinàmica temporal de les comunitats bacterianes 

d'aigua potable per facilitar vigilància de la qualitat de l'aigua. 
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Les conclusions generals dels diferents estudis realitzats a la present tesi doctoral són: 

 

• S’ha optimitzat una metodologia per tal de crear una llibreria de perfils proteics 

d’espectrometria de masses MALDI-TOF de bacteris relacionats amb l’aigua que 

complementa la base de dades (llibreria) original, donada la seva limitació d’espectres de 

soques d’origen ambiental. L’ús conjunt ha millorat substancialment els resultats 

d’identificació. 

• La tecnologia MALDI-TOF MS ha permès la identificació de soques bacterianes aïllades de 

mostres d’aigües de diferents orígens i destaca per la seva notable especificitat, rapidesa i 

facilitat d’ús que permet fer-ne ús en rutina als laboratoris de microbiologia d’aigües i 

empreses de subministrament d’aigua. Cal tenir en compte però que per a fer estudis de 

biodiversitat amb un nombre elevat de soques, el procediment i el resultat s’alenteix.  

• S’han ajustat els processos de concentració de biomassa per les diferents etapes de 

tractament de l’ETAP per l’estudi de la seva microbiota amb l’ús de filtració per membrana 

i per ultrafiltració DEUF de grans volums de mostra. El volum i la metodologia de 

concentració de les mostres d’aigua és essencial per a una correcta representativitat de la 

matriu real. 

• El mètode DEUF ha permès concentrar grans volums d’aigua de diferents matrius de l’ETAP 

mostrant una millor sensibilitat en la detecció d’indicadors de contaminació fecal, i 

conseqüentment permetent calcular una reducció més gran al llarg de les etapes. 

Tanmateix ha permès obtenir la biomassa adequada (també en les mostres clorades) 

requerida per la seqüenciació.  

• S’ha definit un procés d’extracció d’ADN per a totes les matrius de l’ETAP i que permet ser 

aplicat en mostres d’aigua clorada i amb poca quantitat de biomassa per estudis de 

seqüenciació massiva. L’extracció d’ADN ha de permetre obtenir una quantitat i qualitat 

suficient dels àcids nucleics de la microbiota present a les mostres. 

• L’aigua potable ha complert la normativa d’aigües de consum pel que fa als indicadors de 

contaminació fecal i recompte d’heteròtrofs. Malgrat això les poblacions d’heteròtrofs han 

mostrat canvis a nivell taxonòmic no detectats amb els paràmetres microbiològics de la 

normativa actual. 

• La caracterització per MALDI-TOF MS de les poblacions bacterianes cultivables de l’ETAP 

de Sant Joan Despí al llarg del procés de potabilització d’aigua han mostrat el següent patró: 
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Proteobacteria i Bacteroidota dominant totes les etapes amb excepció de l’aigua potable 

on s’ha observat un domini de Firmicutes, concretament de Bacillus, que ha resistit tots els 

tractaments. 

• La caracterització de la totalitat de les poblacions bacterianes de l’ETAP per 

metabarcoding (seqüenciació massiva) de la regió variable del fragment V4 del gen 16S 

ARNr ha permès observar: Proteobacteria, Bacteroidota i Bdellovibionota dominant totes 

les etapes amb excepció de l’aigua potable on s’ha observat Cyanobacteria en un clar 

domini del sistema, concretament d’Obscuribacteraceae. 

• La utilització de les dues tècniques (MALDI-TOF MS i metabarcoding) ha permès una 

caracterització en profunditat de la microbiota a l’ETAP, ja que ambdues tècniques s’han 

mostrat complementàries. 

• Totes les etapes de tractament tenen una gran diversitat observada tant per MALDI-TOF 

MS com per metabarcoding. De manera global s’ha observat una disminució de la 

biodiversitat als processos de desinfecció com la dioxicloració de la decantació, 

l’ozonització i la cloració final a l’aigua potable i un augment de diversitat en els filtres de 

sorra i de carbó.  

• S’ha observat una influència de la temperatura en quant a l’abundància de bacteris 

heteròtrofs a les mostres de riu, ozonització i aigua potable que va augmentar 

significativament, així com en augment de la diversitat i canvis en la seva composició, 

especialment a la decantació i filtració per carbó. 

• Els processos de tractament han influït en la composició de la microbiota de l’aigua final, 

sobretot els processos de filtració i la cloració induint una forta pressió selectiva a favor 

dels grups resistents. 

• Per metabarcoding s’han detectat seqüències de gèneres patògens bacterians de 

transmissió hídrica al llarg dels tractament no detectables per MALDI-TOF MS ni pels 

mètodes regulats per la legislació. Aquestes han estat eliminades a l’aigua potable, amb 

excepció de baixes proporcions d’Aeromonas i Pseudomonas, demostrant l’eficàcia dels 

tractaments de potabització. 

• El coneixement de les comunitats bacterianes mitjançant l’ús conjunt de diverses 

aproximacions addicionals als paràmetres legislats, permet disposar d’una imatge global, 

conèixer possibles canvis deguts, entre altres, a la temperatura i a l’efecte dels tractaments, 

i en conseqüència, permet avançar cap a una millor gestió integral dels sistemes d’aigua 
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que es preveu de gran utilitat davant d’un escenari de canvi climàtic i ús integral dels 

diferents recursos hídrics (OneWater) que podrien comprometre la qualitat de l'aigua. 
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Afectacions de la tesi per la pandèmia del SARS-CoV-2  

A l’iniciar la pandèmia de la COVID-19, la comunitat científica reporta l’existència del virus en 

femta a elevades concentracions que aleshores, i tot i que en principi és un virus que no 

correspondria que fos infectiu per transmissió hídrica, encara no s’havia corroborat, i per tant 

no se sabia si podia tractar-se també d’un virus patogen de transmissió fecal-oral. El riu Llobregat 

a la vall baixa, com s’ha esmentat a la introducció, rep una aportació important d’aigua residual 

tractada. Per tal d’assegurar la innocuïtat de l’aigua potable, va ser necessari comprovar quina 

afectació podia tenir el virus del SARS-CoV-2 a l’ETAP mitjançant la seva detecció tant a la 

captació com a l’aigua potable. Pel que s’inicia ràpidament la posada a punt de tècniques de 

detecció del virus per RT-qPCR en col·laboració amb el grup de virus entèrics de la Universitat 

de Barcelona, així com una sèrie de mesures de protecció i avaluació de riscos biològics 

mitjançant equips de protecció individual o EPIs (tot i la limitació de disponibilitat que es tenia 

aleshores) pels treballadors de les plantes depuradores així com pel personal de recollida de 

mostres i tècniques d’anàlisi. Un cop es verifica que el virus no està present a les aigües de 

consum, i també mitjançant l’anàlisi de colífags somàtics, es posa en marxa a l’abril el projecte 

REVEAL (Suez) en col·laboració amb diferents institucions (acadèmia i empreses) autonòmiques, 

estatals i internacionals per tal d’avaluar l’impacte de la COVID-19 a les aigües residuals per 

assegurar la seva eliminació per l’alliberació segura al medi ambient, com es fa habitualment, 

així com el reaprofitament de fangs de les depuradores per finalitats agrícoles, construcció, etc. 

Durant aquest període, fruit de la col·laboració universitat-empresa mitjançant el doctorat 

industrial, vaig aturar la tesi doctoral temporalment durant 1,5 anys per tal de poder donar 

resposta a la situació pandèmica que requeria dels esforços de tots i que, amb els coneixements 

adquirits al llarg de la tesi, em va permetre participar activament en aquest projecte, que arrel 

que s’ha demostrat la correlació entre la concentració del virus en aigües residuals i la 

prevalença de la malaltia, actualment ha derivat en una vigilància epidemiològica periòdica 

mitjançant la detecció de la circulació del virus a les aigües residuals de les entrades de les 

depuradores principals de l’àmbit metropolità (Prat, Besòs, Montcada, Gavà i Sant Feliu), així 

com alguns col·lectors residuals municipals amb notificació de dades al departament de Salut i 

plataforma de seguiment de l’evolució del virus. Els resultats d’aquest projecte a l’inici de la 

pandèmia es troben publicats a l’apartat “altres publicacions” a la tesi doctoral.  
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1. Altres publicacions 

A continuació es detalla la següent publicació no inclosa en la tesi doctoral però realitzada 

durant el període de doctorat: 

 

Serra-Compte, A., González, S., Arnaldos, M., Berlendis, S., Courtois, S., Loret, J.F., Schlosser, O., 

Yáñez, A.M., Soria-Soria, E., Fittipaldi, M., Saucedo, G., Pinar-Méndez, A., Paraira, M., Galofré, 

B., Lema, J.M., Balboa, S., Mauricio-Iglesias, M., Bosch, A., Pintó, R.M., Bertrand, I., Gantzer, C., 

Montero, C., Litrico, X., 2021. Elimination of SARS-CoV-2 along wastewater and sludge treatment 

processes. Water Res. 202. https://doi.org/10.1016/j.watres.2021.117435 

 

“Elimination of SARS-CoV-2 along wastewater and sludge treatment processes” va ser publicat 

l’any 2021 a la revista Water Research. La revista es troba al primer decil (D1) i primer quartil 

(Q1) a totes les seves categories i disposa d’un factor d’impacte el 2020 de 11,236. 

 

L’estudi ha format part del projecte internacional REVEAL (co-fundat per Suez  i fons europeu de 

desenvolupament regional ERDF (EU) 2020) en el que la doctoranda ha participat activament en 

la coordinació dels mostreigs, el disseny experimental, desenvolupament i posta a punt dels 

protocols de bioseguretat, concentració de mostres, extracció d’àcids nucleics i detecció del 

virus per RT-qPCR, i ha col·laborat en la redacció i en les revisions de l’article. 
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Eliminació del SARS-CoV-2 al llarg dels processos de tractament de les 

aigües residuals i els fangs 

 

 

El virus del SARS-CoV-2 que ha causat la pandèmia mundial de la COVID-19, a banda d’aïllar-se 

de mostres respiratòries de pacients infectats, s’ha detectat també en femtes de pacients 

simptomàtics i asimptomàtics, fins el moment, en forma no infectiva. La presència del material 

genètic del virus a les aigües residuals ha estat observada arreu del món i ha posat de manifest 

la rellevància de la seva detecció com a sistema d’alerta primerenca en la vigilància 

epidemiològica de la COVID-19. 

Tot i que la via de transmissió fecal-oral és molt improbable, no hi havia evidències reportades 

sobre el risc d’infecció per SARS-CoV-2 als treballadors de les estacions depuradores d’aigües 

residuals (EDAR), així com el risc que suposava l’abocament de les aigües depurades tractades a 

l’ambient. L’efectivitat dels processos de depuració s’han mostrat efectius per l’eliminació de 

molts virus, no obstant la informació que es tenia en el moment sobre la reducció de SARS-CoV-

2 a les diferents etapes de les EDAR, era molt limitada. 

L’objectiu d’aquest estudi es va centrar en el rol de les EDAR per a l’eliminació del SARS-CoV-2 i 

la protecció dels rius on s’aboquen els efluents tractats.  

Per aquest treball 16 EDAR d’Espanya i França, amb incidència de SARS-CoV-2 a les respectives 

poblacions, es van mostrejar fins a un total de 164 mostres d’aigua residual no tractada (afluents 

entrada; mostra integrada 24h) i aigua tractada (efluents primari i secundari; 0,5L, i terciari; 20 

L) i 107 mostres de fangs no tractats (líquids: primari, secundari i mixt; 0,4L) i fangs tractats 

(sòlids: fangs deshidratats, digerit i digerit amb hidròlisi tèrmica; 100g). 

“Elimination of SARS-CoV-2 along wastewater and sludge treatment processes” 

Albert Serra-Compte, Susana González, Marina Arnaldos, Sabrina Berlendis, Sophie Courtois, Jean 

Francois Loret, Olivier Schlosser, Adela M. Yánez, Elena Soria-Soria, Mariana Fittipaldi, Gemma Saucedo, 

Anna Pinar-Méndez , Miquel Paraira, Belén Galofré, Juan M. Lema, Sabela Balboa, Miguel Mauricio-

Iglesias, Albert Bosch, Rosa M. Pintó, Isabelle Bertrand, Christophe Gantzer, Carlos Montero, Xavier 

Litrico 

Water Research (2021); 202, 117435, DOI: 10.1016/j.watres.2021.117435 
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La concentració de mostres d’aigua residual i fangs líquids van seguir tres protocols diferents 

segons el laboratori que processava les mostres: ultrafiltració amb Centricon 70 (Bertrand et al., 

2021) o amb Amicon Ultra (Balboa et al., 2021), o precipitació amb PEG 8000 (Hjelmsø et al., 

2017). En canvi, un únic protocol es va seguir per a l’elució dels fangs sòlids adaptant el protocol 

de la EPA/625/R-92/013 i  Hjelmsø et al., 2017. L’extracció de l’ARN de les mostres es va realitzar 

mitjançant l’ús de kits d’extracció manuals o bé automatitzats. 

La detecció i quantificació del SARS-CoV-2 es va realitzar per RT-qPCR dirigida a regions 

genòmiques, com ORF1ab i RdRp-IP4 (part de ORF1b), i subgenòmiques, com N i N1 

(nucleocàpsida), S (espícula) i E (envolta), analitzats conjuntament amb controls interns i externs 

d’amplificació per validar l’assaig, com l’ARNasa P humana, el virus de la gastroenteritis 

transmissible (TGEV, coronavirus porcí) o els fags RNA F específics del genogrup II.  

Addicionalment, es va realitzar un assaig interlaboratori entre els 5 laboratoris participants, que 

va permetre confirmar la fiabilitat dels resultats obtinguts i la idoneïtat dels mètodes analítics 

emprats per a la quantificació de l'ARN de SARS-CoV-2 en les mostres d’aigües residuals. 

Els resultats de les mostres dels afluents d’entrada a les EDAR es van comparar amb la taxa 

d’incidència de la COVID-19 a les àrees sanitàries corresponents. Es va observar una positivitat 

del 50,5% de les mostres amb incidència a la població entre 1 i 100 casos per 100.000 habitants, 

i amb un percentatge superior (89,5%) en les àrees que presentaven una incidència més gran a 

100 casos per 100.000 habitants, mentre que cap positivitat va ser detectada en l’escenari 

d’incidència inferior a 1 cas per 100.000 habitants. 

Respecte la detecció del SARS-CoV-2 als efluents dels tractaments de les EDAR, primari i 

secundari van eliminar l’ARN de virus al 76,7% de les mostres positives a l’afluent d’entrada, que 

suposa una reducció de 1,50 ± 0,80 logs, essent el tractament secundari per MBR el que va 

mostrar la millor efectivitat en quan la total eliminació, així com amb l’addicció de clor al 

tractament terciari on tampoc es va detectar cap positivitat (reducció de 1,97 ± 0,08 logs). 

En alguns casos, les concentracions en els fangs van ser més elevades que en les aigües. Els fangs 

no tractats van mostrar un 83% de mostres positives en els fangs primaris, i un 57% als 

secundaris. Respecte els fangs tractats, es va observar una elevada positivitat i superior als fangs 

no tractats, amb un 69% de mostres positives als fangs deshidratats, i un 71% als fangs digerits, 

indicant que l’eliminació de l’aigua en aquestes etapes contribueix a una major persistència de 

l’ARN del virus. L’únic tipus de fang on no es va detectar l’ARN de SARS-CoV-2, va correspondre 

al fang de digestió anaeròbica seguida d'una hidròlisi tèrmica, degut a les elevades temperatures  
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aplicades durant aquest tractament, permetent l'eliminació completa de l'ARN viral i per tant  

garantint la seguretat dels fangs per aplicacions d´ús agrícola. 

Addicionalment en una de les EDAR es va analitzar en paral·lel bacteriòfags F-específics d’ARN 

com a indicadors del SARS-CoV-2 a l’afluent, fang secundari i efluent del secundari, i es va 

observar una prevalença del fag superior al SARS-CoV-2 on fins i tot a l’efluent només es va 

detectar el fag, fet que fa que aquests virus siguin indicadors virals adequats per determinar la 

seva reducció al llarg dels processos de tractament. 

Com a conclusions principals, les EDAR van reduir significativament la concentració d'ARN de 

SARS-CoV-2 als processos de depuració, no obstant no es va produir una eliminació completa en 

tots els casos després del tractament secundari (excepte per MBR), ni en els fangs no tractats ni 

tractats (espessits i digerits), però si en el terciari així com en els fangs de digestió anaeròbica 

seguida d'una hidròlisi tèrmica. La presència del material genètic del virus no implica infectivitat 

però caldrien altres estudis per determinar l’estat infecciós en els efluents secundaris per 

verificar la seva nocivitat. 

 

 

 



ANNEXOS 

 

243 
 



ANNEXOS 

 

244 
 

 

  



ANNEXOS 

 

245 
 

 



ANNEXOS 

 

246 
 

 



ANNEXOS 

 

247 
 



ANNEXOS 

 

248 
 



ANNEXOS 

 

249 
 



ANNEXOS 

 

250 
 



ANNEXOS 

 

251 
 



ANNEXOS 

 

252 
 



ANNEXOS 

 

253 
 

Supporting Information 
 

Elimination of SARS-CoV-2 along wastewater and sludge treatment processes  

 

Albert Serra-Compte1*; Susana González1; Marina Arnaldos1; Sabrina Berlendis2; Sophie Courtois2; 
Jean Francois Loret2; Olivier Schlosser2; Adela M. Yáñez3; Elena Soria-Soria3; Mariana Fittipaldi3; 
Gemma Saucedo4; Anna Pinar-Méndez4; Miquel Paraira4; Belén Galofré4; Juan M. Lema5; Sabela 
Balboa5; Miguel Mauricio-Iglesias5; Albert Bosch6; Rosa M. Pintó6; Isabelle Bertrand7; Christophe 
Gantzer7; Carlos Montero1; Xavier Litrico8 

 

1Cetaqua, Water Technology Centre, Cornellà de Llobregat, Spain 

2Suez, Centre International de Recherche sur l’Eau et l’Environnement (CIRSEE), Le Pecq, France 

3Labaqua, Alicante, Spain 

4Aigües de Barcelona, Barcelona, Spain 

5CRETUS Institute, Universidade de Santiago de Compostela, Santiago de Compostela, Spain 

6University of Barcelona, Barcelona, Spain 

7University of Lorraine Lorraine, CNRS, LCPME, Nancy, France 

8Suez Groupe, Paris, France 



ANNEXOS 

 

254 
 

Material and Methods 

Sample processing  
 

Wastewater and liquid sludge samples obtained from French WWTPs were processed according to 

Bertrand et al. (2021). An ultrafiltration procedure was performed with a Centricon Plus-70 centrifugal 

ultrafilter with a cut-off of 100 kDa (Merck Millipore). The ultrafilter was washed with 60 ml deionized 

water by centrifugation at 1,500 x g for 15 min to remove trace amounts of glycine in accordance with 

the manufacturer’s recommendations. Two volumes of 50 mL wastewater were both filtered by 

centrifugation at 1,500 x g for 15 min. After each centrifugation step, the concentrate was recovered 

by inverting the system and applying centrifugation (1,000 x g for 2 min). The resulting concentrate’s 

volume was around 1.5 mL. A first washing step of the ultrafilter was done with 3.5 mL of deionized 

water and two additional washing steps were performed two times 5 min with 5 mL of lysis buffer. 

The 15 mL resulting lysis solution and sample was then purified with 15 mL phenol-chloroform-isoamyl 

alcohol (25:24:1 pH 7.8-8.2).   

 

For water sampling from the Spanish WWTPs (except Ourense), 500 mL of water were centrifuged at 

8,000 x g for 30 min previous addition of 62.5 mL of glycine buffer (0.05 M glycine, 3% beef extract, 

pH 9.6). Then, supernatant was filtered through 0.45 µm Polyethersulfone (PES) membrane filters. 

Subsequently, PEG 8000 (80 g/L) and NaCl (17.5 g/L) were added and incubated overnight at 4°C with 

agitation. Finally, after centrifugation at 13000 x g at 4°C during 90 min, pellet was resuspended in 1 

mL of Phosphate Buffered Saline (PBS) and stored at -80°C prior RNA extraction (Hjelmsø et al., 2017). 

In each set, a negative and positive sample were included as quality control of the process. The positive 

sample was prepared by adding non-infectious and replication deficient SARS-CoV-2 reference 

material (AccuplexTM SARS-CoV-2-SERACARE 0505-0133). The water samples obtained from Ourense 

WWTP were concentrated by ultrafiltration (Balboa et al., 2020). Briefly, 100 mL were gently 

centrifuged to remove large particles at 4600 x g during 30 min. Supernatants obtained were further 

concentrated by Amicon 15 mL 10 K centrifugal devices. A last step of buffer exchange was performed 

using phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4. For solid sludges, the procedure was as follows:180 mL of 

glycine/beef extract elute buffer were added to the wet sludge sample (wet sample amount 

equivalent to 6 g of dry weight), with a subsequent stir for 2h at 4°C. Then, the mixture was centrifuged 

at 8,000 x g for 30 min and the supernatant was filtered through 0.45μm PES membrane filters. After 

filtration, PEG 8000 (80 g/L) and NaCl (17.5 g/L) were added and incubated overnight with agitation 

at 4 °C, followed by a centrifugation at 13,000 x g for 90min at 4°C. The resulting pellet was 

resuspended in 1 mL of PBS and stored at -80 °C until RNA extraction. Regarding Ourense WWTP, 

sludge samples were analyzed according to Balboa et al., 2020.  
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Rincón de León WWTP (Alicante, Spain)
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Figure S1. SARS-CoV-2 quantification in the influent of the WWTPs monitored (orange dots) and 

COVID-19 reported cases in the corresponding area (blue dots) during sampling time. COVID-19 cases 

are reported per municipality in Spanish WWTPs and at department level for French plants.  

 

 

Table S2. SARS-CoV-2 concentration mean ± standard deviation for the different water and sludge 

treatment steps (cg/L log-transformed values). Log removal (mean± standard deviation) is provided 

for each treatment step.  

 

Influent concentration (log 
(copies/L)* 

Effluent concentration 
(log (copies/L)* log removal 

Water line 

Primary treatment 3.46±0.6 2.98±1.36 0.48±1.17 

Secondary treatment 3.66±0.7 2.1±0.3 1.5±0.8 

Tertiary treatment 3.97±0.08 <2 >1.97±0.08 

Water treatment technologies 

Activated sludge 3.29±0.67 2.26±0.47 1.03±0.59 

Activated sludge plus nutrient removal 3.65±0.68 2.28±0.70 1.37±0.72 

MBR 3.89±0.89 2.13±0.35 1.96±0.93 

Sludge line 

Thickened sludge 3.27±0.68 3.74±1.42 -0.47±1.20 

Digested sludge 3.25±0.86 3.41±1.50 -0.16±0.89 

Digested sludge plus thermal hydrolisis 3.69±0.27 <2 >1.69±0.27 
*For solid sludge samples the concentration is log (copies/Kg) 

 

 

Table S3 SARS-CoV-2 and F-specific bacteriophages concentration in Log (copies/L) at different steps 

of the water treatment process (mean± standard deviation, log values).  

 

SARS-CoV-2 concentration 
log (copies/L) 

F-specific bacteriophages 
concentration log (copies/L) 

Influent 4.26 ± 0.56 7.83 ± 0.26 

Activated sludge 3.23 ± 0.46 4.19 ± 1.90 

Effluent (after clarification) n.d. 2.94 ± 1.52 
n.d. not detected 
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