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SUWANU EUROPE é um projeto H2020 que tem como objetivo a troca eficaz de conhecimentos,
experiéncias e competéncias entre praticantes e intervenientes relevantes na utilizacdo de dgua para
reutilizacdo na agricultura. Esta ficha informativa faz parte de um total de 5 fichas informativas do
Pacote de Informacbes 4, destinado a empresas de sistemas de tratamento de agua. Descreve
diferentes inova¢Oes para detetar agentes patogénicos ou carbono organico dissolvido. Para a
medicdo dos agentes patogénicos, sera debatida a citometria de fluxo, e para o carbono organico
dissolvido, sera debatido um sensor de fluorescéncia UV LED.

INTRODUCAO

1. Citometria de fluxo

A maioria das bactérias transmitidas pela dgua sdo ndo cultivaveis e ndo formam coldnias nos meios de cultura
microbioldgica padrao disponiveis. Como consequéncia, estas bactérias ndo sao detetadas por métodos de detecao
baseados no cultivo. Entre os métodos independentes do cultivo, a citometria de fluxo é proeminente devido a sua
velocidade e reprodutibilidade de resultados com diferentes tipos de dgua. A determinagdo das concentracbes de
bactérias pode ser realizada num periodo de 15 minutos e é possivel obté-la num formato online. Para além da
quantificacdo pura, a tecnologia permite a diferenciacdo entre bactérias intactas (vivas) e bactérias com membrana
comprometida (mortas/ danificadas).

2. Sensor Led UV

A monitorizacdo online continua da matéria orgéanica dissolvida (MOD) é urgente para o controlo futuro e inteligente
do custo-eficacia durante o tratamento da agua. Por outro lado, a frequente monitorizacdo do carbono organico
dissolvido (COD) e dos subprodutos de desinfecdo (DBP - disinfection byproducts) téxicos é relativamente
dispendiosa e morosa. Como resultado, muitas agéncias estdo a ressaltar a necessidade de monitorizacdo de
substituicdo do COD e estimativa do potencial de formacdo dos DBP. Consequentemente, é necessario desenvolver
uma espécie de sensor econémico, pequeno, com menor consumo de energia, mas sensivel, que possa fornecer
sinais de feedback em tempo real para otimizacdo automadtica dos parametros de funcionamento e estimativa da
formagdao de DBP durante o tratamento da dgua. As medi¢Ges espectrais, incluindo os sinais de absor¢do de UV e
fluorescéncia que estdo associados a MOD a granel, oferecem solugdes particularmente promissoras para a
monitorizagao frequente online.

3. Inovagao futura

Apesar de todos os esfor¢os para desenvolver sistemas de monitorizagao em tempo real, ainda existe uma falta de
dispositivos robustos, continuos, precisos e verificdveis em tempo real que demonstrem potencial para
implementagdo em grande escala. A sua ampla aplicagdo tem sido limitada devido a uma incapacidade de obter de
forma fidvel dados precisos e rentdveis sobre a qualidade da dgua. Por outro lado, a maioria dos sistemas de
monitorizacdo online desenvolvidos sdo adaptacdes diretas dos métodos analiticos tradicionais, baseados em
laboratdrio, ndo concebidos originalmente para aplicagdes no terreno. Adicionalmente, é necessario que operem em
ambientes extremos e diversos, ao mesmo tempo que obtém resultados precisos e possiveis de reproduzir.
Consequentemente, estes métodos requerem uma calibragdo e manutengdo frequentes e, por norma, consomem
grandes quantidades de reagentes quimicos. Além disso, os analisadores recebem frequentemente respostas
cruzadas devido as variagdes da matriz entre os padrdes e as amostras analisadas, uma vez que as condi¢des de
medicdo ndo sdo controladas. Existem também custos econdmicos e de logistica associados a manutenc¢do do
equipamento remoto devido a dificuldade de detetar problemas como incrustagao do sensor.
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1. CITOMETRIA DE FLUXO
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1.1. Tecnologia

A integridade da membrana de uma célula é um critério bem aceite para caracterizar células vidveis (ativas ou
inativas) e distingui-las das células danificadas e com membranas comprometidas. Esta informacdo é de grande
importancia nos estudos sobre a fun¢do dos grupos microbianos em ambientes naturais, a fim de atribuir a maior
parte das atividades medidas através de vdrios métodos as células muito ativas que sdo efetivamente
responsaveis pelas observa¢des. O principio desta abordagem é utilizar em simultdneo uma sonda permeavel
(SYBR Green; Sondas Moleculares) e uma sonda impermeavel (iodeto de propidio) e tirar partido da
transferéncia de energia que ocorre entre estas quando ambas as sondas estdo a manchar acidos nucleicos. Uma
témpera total da fluorescéncia da sonda permedvel pela sonda impermeavel apontara para células com uma
membrana comprometida, uma témpera parcial indicara células com uma membrana ligeiramente danificada, e
uma falta de témpera caracterizara células de membrana intacta identificadas como viaveis.
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Figura 1: Exemplo de diagrama de densidade de citometria de fluxo de uma
suspensdo bacteriana com células de membrana vivas/intactas (na area
pontilhada a vermelho), nomeadamente com células de membrana mortas
danificadas (fora da area pontilhada) apds coloragdo com dois corantes

1.2. Aplicagdo na reutilizagdo da agua

Quanto a outros tipos de dgua, a citometria de fluxo oferece uma determinacdo rapida e fiavel do nimero de
células bacterianas no campo da monitorizacdo de processos de reutilizacdo de agua. Com base no facto de a
detecdo ndo ser baseada no cultivo das bactérias, toda a populagdo bacteriana na dgua é medida
independentemente das suas necessidades de crescimento. Ainda que as bactérias indicadoras de higiene
tradicionais, tais como coliformes, enterococos intestinais ou Clostridium perfringens nao sejam tipicamente
detetdveis apds filtracdo por membrana e a contagem total de coldnias sé esteja disponivel apés 2-3 dias, a
citometria de fluxo oferece uma base de dados sélida para a avaliagdo microbiolédgica da eficiéncia das diferentes
etapas de tratamento da 4gua. O método é compativel com o conceito de "Andlise de Perigos e Controlo de
Pontos Criticos" (HACCP) uma vez que a rapida detecdo de alteragcdes na microbiologia fornece uma boa base
para as decisdes de controlo do processo.



2. SENSOR DE FLUORESCENCIA LED UV
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2.1. Tecnologia

O sensor LED, que mede simultaneamente a absorvancia UV280, a fluorescéncia do tipo proteina e a fluorescéncia do
tipo humico, é vidvel para monitorizar cromoéforos e fluoréforos com boa sensibilidade e precisdo. A cromatografia
liguida com detetor de carbono organico combinada com a andlise de correlagdo sincrona 2D demonstrou ainda mais
como os componentes da MOD de grande peso molecular foram transformados em pequenas moléculas em funcdo da
diminuicdo da fluorescéncia do tipo himico. A cromatografia de exclusdo de tamanho de alto desempenho com
absorvancia multi-UV e verificaces fluorescentes multi-emissdes sdo aplicadas para caracterizar espectralmente as
amostras.
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Figura 2: Imagem de um espectrofotémetro com um
diagrama que mostra os picos medidos a UV254 e UV280

2.2. Aplicacao na reutilizagao da dgua

A cloragdo é a pratica de desinfecdo mais utilizada durante o tratamento da agua, pois é eficaz contra a maioria dos
agentes patogénicos e proporciona uma capacidade residual de desinfe¢cdo. Contudo, os subprodutos de desinfecdo
(SPD) toxicos formam-se inevitavelmente devido a reagdes entre o cloro e a matéria organica natural (MON), o que
tem causado sérias preocupacdes em matéria de saude publica. Muitos estudos sugerem que os SPD sao citotdxicos e
genotodxicos, e que a exposicdo crénica aos SPD estd associada ao cancro da bexiga e do célon em humanos. Ser capaz
de detetar estes produtos com sensor de fluorescéncia UV LED, poderia reduzir a concentrag¢do destes produtos no
momento do tratamento.
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3. INOVACAO FUTURA
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3.1. Tecnologia

Para o caso particular da detecdo de agentes patogénicos na agua, existe uma perspetiva promissora para os sensores
foténicos que melhoram a detecdo bioldgica, aproveitando a propriedade natural de fluorescéncia de algumas
bactérias, tais como Escherichia coli. O sensor de agentes patogénicos proposto pelo AIMEN visa detetar a
fluorescéncia natural das bactérias em amostras de agua reais e em medic¢Oes in situ. Um estudo minucioso com
amostras de dgua reais ira fazer a diferenga com o estado da arte existente neste campo. Este sensor ndo ird dar uma
quantificacdo precisa de E. coli, mas ird realizar uma monitorizagao que pode estabelecer uma estimativa da presenca
de agentes patogénicos. Isto tem de ser entendido como um sistema de alarme precoce, que implicaria a necessidade
de analises laboratoriais adicionais para confirmar a presenga e a UFC de agentes patogénicos na dgua. Também ndo é
muito especifico, mas ndo requer nenhum tratamento de dgua, nenhum reagente, funcionalizagdo ou pré-tratamento
de amostras, o que o torna mais barato e realmente facil de manusear.
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Figura 3: Configuracdo de sensores de TFM sugerida pela AIMEN para
medi¢Ges de fluorescéncia de E. Coli

3.2. Aplicagao na produgao de agua para reutilizagao

Foram desenvolvidos alguns sensores para medir diretamente a fluorescéncia natural destas bactérias em condi¢des

reais sem tratamento de amostras e utilizando sistemas de circulacdo de agua para reproduzir uma solucdo de
monitoriza¢gdo de dgua em linha.

No entanto, ndo existem relatérios de utilizagdo de nenhum destes sensores em locais reais ou de monitorizacdo de
amostras reais de agua de estacdes de tratamento de agua. No entanto, com o sensor de agentes patogénicos
proposto pela AIMEN, este sensor seria um dispositivo de monitorizacdo em linha em tempo real, medindo -
continuamente a emissdo de fluorescéncia num bypass na estacdo de tratamento de agua. Se o sensor funcionar e
corretamente, serd um avan¢o na monitorizacdo de amostras de agua reais fora das condi¢cdes laboratoriais sem
tratamento de amostras, adicdo de reagentes ou dispositivos dispendiosos.
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