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Prefacio

A agua é um bem indissociavel a existéncia de vida no
nosso planeta. Ela faz parte do seu patriménio e tem uma
influéncia determinante na formagao da atmosfera, no clima
e em todos os seres vivos. A agua que nos permite sobreviver
com qualidade é a agua potavel. Os processos naturais que
permitem obter 4gua com essas caracteristicas sao lentos,
frageis e muito limitados e por isso devem ser geridos
com racionalidade, precaucao e parcimoénia. Cada cidadao
encerra em si uma responsabilidade primordial de contribuir
para a sua protecdo e valorizacéo, tendo em consideracao
gue a vulnerabilidade da agua e dos seus ciclos naturais €
a propria vulnerabilidade do planeta que habitamos e dos
seres humanos enquanto espécie.

Estes principios, escritos de outra maneira, constituem o essencial da “Declaracao Universal
dos Direitos da Agua”, publicada pela ONU em 22 de marco de 1992. Sao estes principios
gue a Direcado Geral de Energia e Geologia (DGEG) também segue nas suas atribuicoes e
competéncias, em particular, 0 seu compromisso em “promover e participar na elaboragéo
do enquadramento legislativo e requlamentar adequado ao desenvolvimento das politicas
dedivulgagdo, prospegdo, aproveitamento, protegcdo e valorizagdo dos recursos geologicos,
incluindo recursos (..), hidrogeoldgicos [..]"

No caso portugués, a defesa e promocéao da sustentabilidade, preservacéao e diferenciacao
das Aguas Minerais Naturais e de Nascente est4 associada & excecional qualidade das suas
aguas, a qual deve ser divulgada junto da sociedade e dos cidaddos. De facto, Portugal
€ dos paises mais ricos do mundo em agua mineral natural e 4gua de nascente, pela sua
guantidade, variedade e qualidade. Provenientes de aquiferos protegidos e localizados
no subsolo, as dguas minerais naturais e as aguas de nascente sao produtos unicos, de
elevada qualidade e de forte ligacédo a natureza.

O presente trabalho, realizado pela DGEG em colaboragédo com outros parceiros, intitulado
“Hidrogenoma - Uma Nova Vis&o Estratégica para as Aguas Minerais Naturais”, foi financiado
pelo Programa Operacional da Sustentabilidade e Eficiéncia no Uso de Recursos (POSEUR)
e visa o aprofundamento do conhecimento de um recurso dominial, a agua mineral natural,
através da identificacdo dos microrganismos presentes, da determinacdo do ADN e ARN,
identificando os que estdo vivos e as relacdes existentes entre si e retirando informacéao
sobre o meio onde se inserem.
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Mas 0s seus objetivos ndo se limitaram a este aspeto. O trabalho também pretendeu ajudar
aimpor o termalismo em Portugal como um setor de atividade de grande importancia a nivel
local, regional e nacional, acrescentando estudo e evidéncias cientificas que podem ajudar a
determinar e a apurar as caracteristicas das 4guas minerais naturais, para além de critérios
meramente empiricos ou apenas baseados na composi¢ao quimica das aguas.

Este maior conhecimento da microbiologia das aguas minerais naturais leva a uma melhor
gestdo, exploracéo e valorizacdo deste recurso. A investigacdo que durou cerca de dois
anos e meio, estudou cerca de 80 aguas minerais naturais do territorio nacional, usadas
em termalismo e em engarrafamento, proporcionando uma analise mais profunda as
caracteristicas de cada uma delas.

Apesar de ser um trabalho de equipa, ndo posso deixar de realcar a dedicacdo e
profissionalismo da Dra. Carla Lourenco, Diretora de Servigcos de Recursos Hidrogeoldgicos
e Geotérmicos da DGEG, determinante para os resultados e sucesso deste trabalhol

Lisboa, dezembro de 2019

Joao Bernardo
Diretor-Geral da DGEG
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Prefacio

A Direcdo Geral de Energia e Geologia (DGEG) é a entidade

publica que exerce as funcdes de autoridade nacional nos

dominios da energia e dos recursos geoldgicos, Nos quais se

enguadram as Aguas Minerais Naturais.

No ambito da tematica dos recursos hidrominerais, sabemos

gue No NOSSOo pais ocorrem aguas com particularidades muito

interessantes, razdo pela qual estas aguas foram, ao longo

dos anos, alvo de estudo nas mais diversas areas cientificas.

O mesmo se passou com a DGEG que, ao longo dos anos,

efetuou varias estratégias e iniciativas tendo em vista o

aprofundar do conhecimento deste recurso geoldgico.

O projeto Hidrogenoma, liderado pela DGEG e cofinanciado

pelo POSEUR, procura investigar o microbismo natural de cada Agua Mineral Natural,

correlacionando as caracteristicas geoldgicas, microbiologicas e hidrogeoquimicas.

Pretendendo-se dar uma nova visdo estratégica as Aguas Minerais Naturais, os fatores

impulsionadores que conduziram a implementacao deste projeto sao:

- avalorizagdo da inovacao,

- a aposta no termalismo associado a saude,

+ 0 crescimento do turismo e desenvolvimento regional,

+ a naturoterapia - cosmética como areas em ascensao no setor

e a geotermia como resposta energética renovavel ainda pouco explorada.

Trata-se de um estudo pioneiro que, consideramos, trara resultados que servirdo de base a:

- identificacéao,

- caracterizacédo e

- 3individualizacdo de cada uma das Aguas Minerais Naturais, por forma a que cada uma das
aguas minerais naturais possa ter uma identidade propria, uma “impressao digital” unica.

A iniciativa estratégica da DGEG, para a implementacdo e desenvolvimento do projeto

Hidrogenoma tem como objetivo a melhoria do conhecimento, da exploracao e da valorizagao

deste recurso hidromineral, considerando todo o seu potencial.

Lisboa, dezembro de 2019

Cristina Lourenco
Subdiretora-Geral da DGEG
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Apresentacao

A Direcdo de Servicos de Recursos Hidrogeolégicos e
Geotérmicos (DSRHG) tem como estratégia aprofundar o
conhecimento dos recursos hidrominerais e geotérmicos,
numa otica de promoc¢ao, gestao e valorizagao destes recursos
geologicos, contribuindo, desta forma, para o desenvolvimento
dos diversos setores de atividades associados aos mesmos.
Pretendendo ir mais além do conceito de qualidade e
monitorizacdo dos recursos hidrominerais, com base no
controlo dos parametros fisico-quimicos e indicadores
bacteriolégicos, considerou-se ser fundamental criar uma
estratégia para obter um conhecimento mais profundo das
Aguas Minerais Naturais, na tentativa de encarar cada Agua
Mineral Natural como um ecossistema onde intervém, nao apenas 0s processos de interacao
agua-rocha, mas também os processos aliados a interagdo destes com o microbismo natural de
cada uma.

Com o projeto Hidrogenoma, deu-se mais um passo para melhor conhecer as Aguas Minerais
Naturais, ao estudar-se os contributos das comunidades microbianas nas caracteristicas
e particularidades de cada uma destas aguas, 0 que permite controlar a qualidade das
mesmas de forma mais critica, bem como avaliar, sob outra perspetiva, o tipo de utilizacdo
que as mesmas atualmente tém e poderao vir a ter. Trata-se de um estudo pioneiro que traz
resultados inovadores que vao contribuir, certamente, para a caracterizacao e individualizagéo
de cada uma das Aguas Minerais Naturais. Temos, no entanto, plena consciéncia de que este
estudo corresponde apenas ao inicio de uma nova abordagem para o conhecimento destes
recursos geoldgicos. Sabemos que ha necessidade de prosseguir os estudos iniciados com
este projeto, com a realizacdo de outras analises e pesquisas. O desafio esta lancado, pelo que
fazemos votos para que, em conjunto com o concessionario de cada Agua Mineral Natural,
se possa dar mais um passo em frente no aprofundamento do conhecimento do microbismo
natural destas aguas, de particularidades tao excecionais e unicas.

Com o presente livro pretende-se divulgar os resultados do projeto Hidrogenoma, sendo de
salientar que tal so6 foi possivel em virtude de uma equipa unida e coesa, da qual fazem parte,
entre outros, 0os concessionarios e os diretores técnicos, que, sem excegoes, e desde 0 inicio,
se prontificou a colaborar, e a guem deixo 0 meu agradecimento.

Lisboa, dezembro de 2019

Carla Lourenco
Diretora de Servigos de Recursos Hidrogeoldgicos e Geotérmicos da DGEG
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PORQUE INVESTIGAR O MICROBISMO
NATURAL DAS AGUAS MINERAIS NATURAIS

Em Portugal existe uma vasta diversidade
de &guas reconhecidas como Aguas
Minerais Naturais (AMN), para as quais,
desde a antiguidade, foram atribuidas
capacidades Unicas no tratamento e
prevencgao de certas doengas, bem como
na promocao da saude e bem-estar.

Por esta razdo, ao longo dos anos, a
composicao destas aguas tem sido alvo de
interesse no ambito de diversas areas de
estudo e setores de atividade, no entanto,
focado essencialmente na caracterizacao
fisico-quimica das mesmas.

As AMN sao recursos geoldgicos formados
sob condi¢cdes geoldgicas especificas,
definidos segundo a Lei n° 54/2015, de 22
de junho, como “aguas bacteriologicamente
proprias, de circulagao subterranea, com
particularidades fisico-quimicas estaveis
na origem dentro da gama de flutuacdes
naturais, de que podem resultar eventuais
propriedades terapéuticas ou efeitos
favoraveis a saude”. De acordo com a
legislagdo nacional em vigor, distinguem-
-se das aguas subterrédneas da regiao
onde se localizam pela estabilidade dos
seus parametros fisico quimicos, ainda
gue “dentro de uma gama de flutuacdes
naturais”. Esta estabilidade advém do facto
destes recursos hidrominerais possuirem
uma circulagdo profunda, por vezes durante
dezenas a milhares de anos, em gque 0s
fendmenos de interacdo agua-rocha dao
origem a aguas com uma composicao
guimica propria, bem definida.

A distribuicdo das AMN em Portugal
Continental € desigual, havendo maior

Hidrogenoma

ocorréncia deste tipo de aguas na zona
norte e centro do pais, o que é devido
sobretudo as caracteristicas geoldgicas e
estruturais que caracterizam o territorio.
Estas aguas fazem parte do patriménio
nacional e representam uma mais valia
econdmico-social consideravel para a
regiao onde se inserem, dado que o tipo
de aproveitamento que proporcionam

(o termalismo, o engarrafamento e a
geotermia) tem impacto nas areas da saude
e bem estar, do ambiente, do turismo

e da energia, consoante as respetivas
particularidades.

Tendo em conta a utilizagdo destes
recursos nos setores do termalismo e do
engarrafamento, as AMN sao controladas
e monitorizadas microbiologicamente,

ao nivel da captacao, nos parametros
regulamentados na Portaria n.° 1220/2000,
de 29 de dezembro, sendo efetuada

a pesquisa continua de parasitas e
microrganismos patogénicos, como
indicadores microbiolégicos de qualidade.
No entanto, acredita-se que existem
naturalmente outros microrganismos
caracteristicos destas dguas, com
beneficios ainda por descobrir. No caso
do termalismo, principalmente nas AMN
em que a temperatura de emergéncia é
superior a 60°C, admite-se que possam
existir microrganismos interessantes, ndo
detetados com os métodos de pesquisa
atualmente utilizados. Por outro lado, no
caso do engarrafamento, a data de validade
do produto € meramente indicativa, pois
nao ha nenhum estudo que revele o
“envelhecimento” da dgua engarrafada ou



da variagao da composicao fisico-quimica e
bacterioldgica, ao longo do tempo.
Contrariando alguns pressupostos do
passado, 0s sistemas hidricos subterraneos
s&o, cada vez mais, vistos como
ecossistemas dinamicos. Os recentes
avanc¢os no dominio da microbiologia, em
particular no que se refere a microbiologia
molecular, tém revelado a presenca de
populacdes microbianas em condigcoes
extremas de temperatura e pH. Estas
técnicas e ferramentas moleculares tornam
possivel a ampliagcado do potencial de estudo
da biodiversidade microbiana e inferir

sobre a geogquimica de compostos. Uma
vez otimizadas, permitem a geracéo de
informacdes importantes sobre a estrutura
e funcéo das comunidades microbianas e
das suas relacdes com a agua-rocha.

Por estas razdes, conscientes da variedade
microbiana que possa existir nas AMN,
bem como da importancia que esta

possa ter no funcionamento do proprio
ecossistema, surgiu a necessidade de
aprofundar os estudos deste tipo de aguas,
na area da microbiologia, e associa-los

ao conhecimento ja adquirido e mais
consolidado da geologia e da componente
fisico-quimica, promovendo um projeto
multidisciplinar que proporcionara um
avango no saber e entendimento destes
recursos hidrominerais, visando ndo so6

a melhoria do seu aproveitamento, mas
contribuindo também para o progresso
desta éarea.

A biodiversidade do planeta Terra inclui a
diversidade de ecossistemas e ambientes,
a diversidade de comunidades, populacdes
e espécies, bem como a variabilidade
genética contida nos genes das diferentes
espécies que refletem a respetiva riqueza
e multiplicidade ecoldgica. A agua e 0s

solos s&o recursos naturais vivos, uma
fonte biologica inesgotavel essencial a
Vida e parte da biodiversidade que nos
rodeia. Embora a interagcdo agua-rocha
seja fundamental para a compreensao
deste recurso geoldégico e para a definicao
das valéncias terapéuticas das AMN, nao
menos importante € a investigacao do seu
microbismo natural, que teré naturalmente
0 seu papel neste contexto.
Consequentemente, o estudo destes
recursos hidrominerais, conciliando as
vertentes da geologia e da microbiologia,
podera dar origem a oportunidades de
negocio e de investimento Unicos no pais,
tendo em vista o desenvolvimento do setor
turistico associado a atividade termal,

a exploragdo mais sustentavel destes
recursos e o crescimento socioecondémico
e demografico das regides do territorio
nacional onde estas d4guas ocorrem.

O projeto Hidrogenoma é sustentado
pelos seguintes pilares (Figura 1): a
inovacao, a promog¢ao dos setores de
atividade associados as AMN (termalismo,
engarrafamento e geotermia), a saude,

0 turismo e desenvolvimento regional,

a valorizacao e integracao das areas da
cosmeética e farmacéutica.

O fator inovacao baseia-se no alcance

de novos contributos, fundamentais

para o esclarecimento de algumas das
potencialidades dos recursos hidrominerais
utilizados ha milhares de anos. Considera-
-se este projeto um estudo inovador, tanto
pelos setores de atividade envolvidos,
como pela abrangéncia da amostragem,
dado que foi direcionado para todas as
AMN de Portugal Continental, utilizadas
maioritariamente no termalismo e

no engarrafamento, mas também na

Uma Nova Vis&o Estratégica para as Aguas Minerais Naturais
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Figura 1 - Fatores chave para a implementagéo do projeto Hidrogenoma.

geotermia. Destaca-se também pela
pratica de estudos e ensaios laboratoriais
assentes em metodologias de biologia
molecular e biocinformatica recentes - a
metagenomica e a transcriptomica -
amplamente aplicados no ambito da
microbiologia ambiental. Portugal sera
pioneiro no desenvolvimento de um
estudo que contempla a investigacdo e o
reconhecimento do microbismo natural
das AMN, procurando o aumento do
conhecimento dos sistemas de circulagéo
subterraneos destas aguas e a valorizacao
da respetiva exploragcao sustentada.

Pretende-se também contribuir para o

fortalecimento do setor do termalismo, pela
definicdo de novas indicacdes terapéuticas

Hidrogenoma

para as AMN, baseadas no conhecimento
do seu microbismo natural.

O termalismo é conhecido desde ha
séculos e utilizado como meio de cura de
determinadas enfermidades, promovendo
a saude e 0 bem-estar dos seus utentes.
No entanto, as indicagdes terapéuticas

de cada AMN tém sido definidas de forma
empirica ou baseadas apenas no respetivo
guimismo. O conhecimento do microbismo
natural de cada AMN sera um passo em
frente no sentido em que as indicagoes
terapéuticas e os beneficios para a

saude passam a ter, também, uma base
cientifica. Cada agua tera uma identidade
propria, 0 seu “codigo de barras’, e uma
vocagao unica para o tratamento de



certa(s) doenca(s). Cada utente podera
passar a deslocar-se a estancia termal
mais adequada ao seu caso proprio. Este
fator aliado ao potencial hidrogeoldgico de
Portugal, quer pela diversidade de tipos
de agua, quer pelo numero de estancias

termais existentes no pais, vira, certamente,

reforcar o interesse e o desenvolvimento do
setor do termalismo portugués.

Acredita-se que o setor turistico associado
ao termalismo, podera crescer com base
no novo significado deste tipo de aguas,
cujas novas valéncias dardo origem ao
desenvolvimento de novas atividades e
experiéncias mais apelativas nas areas de
salde e bem estar, de beleza e estética,
de lazer e relaxamento, que proporcionam
o desenvolvimento regional onde estes
espacos e a exploracdo dos recursos se
instalam, gerando riqueza para o pais.

Por outro lado, o estudo metagenomico
das AMN podera ser um inicio para a
obtencgdo de mais conhecimento sobre o
sistema de circulagao destas aguas, em
especial sobre as pressoes e temperaturas
existentes nos reservatorios, o que sera
util a exploracao do recurso na vertente

da geotermia. Por exemplo, podera ser
possivel, a partir da existéncia de certos
microrganismos, inferir a ocorréncia, a
determinada profundidade, de recursos de
alta entalpia que perspetivem a producgao
de energia elétrica, ou de baixa entalpia
para aplicacbes em balneoterapia, ou em
sistemas de agquecimento com recurso a
bombas de calor.

O projeto atribuira igualmente valor ao
produto engarrafado destas aguas e
potenciara novas aplicacdes nas areas da
cosmética, farmacéutica, entre outras. O

uso das AMN e de geoprodutos para fins
medicinais e dermocosmeéticos a partir de
aguas termais, esta em crescente expansao
e pode dar origem a novos produtos naturais
com propriedades especificas, com impacto
no mercado nacional e internacional,
valorizando a naturoterapia que também
potencia o turismo termal. O conhecimento
do microbismo natural das AMN portuguesas
podera permitir a detecao e isolamento de
determinados microrganismos capazes

de produzir compostos de interesse com
propriedades benéficas e relevantes para
este tipo de produtos dermatologicos,
cosmeéticos ou mesmo farmacéuticos.

Uma Nova Vis&o Estratégica para as Aguas Minerais Naturais
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BREVE INTRODUCAO E CONCEITOS

Os microrganismos sao fonte natural

de inUmeras enzimas com possiveis
aplicagoes industriais viaveis, bem como
de diversos outros produtos de interesse
biotecnolégico (Marco Filho, 2010). O
conhecimento acerca da diversidade
microbiana das AMN, bem como do
potencial bioldgico associado, € escasso

e inexplorado, sendo subestimado apenas
com a pratica de métodos de microbiologia
tradicionais. Partindo do principio de que
estas aguas sao também constituidas por
diversos microrganismos, surge a principal
guestao “Que microrganismos vivem
naturalmente nestas aguas e qual o seu
papel nestes ambientes?”. Para responder
a esta e outras perguntas, é necessario
estudar a gendmica estrutural e funcional
destas aguas, recorrendo a plataformas de
sequenciamento de nova geracao (Next
Generation Sequencing, NGS) (Mayra de
Carvalho, et al., 2010).

Neste contexto, investigar a composicao
das comunidades bacterianas naturais
das AMN, através de uma abordagem que
permita a identificacédo dos organismos
presentes, a caracterizagao dos
hidrogenomas respetivos e a analise da
diversidade taxondmica é um desafio
atrativo. O primeiro passo sera gerar dados
sobre a estrutura destas comunidades
(gendmica) e procurar possiveis genes
funcionais (transcriptémica), relacionados
com o tipo de aproveitamento atual

destas aguas e beneficios associados

(p. ex. valéncias terapéuticas no caso do
termalismo) ou até para o desenvolvimento
de produtos de valor acrescentado

Hidrogenoma

(farmacos e cosméticos) ou outras
aplicacbes na area alimentar ou pratica
agricola (p. ex. fertilizantes biolégicos,
processos de biorremediacéo). Para
alcancar este proposito, nao so sera
necessario recorrer a técnicas tradicionais
de isolamento e caracterizagcao de
microrganismos viaveis provenientes
destas aguas, como também a pratica
mais avancada de analise gendmica,
independente do cultivo, designada

por metagendmica. Esta abordagem,

por sequenciacédo de nova geracao de
bibliotecas metagendmicas, pode permitir
a caracterizagado das comunidades
microbianas, produzindo uma grande
guantidade de informacéo, desde as
relacoes filogenéticas, a descoberta

de novos genes e a dedugao de vias
metabodlicas em bactérias n&o cultivaveis
(Jo Handelsman, 2004).

A microbiota das AMN exibe uma resposta
fisiologica adaptada as condicdes
ambientais do local, constituindo
comunidades com caracteristicas
bioldgicas distintas, dado o contacto direto
destas populagcdes com propriedades
guimicas e fisicas Unicas das aguas
(composicéao iénica, temperatura, pH,
condutividade, etc.). Considera-se

gue as AMN, devido as caracteristicas
particulares que caracterizam a zona onde
se inserem, tais como o clima, a geologia, a
geomorfologia, proporcionam a existéncia
de um patrimdnio genético unico, ajustado
as condicoes destas aguas, nas quais
apenas sobrevivem determinadas espécies.
A determinacdo e a compreenséo da



diversidade microbiana destas aguas e
do respetivo potencial metabdlico é ainda
desconhecido, pelo que se pretende, pela
primeira vez no pais, desenvolver estudos
cientificos sobre o microbioma das AMN
portuguesas.

Para a concretizacao destes estudos €
fundamental estudar as comunidades
bacterianas representativas destas aguas,
conhecer a diversidade taxonémica
existente, avaliar o seu papel no meio

em que Se inserem e pesquisar as
possiveis funcionalidades do material
genético em microrganismos isolados
provenientes das AMN. Neste sentido

€ projetado o desenvolvimento de uma
primeira descricao sobre as comunidades
microbianas das AMN, incluindo a

analise da diversidade bacteriana,
através da sequenciagao do ADN

(4cido desoxirribonucleico) extraido do
ambiente em estudo e, numa primeira
fase, determinar a representatividade em
termos de rigueza microbiana contida
nas amostras colhidas ao longo de um

determinado periodo, previamente definido.

E essencial ter em consideracdo que a
interpretacdo dos dados gerados por
metagenomica € limitada pela validade

e representatividade da informacao
presente nas bases de dados disponiveis,
criadas por pesquisa e estudos anteriores
noutros contextos. Novos resultados
obtidos, ndo contidos nestas bases

de dados, necessitam de validacéao
experimental adicional e, por essa razao,
é de extrema importancia o cultivo de
microrganismos isolados representantes
do ambiente que se pretende estudar.
Portanto, a metagendmica é uma
ferramenta complementar as técnicas

mais tradicionais para a analise da
composicao, diversidade e funcionalidade
das comunidades bacterianas, sendo
também relevante a recolha de dados
sobre o local, nomeadamente as
caracteristicas da envolvéncia (p. ex. o
solo, a vegetacéo e o clima).

A biodiversidade destes recursos podera
oscilar naturalmente, de acordo com a
localizacéo, a envolvente e as possiveis
alteracoes e influéncia climatica
(temperatura, precipitacao, entre outros).
Na tentativa de perceber esse efeito, foram
selecionadas duas épocas do ano distintas
(primavera e outono), de modo a poder
comparar a composi¢ao das comunidades,
ao longo dos anos hidrolégicos em

que decorreu o estudo, por época do

ano, e averiguar se existem diferencas
significativas.

Como referido anteriormente, o isolamento
e cultivo de microrganismos por si so,
limita a analise da diversidade microbiana
nas AMN, pois apenas uma infima parte
destes microrganismos poderia ser
cultivado em laboratério. Assim, o estudo
da diversidade a partir de amostras
ambientais de AMN, serd complementado
com o sequenciamento em massa de ADN
com elevado rendimento, numa plataforma
capaz de gerar milhares de dados num
curto espaco de tempo, devido a rapida
amplificacéo de fragmentos de ADN e a
capacidade informatica de manipulacao e
reconhecimento das sequéncias biologicas
(Renan Pastore, 2016).

A sequenciagado de nova geragao na
plataforma Illlumina consiste numa
tecnologia de sequenciamento de ADN
por sintese, dividida em fases distintas:
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a preparacéo das amostras de ADN, a
formacao de clusters por reacdo em
cadeia da polimerase, a sequenciacao

e analise de dados. O ADN extraido

das amostras ambientais recolhidas

é fragmentado aleatoriamente, esses
fragmentos sao ligados posteriormente
a adaptadores (oligonucleotideos)
marcados e imobilizados. Depois da
preparacao dos fragmentos para iniciar a
reacao de sequenciacao séo adicionados
nucleotideos ndo marcados e a ADN
polimerase inicia a amplificacéo dos
fragmentos em ponte, repetindo o
processo em varios ciclos para a formacao
de clusters de moléculas idénticas, cujos
fragmentos sao amplificados milhdes

de vezes, marcados com fluoréforos

gue emitem fluorescéncia em cada
cluster, capturada por um dispositivo de
leitura proprio. Este procedimento de
incorporacao de nucleotideos marcados
e leitura é repetido continuamente,
terminando na montagem da sequéncia
completa de cada cluster (lllumina, Inc.,
2015).

Trata-se de uma técnica vantajosa,

na medida em que tem como alvo a
totalidade da informagao genética contida
numa amostra ambiental, de forma
relativamente rapida e padronizada,
permitindo a execugao massiva de
reacdes de sequenciamento em paralelo,
sem necessidade de inserir os fragmentos
num hospedeiro. Esta metodologia

utiliza o ADN gendmico total extraido
diretamente do meio ambiente a estudar.

A avaliagcdo da rigueza e abundancia
taxondmica de comunidades bacterianas
num ambiente natural, como as AMN, pode
basear-se nos conceitos de riqueza, isto

Hidrogenoma

€, N0 numero de Unidades Taxondémicas
Operacionais (0TUs) por grupos
taxondmicos identificados numa dada
amostra. A rigueza especifica é inferida
pela atribuicdo a sequéncia do gene 16S
rRNA, o conceito de OTU. A comparacao da
rigueza em diferentes amostras, através
do numero de OTUs, permite verificar

se 0 numero de sequéncias obtidas foi
suficiente para revelar o niumero total

de espécies numa dada amostra. Outra
forma de avaliar é por comparacéao da
estrutura da comunidade, através da
composicado dos grupos microbianos nas
varias amostras ambientais. Os indices

de diversidade sao também usados para
comparar as comunidades bacterianas, sob
a influéncia de um fator bidtico, de forma
qualitativa (pela presenca ou auséncia de
um grupo taxonémico) e quantitativa (pela
abundancia de um grupo taxonémico)
(Renan Pastore, 2016).

O indice de Shannon-Wiener (H) é
utilizado para medir a diversidade de

uma comunidade, tendo por base a
abundancia proporcional de espécies
(OTUs). Este calculo parte da premissa

de que a populacéao é indefinidamente
grande ou infinita e que todas as espécies
séo representadas e assenta na seguinte
equacao:

_ ZS Si  Si
T e

Onde S é o numero de espécies observadas,
Si é o numero de sequéncias da espécie

i (OTU) e N é o nUmero de sequéncias
amostradas (Shannon, C.E. e Weaver, W.,
1949) (Spellerberg, I.F. e Fedor, P. J., 2003). A



riqueza e a diversidade de microrganismos
numa comunidade sado dependentes do
numero de sequéncias obtidas, tendo

em conta que o numero de OTUs tende

a aumentar a medida que as sequéncias
marcadas sdo analisadas. Logo, 0 numero
de espécies identificadas (0TUs) permite
avaliar o quanto os dados amostrais
representam a riqueza existente no
ambiente em analise, para além de permitir
0 estudo comparativo entre as amostras.

A variagao das comunidades bacterianas,
ao longo da colheita das amostras, é
avaliada por analise taxondmica em
diferentes niveis de organizagéo (Reino,
Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e
Espécie), através dos dados obtidos por
sequenciacdo NGS (Illumina), entre as quais
a analise da composi¢cao do microbioma de

cada AMN selecionada, sera apresentada

e explorada ao nivel da Classe e Género
representativos, resultando o resumo
comparativo da composicao taxondémica
por 4gua, com a variagao dos grupos
taxonomicos, ao longo das colheitas, com a
repressao de alguns grupos em detrimento
de outros em diferentes proporgdes.

O ideal sera que o hidrogenoma das AMN
analisadas seja consolidado, isto €, estavel
na sua composicao entre as diferentes
amostras, sem variabilidade genética
significativa entre estas. Neste caso, é
possivel validar estatisticamente a afetacao
das espécies exclusivas com assignacao
conhecida e, desta forma, determinar uma
assinatura hidrobiomica. No caso contrario,
sera necessario validar os dados com
outras amostras suplementares.
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O PROJETO-PILOTO COMO PONTO DE PARTIDA

Por forma a aferir sensibilidades sobre esta
tematica, a DGEG foi, em 2010, promotora
de um projeto piloto para avaliar a riqueza
das AMN em termos de microrganismos,
bem como para estabelecer metodologias
para este tipo de estudos. Este projeto
multidisciplinar, foi iniciado partindo da

AGUAS MINERAIS NATURAIS
USADAS EM TERMALISMO
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caracterizacdo das AMN em termos de
geologia, do tipo hidrogeoguimico e da
temperatura de ocorréncia, tendo sido
criados “grupos tipo”, de entre os quais
foram selecionadas 10 (dez) 4guas, todas
com utilizagdo em termalismo (Figura 2).
Para cada uma destas aguas foi realizada
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Figura 2 - AMN usadas em termalismo e as selecionadas para o projeto-piloto.
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uma breve descricdo dos microrganismos
obtidos, com a identificacdo dos principais
grupos taxonémicos e respetiva filogenia,
através da analise metagendmica do ADN
extraido das amostras recolhidas, utilizando
a plataforma de sequenciacéao de nova
geracado Roche 454 (Figura 3).

Termalismao Entuda do Hicrobizme AMK

Hetagendmics

Figura 3 - A metagenémica como abordagem de estudo das AMN.

A pesquisa através da sequenciacdo do ADN
ndo permitiu distinguir os microrganismos
vivos dos mortos, o que é possivel através
da analise do ARN (&cido ribonucleico).

Este estudo preliminar reuniu dados
reveladores sobre a rigueza microbioldgica
das AMN, partindo da colheita de amostras
destas aguas na respetiva captacao (Figura
4), tendo demonstrado, por exemplo, a
existéncia de bactérias com capacidade
antibacteriana e antioxidante.

Figura 4 - Recolha de amostras de AMN durante o projeto-piloto.

Desta forma, foi reforcado o interesse

e a necessidade de alargar o estudo
metagendmico a todas as AMN do territorio
continental e avancar, por outo lado,
também com a anélise da viabilidade

dos microrganismos, no sentido de

melhor compreender estes resultados e
correlacionar a composigao fisico-quimica
e microbioldgica de cada uma destas aguas
com 0 meio ambiente em que se inserem.
Os passos seguintes foram delineados de
modo a alcangar maior abrangéncia na
amostragem e caracterizar individualmente
cada AMN.
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O PROJETO HIDROGENOMA

Na sequéncia dos resultados obtidos no
projeto piloto, surge o Projeto Hidrogenoma
- Uma Nova Visao Estratégica para as
Aguas Minerais Naturais, um estudo
inovador sobre o microbismo natural destes
recursos hidrominerais, liderado pela DGEG
e cofinanciado pelo POSEUR (Projeto
POSEUR-03-2215-FC-000001 - Montante:
1156.278,12€), com a duracao de dois anos
e meio, no qual foram contempladas 81
AMN existentes em Portugal continental: 76
estdo qualificadas e 5 estdo em fase e/ou em
perspetiva de qualificacao. Destas, 7 foram
excluidas no decorrer do projeto, 74 foram
alvo da analise gendmica, das quais 72 sao
AMN e 2 sao aguas em fase de qualificacao
(Figura 5).

81 aguas alvo de estudo
7 excluidas

?4 anailsadas

Figura 5 - Resumo do numero de &guas incluidas no projeto Hidrogenoma.

Para a realizacdo deste projeto foi
estabelecida uma parceria com o Instituto
Nacional de Investigacao Agraria e Veterinaria
(INIAV, I.P.) e com a empresa Synege. O INIAV,
|.P. € a entidade a quem foi adjudicada a
realizacao das analises de metagendmica,
constituindo um parceiro fundamental para

0 bom sucesso do projeto, desde a fase de
amostragem, até a obtencao dos resultados.
A Synege, uma empresa especializada

Hidrogenoma

em projetos nas areas da engenharia,
geologia e energia, participou na anélise dos
modelos hidrogeoldgicos conceptuais, na
caracterizacao hidrogeoguimica de cada
AMN e numa primeira abordagem as realgoes
entre hidroguimismo e microbismo atraves de
analise estatistica univariada e bivariada.

No &mbito do projeto, estas dguas foram,

pela primeira vez, caracterizadas ao nivel

da sua composigao microbiana recorrendo

a técnicas de biologia molecular e
bioinformatica, utilizando a metagendmica
como abordagem de estudo. Esta técnica
permitiu, para cada AMN estudada, a
determinacao da biodiversidade microbiana,
a identificacéo comparativa das comunidades
presentes, a detecao de microrganismos
exclusivos como codigo hidrobiomico, assim
como o isolamento e caracterizacdo dos
microrganismos viaveis, encarando estes
sistemas aquiferos como unidades bioldgicas
dindmicas, na perspetiva de elucidar sobre a
potencial bioatividade destes microrganismos
a partir do material genético e deduzir
possiveis aplicacdes futuras.

Trata-se de um projeto pioneiro, ndo so pela
sua dimensao, pela importancia e amplitude
da amostragem e pela originalidade do
meétodo na medida em que o genoma destas
aguas é estudado sem exemplos ou modelos
antecedentes, como também pelo objetivo
ambicioso de caracterizar todas as AMN e
averiguar a sua diversidade microbiana que
representa um reservatorio inexplorado de
NOVOS genes e vias metabdlicas que podem
desempenhar um papel fundamental na
saude ambiental e humana, bem como
noutras aplicacoes de interesse econémico.



OS OBJETIVOS DO PROJETO

S O)® G HODROGENOMA

O objetivo principal consistiu no
conhecimento do microbismo natural das
AMN, do ponto de vista estrutural, com o
estudo da composicao taxondmica das
comunidades microbianas identificadas,
através da analise metagenomica

do microbioma destas aguas. Com

esta abordagem s&o apresentados os
microrganismos representativos de cada
AMN, por comparag¢éo da composi¢cao
taxonomica das amostras recolhidas em
duas épocas de dois anos sucessivos, para
avaliagcao da diversidade microbiana, assim
como dos microrganismos viaveis isolados e
caracterizados em laboratério.

Este estudo envolve uma componente

de geologia e outra de biologia, numa
perspetiva multidisciplinar que aproxima, de
forma complementar, ambas as areas.

Na componente geologia iniciaram-se

0s estudos para demonstrar a interacao
rocha-agua-microrganismos, por forma

a desenvolver uma primeira hipotese

de correlacao entre a dinamica dos
microrganismos identificados, o quimismo
das AMN e 0 meio geoldgico envolvente.
Neste @mbito, cada AMN foi descrita de
acordo com o enquadramento geologico,
hidrogeoldgico e modelo conceptual do
respetivo sistema aquifero, bem como
caracterizada do ponto de vista fisico-
-quimico.

Na componente da biologia caracterizou-
-se 0 microbismo natural das AMN
selecionadas, através da identificacao

dos microrganismos representativos das
comunidades microbianas destas aguas,
de modo a correlacionar os resultados
obtidos com as caracteristicas fisico-
-gquimicas de cada agua. Foi quantificada a
diversidade microbiana, através do indice de
diversidade de Shannon-Wiener (Shannon,
C.E. e Weaver, W., 1949) e demonstrada

a distribuicdo comparativa, por grupo
taxonomico, dos microrganismos que
compdem as comunidades microbianas
em cada AMN, tendo em vista o propdsito
de relacionar também o microbismo
natural com as indicagoes terapéuticas

ja conhecidas, através do estudo dos
transcriptomas.

Por pesquisa bibliografica, foi reunida
informacao sobre a atividade metabdlica
indicativa das espécies mais representativas
do bacteroma destas aguas, de modo

a obter informacao adicional sobre

as possiveis funcionalidades destas
populagcdes microbianas, a qual precisa

ser validada e complementada com

estudos suplementares. A caracterizacao
edafoclimatica da area envolvente de cada
AMN foi efetuada para avaliar as condi¢oes
do meio envolvente que possam interferir
com 0s resultados obtidos para estas aguas.
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A METODOLOGIA E OS RESULTADOS

O estudo para a caracterizagcao do
microbismo, consistiu num conjunto de
etapas, previamente delineadas, que
decorreram ao longo de cerca de dois anos
e meio. A colheita de amostras das AMN, a
boca da captacao, foi repetida em 4 fases,
denominadas F1, F3, F5 e F7/, intercaladas
por outras 4 fases de analise gendmica
subsequente, designadas por F2, F4,

Fé6 e F8, perfazendo um total de 8 fases
organizadas em 4 parcelares distintos, com
a seguinte sequéncia:

1° parcelar: F1e F2

2° parcelar:F3 e F4
3° parcelar: F5 e F6
4° parcelar: F7 e F8

2 ANOS
2 EPOCAS

10 Abr a 29 Mai

\ 29 parcelar

\ | 18Seta 12 Nov 42 colheita
49 parcelar | (outono)
42 analise

,‘
i,
M
\'.

Figura 6 - As diferentes fases do Projeto Hidrogenoma e organizacéo
parcelar, ao longo dos anos 2017 e 2018.

Hidrogenoma

4 PARCELARES

A colheita das amostras foi planeada de
modo a abranger duas épocas do ano
distintas - a primavera (F1-F5) e o outono
(F3-F7) - durante os anos hidroldgicos de
2017 e 2018, como demonstrado na Figura 6.

A colheita de cerca de 300 amostras foi
realizada, de acordo com as indicagoes
estabelecidas pela DGEG, nas captacbes
enumeradas na Tabela 1, para as quais
foram avaliadas as condi¢cdes em que as
mesmas se encontravam, a medida que 0s
trabalhos decorriam.

Todas as amostras recolhidas foram

sujeitas a um controlo de qualidade, de
acordo com os parametros estabelecidos

4 COLHEITAS + 4 ANALISES

8 FASES

Fase 1
12 colheita

12 analise
genomica

Fase 3

11 Set a 7 Nov 22 colheita

(outono)

22 analise
gendmica

Fase 5

12 Mar a 2 Mai 32 colheita

32 analise
gendmica

| Fase 7

gendmica



no Decreto-Lei n.° 156/98, de 6 de junho,
e na Portaria n.° 1220/2000, de 29 de
dezembro. Nesta etapa foi realizada a
contagem do numero de coldnias viaveis,
posteriormente isoladas e caracterizadas
ao nivel da sua morfologia (forma e
arranjo, cor e tamanho) e aplicando testes
bioguimicos (catalase, oxidase, teste KOH)
para a sua identificacdo. Por im, foram
identificados os microrganismos viaveis
provenientes das aguas em estudo,
organizados em grupos representativos,
com particularidades semelhantes entre
si, validados por sequenciagdo de Sanger
(F.Sanger, et al., 1977).

Nas amostras que passaram no controlo de
qualidade antecedente, foi extraido o ADN

e quantificado, avaliando estatisticamente
(recorrendo ao software IBM SPSS) se

as variaveis - quimismo, temperatura de
emergéncia e pH - interferiam no rendimento
do material genético obtido e permitindo a

Recolha de

amosiras g

extracdo de
DNA

genomico

Preparacdo de
bibliotecas

programacao das condicoes para a analise
genomica sequente.

De seguida, foram preparadas as bibliotecas
de sequéncias metagenomicas de

ADN, utilizando a metodologia amplicon
sequencing, que permite amplificar
fragmentos de interesse com marcadores
moleculares fluorescentes que marcam os
nucleodtidos e, dessa forma, possibilitam o
estudo da biodiversidade microbiana e da
estrutura populacional. Nesta etapa foram
produzidas bibliotecas especificas por grupo
de microrganismos a estudar. O genoma

das AMN em estudo foi analisado, usando

0 sistema MiSeq da lllumina que integra

uma plataforma de sequenciagao de nova
geracao, incluindo a analise de dados
integrada realizada no software BaseSpace
Sequence Hub (www.illumina.com/
basespace), especializada na qualidade e
gquantidade de informacéao bioldgica gerada
com ferramentas intuitivas (Figura 7).

Sequenciacao
de nova
Eeracdo

Andlise de
dados

Figura 7 - Esquema representativo do procedimento de NGS e respetivas etapas a partir da recolha de amostras.
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Neste sistema, as sequéncias produzidas
(reads) séo limpas e alinhadas para a
producao de sequéncias mais longas

que, mais facilmente, sdo anotadas sem
ambiguidades. E aplicado o pipeline

de anélise metagendmica, tendo em
consideragcao a determinacédo da abundancia,
o tamanho dos fragmentos, os erros, as
repeticdes e locais de ligacao incorretos.
Apos este processamento, as sequéncias
produzidas sao automaticamente
comparadas com as sequéncias
armazenadas e disponiveis em bases

de dados e bibliotecas metagendmicas
publicas, determinando assim as afiliacoes
taxondmicas possiveis com a informacao
disponivel, a diversidade e a estrutura dos
hidrogenomas respetivos.

Desta forma, com o tratamento de resultados
gerados por NGS é identificada a estrutura

100 Caldas de

Aregos
84,99

Caldas das
Taipas
85,13

70
50

30

Unhais da
20 Serra

11,27
10 9,59

., HH RN

F2 F4

Caldas da
Saude

representativa das comunidades microbianas
de cada uma das AMN, por caracterizagcao do
respetivo hidrogenoma, validada por analise
comparativa dos resultados provenientes das
varias fases deste estudo (F2, F4, F6 e F8).
Os resultados de afiliagcao taxonémica séo
apresentados através da percentagem de
reads (sequéncias) validadas, evidenciando
as diferencas de assignacao, de acordo

com as caracteristicas destas AMN,
nomeadamente o quimismo, a temperatura
de emergéncia, o pH e a localizacao.

A aflliacao ao nivel de espécie, essencial para
definir o cédigo hidrobiomico destas aguas,
tem tendéncia para aumentar com o numero
de amostras analisadas. Verifica-se que estes
resultados sdo muito variaveis, percetivel
pela diferenca entre o valor maximo e o
minimo obtidos em cada umas das fases de
anélise (Figura 8).

Caldas de
Vizela Termas do
89,05 Carvalhal
82,53
B Maximao
® Minimo
Caldas de
Sangemil
13,63 Caldas da
Cavaca
3,52
[}
F& F8

Figura 8 - Resultados da afiliacéo ao nivel de espécie: % de reads validadas (valor méximo e minimo) por fase de anélise gendmica (F2, F4, F6 e F8).
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Tendo em conta que este estudo é pioneiro,
tanto pela sua abrangéncia, como pelo

tipo de amostras (AMN), o sucesso da
afiliacdo ao nivel da espécie depende

da existéncia de informagao compativel

com a das bases de dados existentes
(GenBanks), que disponibilizam publicamente
sequéncias de mais de 250 mil espécies.
Contudo, frequentemente ndo se obtém
assignacgao para muitos dos microrganismos
seqguenciados, uma vez que as sequéncias
que os caracterizam nao foram ainda
estudadas e depositadas nestas bases de
dados. Consequentemente, a microbiota

das AMN sem assignacao taxondmica

s&0 novos contributos para o0 aumento do
conhecimento nesta area e para a introducao
de novas espécies de bactérias que podem
levar a descoberta de novos genes. Por sua
vez, a determinacéo da afiliacdo ao nivel da
espécie para as aguas incluidas neste estudo,
distinguindo aquelas que sdo exclusivas em
certas aguas, € um dos desafios deste projeto.

Das 74 AMN caracterizadas, foram
identificadas espécies exclusivas em 28
aguas. Destas, 10 apresentam hidrogenoma
consolidado: Caldas de Chaves, Corgas
Largas, Areal, Piedade, Caldas do Cro,

Termas do Vale da M6, Agua do Fastio,

Agua Santas do Vimeiro (Fonte dos Frades),
Termas Salgadas da Batalha e Termas de S.
Miguel, entre as quais foram identificadas

28 espécies exclusivas. Para as restantes 18
AMN, denominadas Fadagosa de Nisa, Agua
de Grichdes, Luso, Caldas e Fonte Santa,
Pisbes-Moura, Caldas Santas de Carvalhelhos,
Caldas de Moncgéo, Termas do Carvalhal, Fonte
Santa de Monfortinho, Aguas de Vilarelho, Séo
Silvestre, Termas de Moura, Caldas das Murtas,
Corgas-Bugaco, Caldas de Vizela, Aguas de
Tarouca, Termas do Bicanho e Caldas de

Sao Paulo, o hidrogenoma néao foi validado
estatisticamente, tendo sido identificadas 46
espécies exclusivas.

Pela primeira vez, foi também efetuado

0 estudo de transcriptomas, através da
extracdo do ARN das amostras de AMN
recolhidas, para comprovar algumas das
indicacOes terapéuticas com base nos dados
da atividade bioldgica indicativa dos genes
expressos (ORFs), para os quais se obteve
maior numero de copias e cujos transcritos
estéo registados. Esta anélise baseia-se no
principio de que o ARN mensageiro (ARNm)
corresponde a uma dada sequéncia de
nucledtidos que, por sua vez, se traduz numa
sequéncia de aminoacidos especifica, que
constitui uma dada proteina num processo
celular designado por tradugé&o. Tecnicamente
s&o preparadas bibliotecas de ADN
complementar sintetizado a partir do ARNm
extraido das amostras, de maneira a gerar
dados de transcriptomica por sequenciacao
do ARN e detetar as leituras biologicamente
ativas. Foram estudados 4 transcriptomas
correspondentes a 4 AMN, respetivamente
do tipo hipossalina, sulfurea, bicarbonatada
e gasocarbonica, com hidrogenoma
consolidado e indicacdes terapéuticas
conhecidas.

Os resultados da atividade bioldgica
indicativa, obtidos pela anélise dos transcritos
provenientes destas aguas, estao resumidos
na Figura 9, jJuntamente com as indicacoes
terapéuticas respetivas, atualmente
conhecidas. Foi criado um modelo valido

para o estudo do transcriptoma das AMN
com critérios definidos, por forma a que se
possa estender este estudo a todas as aguas.
Contudo, € necessario ter em conta de que
se as AMN forem consideradas um farmaco
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com determinadas indicacoes terapéuticas, €
necessario estudar a variagado genética entre
diferentes individuos e as suas respostas a
acao ou efeito de cada AMN, ou seja, realizar

estudos de farmacogenémica (M Whirl-
Carrillo, et al., 2013) que poderdo conduzir
a resultados que associem algumas das
propriedades destas AMN.

Tipo de dgua; BICARBONATADA

Indicagies terapéuticas

. Doengas reumaticas e musculo-esqueléticas
Doencas da pele

Doengas metabolico-enddcrinas

Doengas do aparelho digestivo

Doencas do aparelho circulatario

Doencas ginecaldgicas

" Doengas do sistema nervoso

- - . -

-

Atividade biologica indicativa (transcritos)
L |

Atividade de biorremediacio

Atividade antifingica

Atividade sulfidogénica (redugdo de sulfato e outros
compostos de enxofre)

Compostos bioativos ligados a certos beneficios para a
saide: aumento da longevidade, melhor utilizagio da
energia e protecdo contra espécies reativas de oxigénio
(atividade antioxidante) {Winyoo Chowanadisai, et af., 2010)

Tipo de dgua: SULFUREA

Indicagties terapéuticas

= Doengas do aparelho respiratdrio
. Doengas reumaticas @ musculo-esqueléticas

Atividade bioldgica indicativa (transcritos)

Bacteriocinas corn  atividade antimicrobiana, dOteis no
desenvolvimento de antibidticos
Metabolizagdo do  enxofre
ovidagdofredugio)

Cuino-hemoproteina ADH com potencial de oxirredugio

(vias  biosintéticas de

Tipo de 4gua: GASOCARBONICA

Indicagtes terapéuticas
[ ]

L Doengas do aparelho respiratdrio

. Doengas reumaticas e masculo-esqueléticas
l Doencas metabdlico-endacrinas
L] Doengas do aparelho digestivo .

Mtividade biologica indicativa (transcritos)

Compostos bicativos ligados a certos beneficios para a
saide: aumento da longevidade, melhor utilizacdo da
energia e protecio contra espécies reativas de oxigénio
(atividade antioxidante) (Winyoo Chowanadisai, et al.,
2010).

Produgdo de pigmentos (carotendides)

Proteinas associadas & produco de exopolissacarideos (EPS)
e etanol

Tipo de agua: HIPOSSALINA

Atividade bioldgica indicativa (transcritos)

Figura 9 - Resultados obtidos no estudo dos transcriptomas das AMN.

Hidrogenoma

Proteinas com atividade citotoxica e com efeitos
antimicrobianos

Proteinas associadas a fixacdo de azoto atmosférico
Atividade antienvelhecimento {chaperoninas)

Reguladores da apoptose [mecanismos de morte celular)
Reguladores da homeostase do oxalato, mecanismo
assaciado ac tratamento de doengas renais (prevencdo de

pedras nos rins)



Os dados da metagendmica obtidos para
as 74 AMN caracterizadas neste projeto,
foram também analisados por quimismo, de
acordo com a composicao fisico-quimica
(Figura 10) e a respetiva classificagcao
(Tabela 2). A forma como as AMN foram
classificadas deve ser considerada

como uma tentativa de as agrupar, pois
considera-se que estabelecer critérios que
levem a uma classificagcdo das AMN é uma
tarefa dificil e complexa. (Manuela Simoes,
1993, B.M.). A anélise teve como objetivo
revelar tendéncias entre os grupos-tipo,
relacionando os atributos fisico-quimicos

SULFUREAS n=33

com o microbismo natural das AMN de cada
grupo. Verificou-se que, tal como esperado,
a caracterizacdo das comunidades
bacterianas das AMN varia de acordo com

0 quimismo das mesmas, demonstrando
gue a composicao hidroguimica influencia a
estrutura destas comunidades e a respetiva
diversidade microbiana. De uma forma geral,
a diversidade global de géneros e espécies
mais significativos (valores superiores

a 1000 hits) das bactérias identificadas
nestas aguas indica que a composigao do
microbismo se modifica naturalmente com o
tipo de agua (Tabela 3).

BICARBONATADAS n=17 HIPOSSALINAS n=9

HM-01  Felgueira HM-06  Caldas de Manchique HM-04  Agua de Grichdes
HM-02  Fadagosa de Nisa HM-17  PisBes-Moura HM-07  Luso
HM-03 Fonte Santa de Almeida HM-31 Caldas do Gerés HM-20  Ribeirinho e Fazenda do Arco
HM-08 Caldas e Fonte Santa HM-37  Caldas Santas de Carvalhelhos HM-22  Caldas de Penacova
HM-11  Caldas da Cavaca HM-47  Termas do Vale da Mo HM-25  Corgas Largas
HM-12 Termas do Monte da Pedra HM-54 530 Silvestre HM-27  Ladeira de Envendos
HM-13  Caldas de Sangemil HM-58 Aguas Santas do Vimeiro HM-45  Fonte Santa de Monfortinho
HM-14  Caldas da Rainha (Fonte Santa lsabel) HM-56  Agua do Fastio
HM-18  Unhais da Serra HM-60  Termas de Moura HM-74  Apuas de Tarouca
Hm-21  Caldas do Carldo HM-63  Corgas-Bugaco
HM-23  Entre-os-rios (Quinta da Torre) HM-82  Granjal CLORETADAS / SULFATADAS n=5
HM-24  Caldas de Aregos HM-71 Tgrmas de 530 Migue HM-15 Termas do Estoril
H-32 Caldas de Moledo HM-72  Vilar de Mouros HM-34  Piedade
HM-33  Termas de 530 Pedrodo Sul  HM-72  Termas de S3o Tiago P
: Aguas Santas do Vimeiro
H-35 Caldas de 5. Jorge HM-75  Termas do Bicanho Hivi-58 {Forite:dos Frades]
HM-36  Termas da Sulfirea HM-76  Healsi HM65 Termas Salgadas da Batalha
HM-40  Caldas de Mongdo MIN-06  Caldelas MIN-57 Curia
HM-41  Termas de S. Vicente HMP-21 Fontainhas
HM-43  Termas do Carvalhal
HiA-44 Caldas da Saide GASOCARBONICAS n=10
ki e HM-05  Aguas de Bem Satide
HM-49  Banho de Alcafache
B HM-09 Caldas de Chaves

HM-52 Termas do Eirogo .

i HM-16 Agua Campilho
HW-53 Longroiva HM-26 Melgaco
HM-55  Caldas de S. Lourenco e dfaf i
HM-59  Caldas das Taipas il 8
HM-62  Caldas das Murtas i A' E‘IE‘:'
HM-64  Termas da Moimenta HM:3 3 ﬁ:a s
HM-66  Termas da Terronha HM-48 ﬁﬂuas de Vil Ilh
HM-67  Termas das Aguas HM.?? Ca'r-’; SI & viiaremo
HM-68  Caldas de Vizela @
HMW-T0 Termas das Gaeiras
HMP-33  Caldas de 580 Paulo

Figura 10 - AMN por tipo de dgua: bicarbonatadas, sulfureas, hipossalinas, cloretadas/sulfatadas e gasocarbénicas.
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Tabela 1 - Listagem das AMN contempladas no projeto, as captagdes selecionadas e a indicagéo das fases e colheitas de amostras realizadas.

Ne Denominagdo Captagdo Fase 1 Fase 3. Fase 5 Fase 7
Cadastro 12 colheita 22 colheita 32 colheita 42 colheita
HM-01 Felgueira AC3 abr/17 out/17 abr/18 out/18
HM-02 Fadagosa de Nisa ACP4 Sem condi¢des de assepsia set/17 abr/18 set/18
HM-03 Fonte Santa de Almeida AQl mai/17 set/17 abr/18 set/18
HM-04 Aguas de Grichdes Salutis abr/17 out/17 mai/18 out/18
HM-05 Aguas Bem satde FRIZE 7 mai/17 nov/17 mar/18 nov/18
HM-06 Caldas de Monchigue CHIC mai/17 out/17 abr/18 out/18
HM-07 Luso 1L abr/17 set/17 mar/18 out/18
HM-08 Caldas e Fonte Santa AC2 mai/17 nov/17 mar/18 nov/18
HM-09 Caldas de Chaves AC2 abr/17 set/17 abr/18 out/18
HM-11 Caldas da Cavaca Cavaca 3 mai/17 WD cu;r;:\:;:rs:;étngi;?:ijgsaIidade mar/18 nov/18
HM-12 Termas do Monte da Pedra IK4 mai/17 set/17 abr/18 set/18
HM-13 Caldas de Sangemil HDN1 abr/17 out/17 abr/18 out/18
HM-14 Caldas da Rainha JK1 abr/17 set/17 abr/18 set/18

HM-15 Termas do Estoril AC5/ AC3A mai/17 NED cu;s;:,s:;i?s;?:ijg:”dade Alteragdo captagao AC3A Alteragdo captagdo AC5
HM-16 Agua Campilho Campilho 1 mai/17 set/17 abr/18 out/18
HM-17 Pisdes-Moura Castello 3 mai/17 out/17 abr/18 out/18
HM-18 Unhais da Serra ACP1/US1 mai/17 Alteragdo captagdo US1 mar/18 nov/18
HM-20 Ribeirinho e Fazenda do Arco Vitalis 111 mai/17 set/17 abr/18 set/18
HM-21 Caldas do Carldo AM2 mai/17 nov/17 mar/18 nov/18
HM-22 Caldas de Penacova CP3 abr/17 set/17 mar/18 out/18
HM-23 Entre-os-rios (Quinta da Torre)  Barbeitos mai/17 out/17 quaI’i\faizlzu;;?g\:ii:n’:z;izj;:‘?:idos out/18
HM-24 Caldas de Aregos AC1 mai/17 set/17 mar/18 out/18
HM-25 Corgas Largas Fonte da lua 1 mai/17 nov/17 mar/18 nov/18
HM-26 Melgaco Melgaco 2 abr/17 out/17 mai/18 out/18
HM-27 Ladeira de Envendos Vital 3 mai/17 set/17 abr/18 set/18
HM-28 Pedras Salgadas Pedras Salgadas 25 abr/17 set/17 abr/18 out/18
HM-29 Vidago Vidago 20 abr/17 set/17 abr/18 out/18
HM-30 Areal Vidago A3 abr/17 set/17 abr/18 out/18
HM-31 Caldas do Gerés Forte mai/17 out/17 abr/18 out/18
HM-32 Caldas de Moledo AC1 mai/17 set/17 mar/18 nov/18
HM-33 Termas de S3o Pedro do Sul AC1 mai/17 out/17 abr/18 out/18
HM-34 Piedade SB1 abr/17 set/17 abr/18 set/18
HM-35 Caldas de S. Jorge SJ1 mai/17 out/17 abr/18 out/18
HM-36 Termas da Sulfurea Sulfurea Il mai/17 set/17 abr/18 set/18
HM-37 Caldas Santas de Carvalhelhos f;(::?;hﬂgj)s 1 abr/17 set/17 abr/18 out/18
HM-38 Termas do Vale dos Cucos Nascente 1 quaI,i\‘j:cliu;:vrii:rs:;ét:jzf?;dos Caudal insuficiente quaI’i\f;ci;u;:g\l;ii:nf:::j;?:idos
HM-39 Aguas de Sandim AC2 abr/17 nov/17 Acesso condicionado out/18
HM-40 Caldas de Mongdo GO1 abr/17 out/17 mai/18 out/18
HM-41 Termas de S. Vicente Santo Agostinho mai/17 out/17 abr/18 out/18
HM-42 Termas de Monte Real - - -
HM-43 Termas do Carvalhal AC-G1 mai/17 set/17 mar/18 nov/18
HM-44 Caldas da Saude AC1A mai/17 set/17 quaITj;jzur;?:\::zr::rrwétg]s;’?:idos out/18
HM-45 Fonte Santa de Monfortinho AC7 mai/17 set/17 abr/18 set/18
HM-46 Caldas do Cré ACP2 mai/17 set/17 abr/18 set/18
28 Hidrogenoma



Ne Fase 1 Fase 3 Fase 5 Fase 7

Cadastro Denominagdo Captagdo 12 colheita 22 colheita 32 colheita 42 colheita
HM-47 Termas do Vale da Md SL-01 abr/17 set/17 mar/18 out/18
HM-48 Aguas de Vilarelho ACP1-F3 Sem condigBes de assepsia Alteragdo captagdo ACP1-F3 abr/18 out/18
HM-49 Banho de Alcafache AC1 abr/17 out/17 abr/18 out/18
HM-50 Caldas de Canaveses Nascente Sem condigBes de assepsia Caudal insuficiente
HM-52 Termas do Eirogo Castanheirinhos mai/17 set/17 abr/18 out/18
HM-53 Longroiva AC1-A mai/17 set/17 mar/18 set/18
HM-54 S3o Silvestre S3o Silvestre 2 abr/17 set/17 abr/18 set/18
HM-55 Caldas de S. Lourenco AC1 mai/17 nov/17 mar/18 nov/18
HM-56 Agua do Fastio N.2 Sr.2 Fastio mai/17 out/17 abr/18 out/18
s (SO sy | Mg s
HM-58 égc)”mizssaa";taas Ig;’b\g’?eiro EAV9 abr/17 out/17 abr/18 set/18
HM-50  Caldas das Taipas AC-P2 mai/17 set/17 qual’;‘j;;“;s;:rs:ft:j;?:i dos out/18
HM-60 Termas de Moura SD3Bicasl Sem condigBes de assepsia D cu;;s\l/’ii:rsz;izﬁjé;?:igsslidade abr/18 out/18
HM-61  Agua de Cambres - - -

HM-62 Caldas das Murtas AC3 mai/17 set/17 mar/18 out/18
HM-63 Corgas-Bugaco AM-3 abr/17 set/17 mar/18 out/18
HM-64 Termas da Moimenta AMB1 mai/17 out/17 abr/18 out/18
HM-65 Termas Salgadas da Batalha SL4 abr/17 set/17 abr/18 set/18
HM-66 Termas da Terronha AQl mai/17 nov/17 mar/18 nov/18
HM-67 Termas das Aguas AM4 mai/17 set/17 quaI,i\f;jzu;:g\:ii:nfzrrwétg]sg‘?:idos set/18
HM-68 Caldas de Vizela GO-01 mai/17 out/17 abr/18 out/18
HM-69 Granjal AQl abr/17 set/17 mar/18 out/18
HM-70 Termas das Gaeiras AQ4 abr/17 set/17 abr/18 set/18
HM-71 Termas de S. Miguel F2 mai/17 nov/17 mar/18 nov/18
HM-72 Vilar de Mouros MDJ3 abr/17 out/17 mai/18 out/18
HM-73 Termas de Sdo Tiago P1 mai/17 set/17 abr/18 set/18
HM-74 Aguas de Tarouca F5 mai/17 set/17 abr/18 nov/18
HM-75 Termas do Bicanho SL4 mai/17 set/17 mar/18 out/18
HM-76  HEALSI Healsi - Adicionada ao estudo qual’;‘j;g”;:s\::rz:;i?j;?:i dos set/18
HM-77  Cardal FC1 mai/17 set/17 abr/18 out/18
MIN-06 Caldelas AC6 mai/17 out/17 abr/18 out/18
MIN-57 Curia AC-P2 abr/17 set/17 mar/18 out/18
AGUAS EM FASE E/OU PERSPETIVA DE QUALIFICAGAO

HMP-25 Caldas de S3o Paulo F1-CSP mai/17 nov/17 mar/18 out/18
HMP-31 Fontainhas Fontainhas 1 = = Adicionada ao estudo

- Azenha Sem designagdo Sem condigdes de assepsia Caudal insuficiente Excluida do projeto

- Amieira - - - Excluida do projeto

- Alfama - - - Excluida do projeto
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Tabela 2 - Classificacédo das AMN de acordo com os parémetros fisico-quimicos.

TEMPERATURA DE EMERGENCIA

T (=C)

Frias <20

Hipotermais >20e <25

Mesotermais >25a<35

Termais >35a<40

Hipertermais > 40

MINERALIZAGAO TOTAL
Concentragdo (mg/L)

Hipossalinas <200

Fracamente mineralizadas >200 e <1000

Mesossalinas >1000 e <2000

Hipersalinas > 2000

TIPO DE AGUA
Composicao fisico-quimica
Ha que diferenciar as aguas que tém:

Hipossalina - Mineralizagdo total até cerca de 50 mg/L, pH < 6, dureza < 1 e % de silica elevada (> 30%)
- Mineralizagdo total >100 mg/L, pH > 6, dureza > 1 e % de silica muito mais baixa (< 30%)
Presenca de formas reduzidas de enxofre ou acido sulfidrico
pH normalmente > 8,3
|6es normalmente dominantes: HCO3™ e Na*
Sulfurea Presenca de carbonatos: CO?

Gasocarbonica

Bicarbonatada

Cloretada

Sulfatada

Sédica
Calcica
Magnesiana
Fluoretada
Ferruginosa

Presenca de silicatos
Elevado teor em silica e fldor
Dureza muito baixa

Teor em gds carbdnico livre (CO) > 250 mg/L

Hipersalinas

|6es normalmente dominantes: HCOs™ e Na*

Baixo teor em silica e flior
Hipotermais sédicas ou calcicas: pH =~ 6
Hipertermais sodicas: pH =~ 7

Anido dominante: HCOs"
Hipotermais

pH =7

Muito baixo teor em silica e flior
Célcicas, fracamente mineralizadas
Sédico-calcicas, mesossalinas

Anido dominante: CI-

Muito baixo teor em silica e fldor
Mesotermais

Hipersalinas com pH =~ 7

Fracamente mineralizadas com pH > 7

Catido dominante: Ca%*
Hipersalinas e hipotermais
Muito baixo teor em silica e fldor
Catido dominante: Na*

Catido dominante: Ca2*

Catido dominante: Mgz

Teor em fltor (F) > 1 mg/L

Teor em ferro (F2*) > 1 mg/L

Baseado em (Sim&es, M. Manuela Curto, 1993).

Hidrogenoma



Tabela 3 - Diversidade de géneros e espécies de bactérias mais significativas (> 1000 hits) identificadas nas AMN.

Tipo de dgua: Gasocarbdnicas

Tipo de dgua: Cloretadas Tipo de dgua: Hipossalinas Tipo de dgua: Sulfureas

Tipo de 4gua: Bicarbonatadas
(n=17)

(n=10) (n=4) (n=9) (n=33)
Gé Espéci Ne Gé Espéci 2 % | Gé Espéci 2 % Gé Espéci Ne % Gé Espéci Ne
éneros/ Espécies éneros/ Espécies éneros/ Espécies éneros/ Espécies éneros/ Espécies
/ Esp Aguas / Esp Aguas / Esp Aguas / Esp Aguas / Esp Aguas
Methylobacterium . Thermodesulfovibrio Thermodesulfovibrio
Rhodoferax 4 40 radiotolerans 3 75 Methylobacterium 7 77,8 | aggregans 3 39,4 | aggregans 7 41,2
Rhodoferax 4 20 Desulfosarcina ) 50 Oxalobacter 5 Thiovirga 13 Thermodesulfovibrio 6
antarcticus ovata vibrioformis 55,6 | sulfuroxydans 39,4 | thiophilus 35,3
Acidovorax . . Methyloversatilis Methyloversatilis
temperans 3 30 | Methylobacterium 2 50 | Azospirillum 4 44,4 | universalis 10 30,3 | universalis 5 29,4
" Methylobacterium .
Gallionella 3 30 | Pseudomonas 2 50 mesophilicum 4 244 Thiofaba 10 30,3 Azoarcus 3 17,6
X L Pseudomonas Methylobacterium X Chondromyces
Nitrosovibrio 3 30 plecoglossicida 2 50 radiotolerans 4 44,4 Sulfuritalea 9 27,3 | pediculatus 3 17,6
Rhodoferax Thermodesulfovibrio - Sulfuricurvum
ferrireducens 3 30 aggregans 2 50 | Moorella glycerini 4 44,4 | kujiense 8 242 Dechloromonas 3 17,6
Thermodesulfovibrio Thermodesulfovibrio . - Dechloromonas
aggregans 3 30 thiophilus 2 50 | Gallionelia 3 33,3 Thiovirga 7 21,2 | hortensis 3 17,6
Burkholderia Acinetobacter . Denitratisoma Oxalobacter
ubonensis 2 20 oleivorans 1 25 | Paucibacter 3 33,3 | oestradiolicum 6 18,2 | vibrioformis 3 17,6
. . - Sphingobium
Giesbergeria 2 20 | Anaerospora 1 25 | Pseudomonas 3 33,3 Sulfurospirillum 6 18,2 | amiense 3 17,6
Methyloversatilis . Thermodesulfovibrio . . Sphingomonas
universalis 2 20 | Aquabacterium 1 25 thiophilus 3 333 Thiobacillus 6 182 | panni 3 17,6
Propionivibrio ” P . . Thermodesulfatator
dicarboxylicus 2 20 | Azoarcus evansii 1 25 | Bradyrhizobium 2 22,2 Thiothrix 6 182 | atlanticus 3 17,6
Schlegelella . " " Ectothiorhodospira L
aquatica 2 20 | Azospira restricta 1 25 | Burkholderia 2 22,2 | imhoffii 5 15,2 Zoogloea resiniphila 3 17,6
Sulfuricurvum o Burkholderia Thermodesulfovibrio Candidatus
kujiense 2 20 | Azovibrio 1 25 bryophila 2 22,2 | thiophilus 5 15,2 | Scalindua brodae 2 11,8
. Bifidobacterium Candidatus . Lo
Sulfurospirillum 2 20 bombi 1 25 Tammella caduceiae 2 22,2 Thermus 5 15,2 Chromatium weissei 2 11,8
Uliginosibacterium . . Chondromyces Thiomonas Desulfobulbus
gangwonense 2 20 | Bloutia coccoides 1 2 pediculatus 2 22,2 | intermedia 5 15,2 | elongatus 2 11,8
Chlorobaculum Cupriavidus Acinetobacter "
Zoogloea oryzae 2 20 limnaeum 1 2 basilensis 2 22,2 | johnsonii 4 12,1 Gallionella 2 11,8
Bifidobacterium 1 10 Chondromycespedic 1 5 Gallionella ) Acinetobacter 4 Methylobacterium )
bombi ulatus ferruginea 22,2 | tjernbergiae 12,1 | mesophilicum 11,8
o . L A Desulfomonile Methylobacterium
Brachyspira ibaraki 1 10 | Clostridium 1 25 | Haliangium 2 22,2 | tiedjei 4 121 | radiotolerans 2 11,8
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A analise efetuada por tipo de agua,

ao nivel de classe, demonstra que
Gammaproteobacteria € predominante,
exceto nas AMN bicarbonatadas.

Nas aguas hipossalinas (Figura 11) as
classes Gammaproteobacteria, Clostridia,
Deltaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Alphaproteobacteria e Actinobacteria

predominam. Neste tipo de aguas o numero
de espécies identificadas € mais elevado e
nao tem destaque na comunidade global,
revelando caracteristicas mais transversais
gue exercem menor pressao seletiva sobre
as populacodes existentes, contribuindo,
assim, para uma diversidade microbiana
também mais elevada.

Figura 11 - Caracterizagao das comunidades bacterianas, ao nivel de classe, das AMN hipossalinas.

Nas aguas bicarbonatadas (Figura 12) as
classes Clostridia, Deltaproteobacteria,

Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria,

séo igualmente dominantes, seguindo-
-se Nitrospira, Gammaproteobacteria
e Actinobacteria. Estas aguas reinem

32 Hidrogenoma

particularidades das aguas do tipo
hipossalinas e sulflreas, nas quais 0s
microrganismos com capacidade de
utilizar compostos de enxofre tém também
presenca significativa.
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Figura 12 - Caracterizagédo das comunidades bacterianas, ao nivel de classe, das AMN bicarbonatadas.

As &guas sulfureas (Figura 13) apresentam compostos inorganicos para obtencao de
uma composicao bacteriana mais complexa,  energia e metabolizar compostos deste
associada ao enxofre, o que proporciona uma elemento. As classes identificadas com

maior selecao natural dos microrganismos maior expressao sao Gammaproteobacteria,
que as compdem, destacando-se as Deltaproteobacteria, Alphaproteobacteria e
espécies quimiolitotréficas, aptas a oxidar Nitrospira.
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Figura 13 - Caracterizagdo das comunidades bacterianas, ao nivel de classe, das AMN sulfureas.
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Nas adguas gasocarbdénicas (Figura 0 que aponta para a adaptacéao destas

14) as espécies de bactérias com comunidades a condigcdes variaveis.
maior expressao distinguem-se das Neste tipo de aguas predominam as
identificadas nas restantes aguas, classes Gammaproteobacteria, Clostridia,
apresentando uma distribuicao mais Betaproteobacteria, Alphaproteobacteria,
uniforme de varios grupos bacterianos, Deltaproteobacteria e Actinobacteria.
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Figura 14 - Caracterizagdo das comunidades bacterianas, ao nivel de classe, das AMN gasocarbdnicas.
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Por ultimo, as aguas cloretadas (Figura enxofre. Nestas aguas destacam se as

15) apresentam microrganismos classes Gammaproteobacteria, Clostridia,
resistentes a radiacdo gama (y) (Green, Deltaproteobacteria, Alphaproteobacteria,
P.N., et al., 1983), assim como outros Actinobacteria e Nitrospira.

relacionados com a metabolizagéo do

Figura 15 - Caracterizacéo das comunidades bacterianas, ao nivel de classe, das AMN cloretadas.
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Pela avaliagcdo da estabilidade dos 0 hidrogenoma consolidado, ou seja,

valores do indice de diversidade e da sem variabilidade gendmica significativa,
estrutura das comunidades bacterianas seguidas pelas aguas bicarbonatadas,
identificadas nas amostras colhidas (F1, as sulfureas, as gasocarbonicas e, por
F3, F5 e F7) para cada uma das AMN, ultimo, as hipossalinas que revelaram

constatou-se que as aguas cloretadas sédo maior variacao na diversidade de
as que apresentam com maior frequéncia  microrganismos (Figura 16).
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Figura 16 - Percentagem de hidrogenomas consolidados por tipo de AMN.

N&o é de excluir gue as condi¢des climaticas  ter contribuido para a variacdo da diversidade
durante o periodo de colheita das amostras de microrganismos, que frequentemente se
ou outros fatores ndo conhecidos, possam verificou entre as amostras analisadas.
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FICHAS DE CARACTERIZACAO

No ambito deste projeto, como resultado
final, foi elaborada para cada uma das 74
AMN com resultados genémicos, uma ficha
de caracterizagao individual (Figura 17),
especifica para a captacao selecionada
para este estudo (Tabela 1), que contempla
as caracteristicas gerais do recurso
hidromineral, 0 seu enquadramento

Caracterizacio geologica

geoldgico e hidrogeoldgico e, sempre

gue possivel, o modelo conceptual

do respetivo sistema aquifero. Sao
igualmente apresentados os resultados
do hidrogenoma de cada uma destas
aguas, com a caracterizacao preliminar do
respetivo microbismo natural ao nivel da
sua estrutura.

Caracterizag3o do microbismoe
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Figura 17 - Exemplo de uma ficha de caracterizagdo de uma AMN com uma pégina para a geologia e outra para o microbismo natural.
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Estas fichas individuais estao
organizadas segundo um codigo de

cores personalizado, de acordo com a
utilizagéo de cada uma das AMN incluidas
no projeto. As aguas utilizadas apenas
em apresentam a cor
amarela, as que sao aproveitadas para
engarrafamento apresentam a cor

azul e quando utilizadas para ambos 0s
setores de atividade, o termalismo e o
engarrafamento, exibem a cor verde. Por
ultimo, as aguas com utilizagdo conjunta
em termalismo e geotermia séo
representadas com a cor vermelha.

Nas paginas pares destas fichas, pode-
-se encontrar a localizagdo da concessao
hidromineral sobre uma carta geoldgica
adaptada da Carta Geoldgica de Portugal

a escala 1:1.000.000, editada pelo
Laboratério Nacional de Energia e Geologia
(LNEG) em 2010, uma breve caracterizacao
geoldgica da area envolvente de cada
concessao de AMN, com uma descricdo
sumaria de unidades geoldgicas e
tectonica, e a apresentacdo de uma carta
geoldgica. Todos 0s mapas apresentados
estdo projetados segundo o sistema de
projecao oficial: PT-TM04/ETRS89. E ainda
apresentada uma sintese hidrogeologica
com uma apresentacao resumida do
sistema aquifero, unidades aquiferas e
modelo conceptual do mesmo.

Compobem ainda as paginas pares, o tipo
de utilizacdo (termalismo, engarrafamento
e geotermia) de cada AMN, a respetiva
caracterizagédo com base nos dados da

Hidrogenoma

ultima analise fisico-quimica completa
realizada a captacéo selecionada e a
referéncia a portaria que fixou o perimetro
de protecéo.

Por sua vez, a caracterizagcdo do microbismo
natural € apresentada nas paginas impares
e engloba a apresentacao da composicao
comparativa das comunidades microbianas
por grupo taxonémico (Classe, Género e
Espécie) que caracterizam o hidrogenoma
de cada AMN. A descricao das espécies
representativas inclui uma breve referéncia,
com base em pesquisa bibliografica, da
atividade metabdlica indicativa desses
mesmos microrganismos. E avaliada a
diversidade das comunidades bacterianas
em cada AMN, através do indice de
Shannon Wiener e do numero de espécies
identificadas (OTUs) em cada uma das
amostras colhidas. Os microrganismos
viaveis, provenientes de cada AMN, isolados
e identificados sdo enumerados nestas
fichas, assinalando aqueles que ndo tém
classificacao e que correspondem a novas
espécies, por nao serem ainda conhecidos
e n&o existirem registos nas bases de dados
consultadas.

Para as AMN em que foi possivel
determinar uma assinatura hidrobiémica,
consta a enumeracao das espécies
exclusivas, por fase, com assignacao
taxondmica conhecida, indicando se o
hidrogenoma é consolidado. Para as aguas
em que o hidrogenoma néo foi consolidado,
devem ser analisadas mais amostras para
gque 0 mesmo possa ser validado.



CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

O projeto Hidrogenoma proporcionou indmeros
resultados e novos contributos relevantes
(Figura 18) ao nivel do conhecimento das
Aguas Minerais Naturais portuguesas. Este
livro, assim como a plataforma digital interativa
desenvolvida durante o projeto, tém como
principal objetivo divulgar os dados obtidos,

2 anos e meio

74 fichas de caracterizacido

76 aguas minerais naturais
5 familias quimicas distintas

4 excluidas

. captacoes /
De norte a sul do pais
Controlo de qualidade: £

Hm‘—-ﬂ‘ﬂ’

1° estudo

2 épocas: primavera e outono A
4 fases de colheita: 296 colheitas

2 aguas adicionadas em fase de qualificacdo / j

entre especialistas, concessionarios

e 0 publico em geral, para potenciar a
utilizacdo destes recursos de forma mais
consistente e eficaz, bem como promover
a realizacado de estudos subsequentes que
complementem este primeiro grande passo
na historia destas aguas.

Sequenciagao de nova

ge raqﬁo + velocidade
+ abrangéncia

.78 analises metagenoémica

4 fases de andlise genomica
74 espécies exclusivas
19 eucariotas identificados

.3 microrganismos

isolados viaveis

452 espécies identificadas

351 novas espécies sem classificaciio

transcriptomas em AMN

4 transcriptomas analisados

Atividade metabdlica indicativa

Figura 18 - Resumo dos resultados obtidos no Projeto Hidrogenoma em numeros.

O repositorio digital do projeto Hidrogenoma
consiste numa base de dados com pesquisa
interativa, com o intuito de partilhar
continuamente informacéao sobre estes
recursos hidrominerais, entre especialistas,
técnicos e concessionarios, o que permitira,

nao so consultar digitalmente os dados que
constam neste livro, como também adicionar
outros conteldos (p.e. noticias, eventos,
artigos, publicacées) e resultados de estudos
seguintes sobre esta tematica. Na pratica
promove a continuidade do projeto, sabendo
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gue ha necessidade de prosseguir com
outras analises e pesquisas, criando uma
forma mais simples e dinamica de alcancar
0 publico-alvo, numa época tao digital e
tecnoldgica, na qual a disponibilidade de
informacéo € cada vez mais valorizada e
preferencial, suscitando assim o interesse
para o tema entre os interessados. Para
aceder a plataforma basta consultar o
website da DGEG www.dgeg.gov.pt.

A caracterizagao do microbismo natural de
cada uma das AMN sujeitas a este estudo,
revela uma associacao entre a diversidade
microbiana e as principais caracteristicas
fisico-quimicas deste tipo de aguas, cujos
microrganismos identificados sé&o, em alguns
casos, concordantes com as utilizagoes e
setores de atividade existentes.

O primeiro objetivo de caracterizacao
microbioldgica, ao nivel da estrutura e
composicao microbiana, foi concluido. No
entanto, pretende-se ainda debrugar mais
especificamente sobre a funcionalidade
gendmica, atraves do estudo dos
microrganismos isolados destas AMN,
uma fonte riguissima para investigacao e
analise genética, assim como promover

a realizacao de mais analises ao nivel do
transcriptoma, com o objetivo de poder vir
a comprovar os beneficios terapéuticos
atualmente conhecidos e averiguar a
bioatividade com possiveis aplicagcoes
biotecnoldgicas.

Devido ndo s6 a complexidade e dimensao
do projeto, como também a ocorréncia de
alguns constrangimentos durante a colheita
das amostras, nao foi possivel efetuar um

Hidrogenoma

estudo mais exclusivo para cada AMN, de
acordo com as especificagcdes técnicas ao
nivel da captagao, caudal, enquadramento
climatico e geoldgico, contexto ambiental,
localizacao, entre outras. Contudo, foram
adquiridos experiéncia e conhecimento,
fatores fundamentais e necessarios ao
prosseguimento deste estudo.

Para as AMN com hidrogenomas
consolidados, € importante continuar com
0s estudos dos transcriptomas, adaptados
as condicoes laboratoriais que cada AMN
exige (agora conhecidas), de modo a obter
resultados reprodutiveis. Por outro lado,
em todas as AMN em que a diversidade
genética do bacteroma é significativa, €
aconselhavel a prossecucao da analise
para confirmar a estabilidade do respetivo
hidrogenoma e determinar quais os fatores
que podem contribuir para a variabilidade
observada.

E igualmente essencial seguir com

a investigacao no sentido de avaliar

o impacto dos fatores externos na
variabilidade do hidrogenoma destas
aguas e avaliar se a amostragem utilizada
é representativa do hidrogenoma de cada
uma das AMN, ou apenas reflete uma
caracterizagcao pontual das amostras
contempladas neste estudo.

O projeto Hidrogenoma constitui uma
etapa significativa na histéria das Aguas
Minerais Naturais, ainda com muito por
descobrir, revelando, pela primeira vez,
a caracterizacdo do microbismo natural
destas aguas, localizadas em Portugal
Continental.



