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RESUMO

Os microrganismos sao fundamentais a vida, tendo um papel relevante na manutencao e estabilidade ambiental e
na satde de animais e plantas. Ao contrario do que se pensava, estudos recentes em ecologia molecular demonstram

que a dimensio da diversidade microbiana na natureza é realmente vasta.

As estratégias tradicionais de isolamento e selecio de microrganismos tém garantido o desenvolvimento de varias
aplicagoes nas areas da satide, da agricultura, da industria e do ambiente. Com o desenvolvimento nos Gltimos anos
surgiram novas abordagens de trabalho, envolvendo metodologias de bioinformética e biologia molecular, que
permitem a andlise de microrganismos sem a necessidade de isolamento e cultivo em laboratério a partir do ADN

de amostras ambientais e da pesquisa destes dados genémicos em bases de dados especificas e publicas.

A biodiversidade existente representa uma fonte importante de recursos genéticos favoraveis ao avango da biologia
e da biotecnologia. O conhecimento e avaliagao do seu potencial nos ecossistemas contribuem para possiveis novas
aplicagoes, bem como para a melhoria da gestao dos recursos. As aguas subterraneas, designadamente as dguas mi-
nerais naturais (AMN), constituem ecossistemas com caracteristicas peculiares, que certamente proporcionam uma

riqueza de espécies notavel.

No nosso pais ocorrem AMN com particularidades interessantes, as quais foram atribuidas capacidades tinicas na cura
de certas doencas e na preservacao da vida. Tém sido alvo de estudo nas mais diversas areas cientificas, no entanto,

focam sobretudo a caracterizag¢do fisico-quimica das mesmas.
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A iniciativa estratégica da Direcao-Geral de Energia e
Geologia (DGEG), para a implementagao e desenvolvi-
mento do estudo metagenémico das AMN tem como
objetivo a melhoria do conhecimento, da exploragao e
da valorizacio deste recurso hidromineral, acreditando
no seu potencial. Neste Ambito surge o projeto Hidroge-
noma, liderado pela DGEG e financiado pelo POSEUR,
que procura investigar o microbismo natural de cada

AMN, correlacionando as caracteristicas geoldgicas,
microbiolégicas e hidrogeoquimicas contribuindo, desta
forma, para a defini¢do das valéncias terapéuticas destas
aguas com base no seu reconhecimento cientifico.
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OS MICRORGANISMOS E A SUA IMPORTANCIA
NO MEIO AMBIENTE

Os microrganismos sao essenciais para a vida, geralmente
nao os observamos e passam despercebidos, no entanto
existem naturalmente e estamos rodeados por eles.
Apesar de serem frequentemente associados a doencas,
estes seres microscopicos sao pecas fundamentais na
manuten¢do e estabilidade ambiental e na satde de
animais e plantas.

Tendo em conta a suaimportancia, a drea da microbiologia
dedica-se a identificacio, a caracterizagao e ao estudo do
metabolismo dos microrganismos, das suas relagbes com
o meio ambiente e com outras espécies. Os principais
grupos sdo: virus, bactérias, protozoarios, algas e fungos.

Sabe-se que, por um lado, estes seres vivos, podem ser
uteis, participando na fertilizagao do solo, na reciclagem
de certas substancias indesejaveis e na fabricagao de pro-
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dutos alimentares como o vinho, pdo, queijo e iogurte.
Por outro lado, também existem microrganismos pato-
génicos que podem causar doencas em seres humanos,
animais e plantas.

Todavia, de um modo geral, sao responsaveis pela
conversao de elementos fundamentais a vida - carbono,
azoto, oxigénio e enxofre — em formas acessiveis a outros
organismos vivos que, de outra forma, nao os conseguem
assimilar. Potenciam a capacidade fotossintética das
plantas, funcionando como adubo organico para estas
e ajudando na decomposi¢do das matérias organicas
depositadas no solo. Existem também microrganismos
fotossintetizantes, muitas vezes encontrados em algas
marinhas, responsaveis por grande parte da produgao
de oxigénio no ambiente (Nicolau, 2010).

No corpo humano, ha igualmente biliGes de microrganis-
mos benéficos, que ajudam no processo de digestiao e
absor¢ado de alimentos, na decomposi¢io de toxinas e na
eliminacdo de microrganismos causadores de doengas.

Em resumo, sdo os microrganismos que reciclam a
biomassa morta, sio a base das cadeias alimentares
e contribuem decisivamente para a composi¢do da
atmosfera. Portanto, fazem a diferenga no planeta vivo
que conhecemos hoje.

Para além das suas funcoes ja conhecidas, destacam-se
pela sua capacidade de viver em ambientes extremos
com temperaturas, pressoes e niveis de pH onde
nenhum outro organismo sobrevive. Desenvolvem
intimeras estratégias de sobrevivéncia, apresentando um
genoma apto para diversas respostas e transformagoes
bioquimicas, adaptando-se as alteracbes ambientais a
que sao sujeitos.

Desta forma, os microrganismos sao fonte de varias
tecnologias e métodos que melhoram a vida humana,
nomeadamente, a producdo de antibidticos, a biorre-
mediagao de poluentes no solo e na dgua, o aumento da
produtividade de determinadas culturas, a produgao de
biocombustiveis, a fermentacio e conservacao de variados
alimentos, a criagio de bases de dados para diagnéstico
de doencas e andlise forense.

Com o desenvolvimento verificado nos ultimos anos, na
area da biotecnologia a aplicacdo de microrganismos e
de sistemas biolégicos na producao de bens e servigos
tem sido notavel. O rapido desenvolvimento tecnolégico
e amelhor compreensao das relagdes entre microrganis-
mos especificos, os seus produtos e atividades, levaram
a sua utilizagdo em larga escala, como matéria-prima



abundante e de facil acesso, para a produgao e desen-
volvimento de bens de valor acrescentado, com impacto
navida do produtor e consumidor (Rosemary Neves dos
Santos, s.d.).

Na década de 90, sentiu-se o progresso da microbiologia
ambiental com o avango das técnicas moleculares e de
sequenciagao em massa, que proporcionaram a detecao
de microrganismos ndo identificados anteriormente,
apenas com os métodos da genética e biologia tradicional.
Inicialmente, estas areas foram direcionadas para a
compreensdo do papel de um gene em particular, ou
de uma proteina especifica num processo biol6gico
relevante, de modo a determinar a sua funcio ou

manipular a sua atividade e expressao (Campana, s.d.).

2

A analise de genomas €, sem davida, uma poderosa
ferramenta para explorar a variabilidade genética entre
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organismos, ou dentro de um em particular, e determinar
as relacoes evolutivas destes. O conhecimento da
sequéncia completa de ADN (4cido desoxirribonucleico)
de um determinado organismo, define a sua origem com
precisdo. Um dos principais desafios na comparagao de
genomas ¢ identificar os genes que codificam proteinas
e descobrir a fun¢do do maior nimero possivel.

As diferengas estruturais e bioquimicas das células,
conjuntamente com a analise molecular, baseada nas
sequéncias de nucleétidos e aminoacidos, levaram
a divisao dos seres celulares em trés dominios:
Bacteria (Eubactérias), Archaea (Arquebactérias) e
Eucarya (Eucariontes) (Figura 1). As bactérias sao seres
procariontes, sem nucleo organizado, pertencentes aos
dominios Bacteria e Archaea, enquanto que os fungos e
as plantas sdo seres eucariontes com nucleo organizado,
pertencentes ao dominio Eucarya (Nelson Lima, 2003).

FIGURA 1

Arvore filogenética com indicagdo dos dominios dos seres celulares
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A BIODIVERSIDADE E RIQUEZA DE ESPECIES

E, por definigdo, a variabilidade de vida no planeta
Terra, incluindo a variedade genética dentro das
populagoes e espécies, suas fungbes e interagdes nos
ecossistemas. Esta multiplicidade biolégica compreende

trés niveis principiais:
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- a diversidade genética, ou seja, a informagdo contida
nos genomas e respetivos componentes moleculares.

- a diversidade taxonémica, ao nivel da classificacio e
organizagdo hierarquica dos organismos, desde a espécie
até aos grupos mais elevados, e a variedade das suas

caracteristicas.

- a diversidade ecolégica, ao nivel das comunidades
presentes nos diversos ambientes.
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E dado protagonismo a diversidade microbiana,
pois é entre os microrganismos que mais se reflete
a biodiversidade. A avaliagdo do seu potencial nos
ecossistemas depende do conhecimento ja descrito
e permite criar uma base para um conhecimento
mais completo e enriquecedor, contribuindo para
desenvolvimentos biotecnolégicos futuros e para a
melhoria da gestao dos recursos naturais (Nelson Lima,

2003).

Na avaliagao da biodiversidade os microrganismos
sao agrupados de acordo com a estrutura celular
e macromolecular, o metabolismo de biossintese e
bioenergético e a resposta a fatores ambientais.

Este conceito envolve os seguintes parametros: riqueza
e equabilidade. Por um lado, a riqueza é a quantidade
de espécies existentes num dado meio, por outro
a equabilidade é a quantidade de individuos de
determinada espécie que ocorre num determinado local
ou amostra (Lueders, 2009).

As duas abordagens principais em estudos de
diversidade microbiana incluem andlises dependentes e
independentes de cultivo. Ambas permitem caracterizar
a diversidade de forma complementar. Apenas cerca de
1% dos microrganismos ¢ detetado em placas com meio
de cultura, devido as condicoes seletivas em funcio da
composi¢ao dos meios utilizados em laboratério. Por
outro lado, a abordagem independente de cultivo, como
a analise metagenémica, indica a predominidncia de
muitas espécies nao cultivadas.

A diversidade microbiana de uma comunidade pode ser
avaliada a partir do nimero de espécies encontradas
numa amostra, através da informacao obtida pela andlise
do metagenoma. Com esses dados podem-se construir
curvas de rarefagao, que permitem avaliar o tamanho
da riqueza de espécies amostradas, com o cédlculo do
nimero esperado de espécies em cada amostra, tendo
em conta amostras padrao. Através do uso de indices
de diversidade, é possivel dimensionar a riqueza, a
igualdade e a diversidade nos diferentes ambientes
estudados a partir de amostras (Lueders, 2009).

O indice de Shannon-Wiener (H’), expressa a importancia
relativa de cada espécie e nao apenas a propor¢ao entre
espécie e individuos (Figura 2). Tem como principio
que todas as espécies estdo representadas na amostra
recolhida, independentemente do seu tamanho. E
utilizado em situagdes em que a comunidade inteira
nao pode ser inventariada, recorrendo-se a técnicas
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de amostragem. Para além de ser vastamente utilizado
em varios estudos, este cilculo é sensivel as espécies
exclusivas (raras) e as variagbes nas abundancias entre
espécies diferentes. Geralmente, os valores variam entre
1,5 e 3,5 (Jérome Sueur, 2008).

FIGURA 2

Formula de calculo do Indice de Shannon-Wiener

d ni
H' = —Zpi In pi, em que pi =N
i=1

sendo ni o nimero de individuos da espécie i,

S on.2deespécies e N o n.? de individuos total da amostra.

AS COMUNIDADES MICROBIANAS NOS
ECOSSISTEMAS DE AGUAS SUBTERRANEAS

Cerca de 97% de toda a d4gua existente no planeta Terra
¢é agua salgada e apenas 3% ¢é agua doce. Esta tltima
subdivide-se em 77% na dgua retida em glaciares e
icebergs, 22% na agua subterranea e os restantes 1% na
agua superficial (rios, lagos, solos, atmosfera). Entre as
aguas subterraneas e as dguas superficiais existe grande
interagao.

Quando a 4gua subterranea encontra uma formacio
geolégica com capacidade para armazenar e ceder
agua, origina um reservatorio, também designado por
aquifero.

Designa-se de aquifero livre, toda a formagao geoldgica
de caracteristicas permedveis, parcialmente saturada de
agua, confinada na base por uma camada impermeéavel
ou semipermeavel e em que o nivel da dgua estd a
pressao atmosférica. O aquifero designa-se de confinado
quando, por sua vez, a formacao geolégica é permeavel
e totalmente saturada de agua, limitada no topo e na
base por camadas impermeaveis, estando a agua a uma
pressdo superior a pressido atmosférica (Figura 3).



Adaptado de Ferreira, José.
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FIGURA 3

Representagdo de aquiferos livres e confinados
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Disponivel em: https://images.app.goo.gl/4S2RkPFeYVdusExq7.

A microbiologia subsuperficial associada ao desenvolvi- demonstrou a clara presenga de microrganismos ubiqui-
mento de técnicas de amostragem asséptica, no processo tarios nestes ambientes abaixo da superficie (Figura 4).
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FIGURA 4

Esquema do fluxo de dgua superficial e subterranea,
com a indicagao da distribuigao de diferentes grupos microbianos
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Adaptado de DAE-Bauru, 2014.
Disponivel em: https://images.app.goo.gl/Z1i4PUWIHKP5hbSGS.
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Nas tltimas décadas, a investigagdo microbiolégica siste-
matica para o estudo das dguas subterraneas, sensibilizou
para a importancia da microbiota dos aquiferos no fun-
cionamento do préprio ecossistema, incluindo a provisao
de dgua potavel e a degradacdo de contaminantes.

Nos aquiferos, em condigbes favoraveis, os microrga-
nismos nativos podem degradar naturalmente uma
percentagem significativa de poluentes (p. ex. solventes
halogenados), sem qualquer interven¢do humana. Para
acelerar estes processos naturais pode-se recorrer 2 in-
troducao de aceitadores de eletroes (p. ex. oxigénio) ou
de nutrientes que estimulem a a¢ao microbiana.

Neste contexto, a interacao entre plantas e microrganismos
pode ter um forte contributo na biorremediagdo e
manutengdo de solos e 4guas subterraneas, promovendo
a degradagao de certos compostos indesejaveis.

A variabilidade das comunidades microbianas nas
aguas subterraneas é realmente vasta. Cerca de 40%
da biomassa procariota na Terra encontra-se neste
ecossistema, no entanto permanece ainda pouco
explorada. A compreensao dos padrées da biodiversidade
e respetiva relacdo com as condi¢des ambientais nestes
ecossistemas, tém sido foco de pesquisa com recurso a
técnicas complementares e mais recentes.

Apesar do conhecimento da biodiversidade em
habitats intactos ser escasso, existem ja estudos das
comunidades microbianas em aquiferos contaminados,
com aplicagdo quer das técnicas de cultivo, quer
moleculares. Abordagens mais exigentes, com analises
estatisticas rigorosas complementares, sdo necessarias
para averiguar se a baixa diversidade dos aquiferos
oligotroficos, isto é, pobres em nutrientes, ¢ o resultado
da baixa abundéncia ou da resolucdo insuficiente dos
métodos atualmente aplicados (Lueders, 2009).

A pesquisa de microrganismos, o estudo da sua funcio-
nalidade e ligacdo com o meio onde se inserem, pode
indicar a importancia destes seres vivos nos processos
biogeoquimicos e respetiva envolvéncia no ecossistema.
Certas mudangas nas condi¢ées ambientais podem afe-
tar a diversidade microbiana, assim como mudancas na
biodiversidade podem influenciar o fluxo de energia e
matéria nesses mesmos habitats.

As 4guas subterraneas tém reduzida disponibilidade
de carbono organico, e portanto, nestas condigoes, sao
desprovidas da capacidade fotossintética. As comunida-
des microbianas nos aquiferos sao, geralmente, hetero-
tréficas, adaptadas a ambientes pobres em nutrientes,
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e litoautotroéficas. Os heterotroficos utilizam compostos
organicos, enquanto os litoautotréficos sao capazes de
fixar o diéxido de carbono, obtendo energia através de

compostos inorganicos como dadores de eletroes.

Neste tipo de ambientes pobres em carbono e nutrientes,
a maioria dos procariotas em aquiferos formam
biofilmes, onde se ligam para melhor sobreviverem
nestas condig¢oes, construindo neste contexto nichos
ecol6gicos mais resistentes.

O ntimero total de bactérias encontradas nas dguas sub-
terraneas pode variar entre 10% e 10° de células por cm?
de agua e incluem Bacteria, Archae, Protozoa. Através de
técnicas de cultura ja foram detetados membros dos filos
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria e Firmi-
cutes. Por sua vez, as técnicas independentes de cultivo,
permitem investigar novas comunidades microbianas
naturais, incluindo os aerébios organoheterotréficos,
nitrificantes, oxidantes de enxofre e bactérias redutoras
de ferro e de sulfato (Lueders, 2009).

AS AGUAS MINERAIS NATURAIS E O SEU MI-
CROBISMO

No nosso pais ocorrem aguas com particularidades muito
interessantes, as quais, desde tempos remotos, foram
atribuidas capacidades tinicas na cura de certas doengas
e na preservacao da vida. Por esta razao, ao longo dos
anos, a composi¢io destes recursos hidrominerais tem
sido alvo de estudo nas mais diversas areas cientificas,
no entanto, estes estudos centraram-se sobretudo na
caracterizagdo fisico-quimica das dguas.

As Aguas Minerais Naturais (AMN) sdo recursos naturais
formados sob condig¢oes geoldgicas especificas. Uma
agua mineral natural é, segundo a Lei n°® 54/2015, de
22 de junho, uma “agua bacteriologicamente propria,
de circulagdo subterranea, com particularidades
fisico-quimicas estaveis na origem dentro da gama de
flutuagoes naturais, de que podem resultar eventuais
propriedades terapéuticas ou efeitos favoraveis a satide” .

De acordo com a legislagao portuguesa em vigor para
as AMN, a grande caracteristica distintiva deste recurso
hidromineral, relativamente as aguas de nascente e as
aguas comuns de uma dada regido, € a sua estabilidade,
ainda que “dentro de uma gama de flutuagdes naturais”.
Esta estabilidade advém do facto destas aguas possuirem

uma circulagdo profunda, lenta, em que os fenémenos


https://dre.pt/application/conteudo/67552498

de interacao agua-rocha sdo muitas vezes da ordem das
dezenas a milhares de anos, proporcionando aguas com
uma composi¢do quimica bem definida e especifica.

A'sua distribuigdo no pais é desigual, verificando-se uma
maior concentragiao na zona norte e centro, justificada
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principalmente pela divisdo de Portugal em dreas com
caracteristicas geologicas e estruturais distintas. Tendo
em conta a ocorréncia de AMN, Portugal pode ser
dividido em duas grandes areas hidrominerais (Figura 5).

FIGURA 5

Tipo de utilizagio das AMN por concessio e com respetiva localizagdo geogrdfica
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Na primeira area, localizada na regido Norte do
Macigo Hespérico, a ocorréncia e circulagio das dguas
¢é controlada por falhas profundas, envolvendo fluidos
gerados em profundidade, em processos metamorficos
e/ou magmaticos. Ocorrem nesta area as aguas sulfareas
sédicas e aguas gasocarbonicas:

* As aguas sulfiireas sédicas caracterizam-se pelo cheiro
a “ovos podres”, ou seja, na sua maioria, pela presencga
de formas reduzidas de enxofre, elevado teor em silica,
em fldor na forma iénica e valores de pH elevados.
Estas 4guas merecem especial atencao, pelos seus efeitos
anti-inflamatérios e antipruriginosos;

* As dguas gasocarboénicas sdo geralmente classificadas
como hipotermais, com mineralizacoes elevadas (>1 g/L),
concentragoes de fltor superiores a 1 mg/L, e altos niveis
de CO,. Sao habitualmente do tipo bicarbonatas sédicas,
com excec¢do das aguas de Melgago, que apresentam
facies hidroquimica bicarbonatada calcica.

Na segunda area, localizada no Centro e Sul de Portugal,
as aguas minerais sdo influenciadas principalmente
pelos processos de dissolugdo da rocha, embora o
controlo estrutural tenha também influéncia. Na
Zona Centro-Ibérica existem aguas que apresentam
baixos valores de mineraliza¢io, que resultam, na sua
maioria, da circulagio de aguas meteéricas através de
fissuras existentes nas rochas graniticas e em formagoes
quartziticas.

Consoante as suas caracteristicas, uma AMN pode ter
como tipo de aproveitamento o termalismo, o engarra-
famento e a geotermia, podendo estas atividades serem
simples ou mistas. De realcar que estas aguas podem
igualmente ser utilizadas conjuntamente com cosméticos
ou em substitui¢do destes, com técnicas de aplicacao
externa e interna (banhos, pulverizac¢oes, nebulizacoes,
irrigagoes e ingestao) em espagos termais.

As AMN sao controladas e monitorizadas microbiolo-
gicamente, ao nivel da captacdo, nos parametros
regulamentados na Portaria n.° 1220/2000, de 29 de
dezembro, sendo efetuada a pesquisa continua de
parasitas e microrganismos patogénicos (ap6s 48h a 37°C
e ap6s 72h a 22°C), de Escherichia coli e outros coliformes,
de estreptococos fecais, de anaerdbios esporolados
sulfito-redutores e de Pseudomonas aeruginosa.

Contudo, nos casos em que a temperatura de emergéncia
¢é superior a 60°C (p. ex. Caldas de Chaves, Vizela e
S. Pedro do Sul), acredita-se que os microrganismos
existentes possam ser outros, para além dos pesquisados
por rotina, de acordo com a legislagao.
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Por outro lado, no caso das dguas engarrafadas, a data

de validade do produto engarrafado é meramente

indicativa, pois ndo existe nenhum estudo que revele
“ : 9 z .

o “envelhecimento” da dgua mineral natural ao longo

do tempo.

Pelas razoes enumeradas, hi cada vez mais a necessidade
de conhecer estas 4guas como uma unidade biolégica
dinamica. Para além de um recurso resultante
da interagao 4dgua-rocha, é também consequéncia
da propria composi¢cao ao nivel do microbismo.
Contrariamente aos pressupostos do passado, os sistemas
hidricos subterraneos sao, progressivamente, vistos como
ecossistemas. A aplica¢do das técnicas e ferramentas de
biologia molecular permitirdo desmistificar informagao
sobre a estrutura e dinamica de comunidades microbianas
e suas relagdes com agua e rocha, revelando também a
descoberta de populacoes de microrganismos capazes
de sobreviver em condigbes adversas de temperatura,
pH e potencial Eh.

De facto, as AMN constituem um patriménio nacional
de valor incontestavel, constituindo uma mais-valia
econémica considerdvel para a regiao onde se inserem,
por estarem associadas a atividades de satide e bem-estar
— o termalismo e o engarrafamento — consideradas
“amigas do ambiente” e potenciadoras do crescimento
turistico.

Avalorizacdo destes recursos geolégicos, como produtos
distintivos e diferenciadores, nos quais se incluem as
aguas minerais engarrafadas, as aguas termais e os
geoprodutos (p. ex. biogeleias, lamas) pode reforcar e,
mesmo, revolucionar a competitividade dos prestadores,
permitindo um maior desenvolvimento do setor que
representam.

Para conservar a sustentabilidade destes recursos
hidrominerais, como ecossistemas inicos € inimitaveis,
o conhecimento, a caracterizagdo e a preservagao das
populacdes microbianas autéctones que constituem
o microbismo especifico de cada agua mineral, bem
como a sua correlacio com os efeitos benéficos para a
saide, sdo fatores fundamentais para o avanco cientifico
e a exploragdao mais sustentidvel dos mesmos, quer
através da sua aplicagdo em termas, quer através do seu
acondicionamento e comercializa¢do enquanto produto
engarrafado.

O objetivo de aprofundar a ciéncia e melhor compreender
estas aguas, com caracteristicas tao peculiares, conduziu
a um projeto multidisciplinar, englobando as vertentes
da hidrogeologia, da microbiologia e da geoquimica, no
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fundo, um estudo “hidrobiogeoquimico”. Este projeto
inovador propoe estudos e ensaios experimentais que
permitem a avaliacdo dos beneficios terapéuticos e a
identificacdo de possiveis aplicagdes industriais que
potenciem estes recursos geolégicos. Estas pesquisas
assentam em metodologias e novas abordagens
de biologia molecular e bioinformdtica, como a
metagenémica e transcriptomica, que abrem portas a
investigacao do potencial biotecnolégico do microbismo
natural destes recursos.

A METAGENOMICA COMO FERRAMENTA DE
ESTUDO

A abordagem metagenémica permite proporcionar
o conhecimento da biodiversidade e distribuicao
dos microrganismos comumente e excecionalmente
encontrados nas aguas minerais naturais, assim como
a pesquisa de genes e vias metabdlicas presentes nesses
locais, gerando acesso aos recursos genéticos e, dessa
forma, permite o isolamento e estudo de determinados
microrganismos e populagdes microbianas de interesse.
A metagenémica, associada a técnicas de microbiologia
tradicional, amplia a capacidade cientifica de averiguar
os beneficios desses microrganismos, permitindo
entender como funcionam e do que sdo capazes de fazer,
expondo o papel das comunidades microbianas no ciclo

e evolugao da vida.

Na pratica, é novidade, na medida em que envolve
a analise gendmica simultinea das comunidades de
microrganismos presentes num determinado ambiente,
por técnicas independentes de cultivo. Viabiliza um
novo acesso ao “mundo microbiano”, uma vez que, a
grande maioria destes seres microscépicos nao pode
ser cultivada no laboratério e, portanto, nao pode ser
estudada com os métodos cldssicos da microbiologia e
ecologia ambiental. Esta ferramenta fornece informacao
genética sobre a capacidade metabdlica e funcional da
comunidade microbiana, para a descoberta de novos
produtos. A metatranscriptéomica identifica os genes
que sa0 ou Ndo expressos € a metaproteémica permite
a caracterizacao funcional da comunidade microbiana
(Torsten Thomas, 2012).

Desta forma, recorrendo a este tipo de técnica molecular
é possivel avaliar a populagdo microbiana presente
numa amostra de AMN recolhida, permitindo obter
dados sobre a atividade microbiana, através da andlise
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gendmica e da transcriptémica, das relagoes filogenéticas
entre os microrganismos identificados, delineando a
estrutura representativa das comunidades caracteristicas

destes ambientes.

Assim, os microrganismos até entao desconhecidos,
podem ser identificados nas AMN e finalmente poder-
-se-a dar resposta a legislacao, no sentido de se saber “em
que consiste o microbismo natural das dguas minerais
naturais?” e provar cientificamente, e nao apenas
empiricamente, quais os efeitos globais dos beneficios
para a satde que nos sdo veiculados pela utilizagao
diversa das AMN.

O ESTUDO METAGENOMICO DAS AGUAS
MINERAIS COMO NOVA VISAO ESTRATEGICA
PARA O PAIS

A iniciativa da Direcdo-Geral de Energia e Geologia
(DGEG) para a implementacao e desenvolvimento deste
estudo metagenémico tem como principal objetivo a
melhoria do conhecimento deste recurso hidromineral,
tendo em vista a sua melhor gestao, exploragao e

valorizacao.

Pretendendo-se dar uma nova visdo estratégica as
AMN, os fatores estratégicos (Figura 6) que levam a
DGEG a implementar este projeto sao a valorizagio da
inovagdo, a aposta no termalismo associado a satde, o
crescimento do turismo e desenvolvimento regional, a
naturoterapia - cosmética como dreas em ascensio no
setor € a geotermia como resposta energética renovavel

ainda pouco explorada.

FIGURA 6
Os fatores que levaram a DGEG a implementar

o projeto Hidrogenoma

INOVAGAO

GEOTERMIA
TERMALISMO
2 DESENVOLVIMENTO
COSMETICA REGIONAL
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INOVACAO

Atualmente, ha falta de dados cientificos fundamentais
para o esclarecimento de algumas das potencialidades
destes recursos, ja utilizados desde a antiguidade.
Desta forma, considera-se um estudo inovador, tanto
pelos setores de atividade envolvidos, como pela sua
abrangéncia na amostragem, dado que inclui todas as
AMN do territdrio nacional utilizadas no engarrafamento
e termalismo.

Destaca-se também pela pratica de métodos laboratoriais
recentes, assentes em metodologias de biologia molecular
e bioinformatica — a metagenémica e a transcriptémica
— vastamente aplicados no ambito da microbiologia
ambiental.

Além disso, Portugal sera pioneiro na obten¢io de um
estudo que contempla a investigacao e o reconhecimento
do microbismo natural de todas as AMN com dupla
vertente, quer no aumento do conhecimento dos sistemas
de circulagao subterraneos das AMN, quer na valorizagao
da exploragao sustentada destas.

TERMALISMO E SAUDE

Até a data, as valéncias terapéuticas das AMN foram
definidas de uma forma empirica, ou estabelecidas de
acordo com o quimismo das aguas. Pretende-se agora que
cada agua mineral natural usada nas termas nacionais
passe a sua proépria identidade, o seu préprio codigo de
barras.

Ambiciona-se comprovar, quais sdo as indicagoes
terapéuticas de cada AMN usada neste setor, permitindo
que cada utente se possa deslocar a estancia termal mais
adequada para o seu proposito, passando os beneficios
para a saide a ter também uma base cientifica. Tal
situacdo, nao sé promove o aumento da procura
continuada deste tipo de tratamento, como alternativa ou
complemento a muitos dos problemas de satide sentidos
pela populacdo, como também contribui fortemente
para a credibilizacdo do termalismo portugués e,
consequentemente, para a expansao desta atividade.

O termalismo conhecido, desde ha séculos, como um
meio de cura de determinadas enfermidades, aliado
as causas do processo de recuperagdo aprovadas pela
ciéncia, poderd ser considerado um meio terapéutico
ainda mais eficaz, possibilitando a diminuigao gradual
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nao s6 do recurso a produtos farmacéuticos, mas também
da ocupagao de camas nos hospitais e, consequentemente,

dos custos dos tratamentos médicos mais comuns.

TURISMO E DESENVOLVIMENTO REGIONAL

Portugal tem, indubitavelmente, um enorme potencial
hidrolégico, quer pelo nimero de estancias termais de
que dispoe, quer pela diversidade de tipos de agua, e
ainda pela ampla distribui¢io geografica destes. Estas
sao razoes suficientes para se apostar no termalismo,
reforgadas com a definigao dos efeitos terapéuticos sob
um ponto de vista quimico e bioldgico.

O crescimento do setor turistico, associado a esta
atividade e a divulgagao de novas valéncias neste setor,
proporcionando “experiéncias sensoriais” apelativas,
onde se incluem atividades e preocupagbdes variadas
com o bem-estar, cuidados de beleza e estética e
opgcoes de lazer e relaxamento, origina, neste contexto,
oportunidades de negécio e de investimento atrativas

que geram riqueza para o pais.

Esta abordagem estratégica global para o desenvolvimento
sustentado das AMN, vai permitir impulsionar o
termalismo portugués como produto chave para o
desenvolvimento socioeconémico das regides nacionais,
gerando novos postos de trabalho, contribuindo também
para a dinamica e o aumento da densidade populacional

em zonas mais interiores e desertificadas do pafs.

NATUROTERAPIA E COSMETICA

O meio ambiente é constituido por diversos elementos
(rochas, solos, dguas e ar), cujas interagdes entre si
podem ser benéficas para o Homem, animais e plantas.
Ao longo dos tempos os tratamentos naturais tém sido
alvo de maior atencao, nomeadamente a hidroterapia, a
crenoterapia, entre outras terapias que envolvem a dgua
termal sob a forma de banhos, pulverizagoes, ingestdo

ou inalagio.

Neste ambito, destaca-se o uso das AMN e de geoprodutos
(p- ex. biogeleias) para fins medicinais e cosméticos,
surgindo novos produtos naturais de valor acrescentado
com propriedades especificas, que podem assumir

uma importancia acrescida no mercado nacional e



internacional, com a valorizagao da naturoterapia que
também promove o turismo termal.

O conhecimento do microbismo natural das AMN
podera permitir isolar determinados microrganismos
e, a partir deles, criar produtos diferenciadores e
inovadores para uso cosmético, dermatolégico ou, até
mesmo, farmacéutico, o que constituira uma mais-valia
para os utilizadores.

GEOTERMIA

O estudo metagenomico das 4guas minerais possibilitara
alcangar informagao mais detalhada sobre as pressoes
e temperaturas existentes nos reservatérios, o que
proporcionard explorar com outro detalhe o sistema de
circulagao destas aguas.

Por conseguinte, pode-se determinar a que profundidade
e temperatura as dguas circulam, permitindo inferir se
serd possivel captar dguas com temperaturas elevadas que
perspetivem a produgao de energia elétrica, ou seja, a
existéncia de recursos de alta entalpia em profundidade.

O PROJETO-PILOTO DO HIDROGENOMA

Em 2010 a DGEG foi promotora de um estudo
multidisciplinar das AMN utilizadas no termalismo,
englobando as vertentes da hidrogeologia, microbiologia
e geoquimica. Para a realizacdo deste projeto, foi
contactado o Departamento de Biotecnologia do
Instituto Nacional de Recursos Biol6gicos, atualmente
designado por Instituto Nacional de Investigagao Agraria
e Veterindria, I.P. (INIAV), para a realizagao de anélises
ao ADN das AMN, previamente selecionadas.

Em primeiro lugar foram selecionadas as AMN utilizadas
em termalismo, ndo sé pelo facto de apresentarem
temperaturas mais elevadas, como também por serem
utilizadas na pratica termal, onde ha maior necessidade
de definicao das respetivas vocagoes terapéuticas.
Destas, escolheram-se apenas 10 AMN (Figura 7),
organizadas em “grupos tipo”, de acordo com o seu perfil
hidrogeoquimico e temperatura de ocorréncia.

Ap0s o trabalho de campo para a colheita destas aguas,
foram realizadas andlises microbiolégicas tradicionais
e o estudo da metagenémica, permitindo analisar as
relacoes existentes entre as caracteristicas geolégicas,
quimicas e microbiolégicas das mesmas.
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FIGURA 7
Representagao grdfica da localizagdo
das 10 dguas minerais naturais estudadas em 2010
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Para cada uma das AMN incluidas neste projeto-piloto,
foi efetuada uma ficha com uma breve descricao dos
microrganismos e graficos representativos dos principais
grupos taxondmicos e respetiva filogenia, através da
andlise do ADN extraido das amostras recolhidas. A
detecdo apenas do ADN nao permitiu distinguir os
microrganismos vivos e os mortos, o que, no entanto,
ja é possivel através da determinacdo do ARN (acido

ribonucleico).

Este projeto preliminar permitiu reunir dados reve-
ladores sobre a riqueza microbiolégica das AMN,
mostrando, por exemplo, a existéncia de bactérias
com capacidade antibacteriana e antioxidante. Neste
contexto, surgiu a necessidade de prosseguir com este
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estudo metagenémico, abrangendo todas as AMN do
territério nacional e avancando também com a anilise
da viabilidade dos microrganismos e a determinagéo das
relacoes entre eles, de maneira a melhor caracterizar o
meio onde se inserem e correlacionar com a composi¢ao

fisico-quimica de cada uma das aguas, respetivamente.

HIDROGENOMA - O ESTUDO DO MICROBISMO
NATURAL DAS AGUAS MINERAIS NATURAIS
(AMN): DA TEORIA A PRATICA

O objetivo de conhecer o microbismo natural de cada
AMN conduziu ao projeto HIDROGENOMA, liderado
pela DGEG e financiado pelo POSEUR (Projeto
POSEUR-03-2215-FC-000001 - Montante: € 1.156.278,12
— Duracao: 2016/2019), que visa o aprofundamento do
conhecimento destas aguas, pela identificacao da
biodiversidade microbiana e quantificagao comparativa
das comunidades presentes nas 4guas em estudo, assim
como as relacoes de interacio dessas comunidades com
o meio geolégico onde se inserem, de forma a evidenciar
possiveis propriedades que potenciardo a valorizagdo
deste recurso natural do dominio publico do Estado.

O INIAV, LP. é a entidade a quem foi adjudicada a
realizacdo das analises de metagenémica, constituindo

um parceiro fundamental para o bom sucesso do

projeto, desde a fase de amostragem, até a obtengao
dos resultados.

Foram contempladas cerca de 80 AMN neste projeto.
Para a realizagdo da andlise metagenémica de cada
uma destas dguas, foram recolhidas a boca da captagao
quatro amostras ao longo dos dois anos (2017 e 2018),
propositadamente em duas épocas distintas (primavera e
outono), subdividindo-se os procedimentos laboratoriais
em quatro parcelares, cada um com duas fases, a
primeira referente a recolha de amostras e a segunda
para o estudo genémico das mesmas, perfazendo um
total de 8 fases com uma determinada sequéncia de
etapas, de acordo com os esquemas seguintes (Figura 8,
Tabela 1 e Figura 9).

FIGURA 8

Esquema representativo dos parcelares (1, 2, 3 e 4) e fases respetivas
(F1, F2, I3, F4, F5, F6, F7 ¢ F8) do Projeto Hidrogenoma

Parcelar 2
F3+F4

Parcelar 1
F1+F2

Parcelar 4
F7 + F8

Parcelar 3
F5 + F6

TABELA 1

Parcelares, fases e procedimentos, em campo e laboratorio,
da metodologia adotada para o estudo do hidrogenoma das AMN

. Processo de filtragio e extragdo dcidos nucleicos

. Isolamento e contagem de microrganismos vidveis a temperatura de emergéncia

. Quantificagdo e qualidade do ADN Total extraido

Parcelar Fase Procedimento
1. Desinfecio e colheita
1 " II::; 2. Controlo de qualidade da dgua
/ 3. Caracterizagio edafoclimatica
\ 4. Quantificagio e qualidade do ADN "Total extraido
2 _ Ei 5. Identificacdo dos organismos presentes
B 6. Caracterizagdo dos hidrogenomas
1. Desinfecio e colheita
> F5 2. Controlo de qualidade da dgua
3
4
5
6

. Identificacéo dos organismos presentes

7. Caracterizacio dos hidrogenomas
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FIGURA 9

Representagao da metodologia da metogendmica para o estudo do microbismo de wma comunidade
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Todos os procedimentos de desinfecdo e colheita foram
realizados de acordo com as indicacoes da DGEG e
acompanhadas pelo diretor técnico de exploragao de cada
AMN e/ou pelo concessionario ou por representantes por
este designados. As condigoes técnicas da colheita foram
registadas e classificadas, tendo, em diversas situagoes,
sido apresentadas pelo INIAV sugestoes de melhoria as
condigoes encontradas.

O controlo de qualidade da 4dgua das amostras foi
efetuado através da contagem de microrganismos viaveis
e da determinagao dos indicadores de qualidade da d4gua
conforme a legislagao em vigor (Portaria n.° 1220/2000,
de 29 de dezembro).

Para a caracterizagio edafoclimatica o INIAV elaborou
diagramas ombrotérmicos, partindo das fichas e mapas
de referéncia da DGEG com a localizacao das captagoes
e cruzamento da informacao espacial a nivel nacional
com a carta litolégica, a carta de altimetria, a carta de
precipitacdo e a carta de temperaturas, bem como, com
os dados de base do Sistema Nacional de Informacio
de Recursos Hidricos (SNIRH) das estagdes climaticas
proximas das captagoes.

Segue-se a quantificacao do ADN total por fluorimetria,
para avaliar o rendimento de cada hidrogenoma
e prosseguir para as etapas seguintes, de modo a
minimizar os fatores de interferéncia na analise genémica
consequente. Para tal, foi também avaliado o efeito das
variaveis (quimismo, temperatura de emergéncia e pH)
através da analise entre o rendimento obtido para o ADN

e as variaveis ambientais determinadas.

Planeamento do estudo
Amostragem
Fracionamento amostra
Extracdo DNA
Sequenciagao
Montagem
Anotacdo
Analises estatisticas
Armazenamento de dados

Divulgagdo e partilha

Procedeu-se ao isolamento e contagem de microrganismos
viaveis a temperatura de emergéncia, realizou-se a
caracterizagao microbiol6gica, morfologica e bioquimica
dos microrganismos isolados e validados, por reagao em
cadeia da polimerase (PCR) identificando-se o género e
a espécie respetiva.

Para a identificacdo dos organismos presentes nas res-
petivas AMN procedeu-se a preparacao das bibliotecas
de sequéncias metagenémicas de ADN, com marcadores
moleculares selecionados. Posteriormente, para ampli-
ficar os fragmentos de ADN especificos de cada amos-
tra efetua-se a Sequenciagao de Nova Geragao (NGS),
cujas sequéncias produzidas passam por um processo
de alinhamento e assemblagem, na tentativa de obter
sequéncias longas e de facil anotacdo sem incertezas,
recorrendo a sofiwares de bioinformatica que comparam
os resultados obtidos com as sequéncias registadas em
bases de dados de acesso publico. Por consequéncia, sao
determinadas as afiliacbes taxonoémicas, a analise da
diversidade e a estrutura dos hidrogenomas, respetiva-
mente (INIAV, 2019).

A caracterizacao dos hidrogenomas das AMN e a
composicao das populacdes microbianas é realizada por
meio da preparagao da seguinte informacao:

v' As espécies exclusivas mais abundantes com valores
superiores a 100 hits.

v' As bactérias exclusivas com base na afiliagio
taxonémica por género e/ou espécie com valores

superiores a 10 hits.
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v" As bactérias mais abundantes por grupo taxonémico
(reino, filo, classe, ordem, familia, género e espécie) por

agua mineral natural.

v' A determinacdo da diversidade de espécies nas
amostras colhidas através do Indice de Shannon-Wiener
(Figura 2).

A partir desta identificagdo da biodiversidade microbiana
e quantificacido comparativa das comunidades presentes
nas AMN, pretende-se efetuar o estudo das relagdes de
interagao dessa comunidade com o meio geolégico onde
se inserem, podendo, deste modo, ser efetuada uma
melhor protecao dos recursos através do relacionamento
do quimismo natural das AMN com os microrganismos
presentes, permitindo igualmente aprofundar o
conhecimento geolégico dos sistemas aquiferos e dos
ambientes naturais onde se localizam.

Neste contexto, foi estabelecida uma parceria com a
Synege, uma empresa especializada em consultoria e
projetos nas dreas da engenharia, geologia e energia
para, em colaboragao com a DGEG, realizar o estudo
das relagoes existentes entre as caracteristicas geologicas,
microbiolégicas e hidrogeoquimicas das AMN.

A intervengdo da Synege no desenvolvimento deste
projeto é essencial na avaliacdo do contexto geolégico,
hidrogeolégico e hidroquimico de cada uma das
concessoes hidrominerais. Pretende-se obter informacao
mais detalhada sobre pressoes e temperaturas existentes
nos varios reservatorios, para melhor entender o sistema
de circulacio das AMN, debrucando-se concretamente
sobre as seguintes acoes:

1) Estudo dos modelos conceptuais dos sistemas
aquiferos.

2) Correlagao agua/rocha/microrganismos para cada
uma das AMN analisadas.

3) Avaliacao de pressoes e temperaturas existentes
nos varios reservatorios.

Por fim, pretende-se relacionar o quimismo natural
das AMN com os microrganismos presentes, ou seja,
correlacionar as possiveis interagoes entre as comunidades
microbianas identificadas e o meio geol6gico respetivo.

Este estudo metagenémico surge como uma necessidade
de conhecer as AMN como um todo, permitindo
relacionar a identifica¢do dos grupos microbianos
representativos e o seu papel em cada uma das AMN,
como unidades biolégicas dindmicas com material
genético Gnico.
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A diversidade microbiana destas dguas representa
um reservatério inexplorado de novos genes e vias
metabodlicas que podem desempenhar um papel
fundamental na sattde ambiental e humana, bem como,
noutras aplicagdes de interesse econémico.

Esta caracterizacao pioneira torna-se assim mais
completa, quando correlacionada com a composigao
fisico-quimica das AMN, de modo a definir e perceber
cientificamente o impacto do microbismo existente
neste tipo de aguas e, de que forma, se podem associar
estes dados com as vocagdes terapéuticas e beneficios
estritamente relacionados com as aplicacoes atuais e
respetiva exploragao.

CONCLUSAO: O POTENCIAL DO CONHECI-
MENTO DAS AGUAS MINERAIS NATURAIS
(AMN) NO RECONHECIMENTO DAS SUAS
VOCACOES TERAPEUTICAS

A descoberta dos primeiros antibiéticos incentivou a
pesquisa de microrganismos com atividades suscetiveis
de ser exploradas industrialmente. Naturalmente,
sucedeu a necessidade de explorar novos fenémenos
biol6gicos com potencial aplicacdo, resultando na
procura e otimizagdo das estratégias de rastreio, para
alcancar habitats peculiares e microrganismos pouco
estudados, utilizando novos critérios de selecio.

O tipo de atividade ou o agente terapéutico pretendido
determinam os microrganismos a selecionar. Neste
contexto, recorre-se a “reinvestigagdo” usando novas
técnicas para o estudo de grupos de microrganismos ja
conhecidos, mas menos analisados.

De facto, a grande diversidade de organismos com
potencialidades biotecnolégicas que tém vindo a ser
objetivo de estudo nos tltimos anos, sao seguramente
consequéncia de técnicas de rastreio inovadoras aliadas
a abordagens interdisciplinares.

As aplicacoes do estudo do hidrogenoma das AMN, po-
dem englobar nao s6 a identificagao de genes funcionais
e de novas vias metabdlicas, como também a determina-
¢do da estimativa da diversidade microbiana e respetiva
caracterizacdo. Permite avaliar estas comunidades como
um todo e compreender a dindmica destas populagoes
no recurso hidromineral.

Através da identificagio de novas espécies, pode-se obter
novos produtos com interesse econémico, conforme a



capacidade metabélica respetiva, bem como a descoberta
de novos genes que possam codificar novas enzimas e
proteinas de interesse para diversas areas de aplicagao,
tais como a agricultura, a satide e a medicina e a
bioenergia.

A agua e os solos s3o recursos naturais vivos. Embora
a interagdo 4dgua-rocha seja muito importante para a
defini¢ao das valéncias terapéuticas das aguas minerais,
devemos também investigar o seu microbismo natural,
pois os microrganismos existentes também terao a sua
contribuicdo. Nesse sentido, o estudo do hidrogenoma
das AMN podera contribuir para a redefinicao das
indicacoes terapéuticas das mesmas.

Consequentemente, este estudo proporciona o avango e
contributo cientifico sobre este tipo de recursos naturais,
e uma oportunidade Gnica de negécio e de investimento
no pais para o desenvolvimento do setor turistico,
associado a atividade termal nacional que permitira
a exploragao sustentada dos recursos hidrominerais e
crescimento socioeconémico e demografico de regioes

do territério nacional.

“O que sabemos é uma gota; o que ignoramos é um
oceano”. Isaac Newton.
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