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RESUMO

Dias, Diogo Simas Bernardes. Avaliacdo da diversidade microbiana em patrimonios
histdricos e argamassa sob diferentes condicdes atmosféricas. Tese de Doutorado programa
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicos. Escola de Quimica, Universidade Federal
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Os patrimdnios culturais quando expostos ao ar livre estdo sujeitos ao processo de desgaste
natural, em raz&o de diferentes fatores, tais como, chuva, vento e polui¢do atmosférica. Além
dos efeitos diretos, podem carrear pequenos fragmentos de origem vegetal, animal, minerais,
esporos e células microbianas, que podem se fixar as imperfei¢ces e poros das superficies,
criando um ambiente propicio para o desenvolvimento de biofilmes, acelerando o processo de
deterioracdo da argamassa. A deterioracdo de bens culturais € um processo que apresenta
diferentes lacunas para seu entendimento e desperta pouco interesse, embora comprometa o
legado historico para as futuras geracdes. O presente trabalho teve dois principais objetivos: (i)
Avaliar o papel da microbiota no processo de corrosdao, em dois museus: Museu Nacional do
Rio de janeiro (MN) e o Museu de Arte Contemporanea (MAC). Foram pesquisados 8 grupos
microbianos a partir de amostras tomadas de um total de quatro pontos da parte externa dos
museus no periodo de seis meses: bactérias heterotroficas aerdbias e anaerdbias, bactérias
produtoras de acido aerdbias e anaerobias, ferrobactérias, bactérias redutoras de sulfato, fungos
totais e micro-organismos fotossintetizantes; (ii) Investigar o processo de deterioracdo da
argamassa, sob atuacdo de consorcios microbianos oriundos da parede do Museu Nacional do
Rio de Janeiro. Os corpos de prova foram testados em microambiente climatizado, simulando
oito condicGes, revestidas ou ndo, sob chuva acida ou chuva de agua destilada e auséncia ou
presenca de micro-organismos. Na primeira parte, 0 MN, apresentou maior carga microbiana,
indicando maior risco de comprometimento da parede, quando comparado ao MAC. A maior
densidade microbiana detectada no MN foi de bactérias aerébias heterotroficas totais (=10°
UFC/cm?) e no MAC os fungos totais foram predominantes (=10° UFC/cm?). Anélises
empregando a técnica T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Lenght Polymorfism) revelaram
maior similaridade entre as comunidades bacterianas (=60%) no MN em detrimento das
comunidades eucariotas (=40%) para 0 MAC. Dentre os grupos encontradas no MN foram
principalmente alphaproteobactérias, acidobactérias, cianobactérias e actnobactérias, sendo as
amostras muito diversificadas. Os Eucariotos observados em predominancia no MN foram os
grupos Archaeplastida, Cloroplastida e Opisthokonta, outras, para 0 MAC Opisthokonta,
Nucletmycea e Archeoplastida, Cloroplastida. Adicionalmente, foi observado que n&o houve
uma evolucao temporal das comunidades bacterianas e eucariotas. Para a segunda parte, a maior
densidade de micro-organismos foi observada entre as bactérias heterotroficas aerdbias totais:
1,2x107 UFC/cm? nos corpos de prova sem revestimento e sob chuva 4cida. Pela T-RFLP foi
verificado que a diversidade eucariota comparada a bacteriana foi mais susceptiveis as
condigdes estudadas. Para os resultado do MiSeq Illumina, os grupos bacterianos na maioria
dos corpos de prova que se desenvolveram melhor foram Alphaproteobacteria e
Gamaproteobacteria, e para eucariotos o grupo Opistthokonta, Nucletmycea. Nas imagens
geradas por estereomicroscopia e por microscopia eletronica de varredura foi possivel observar
exopolimeros e células dispostas nos biofilmes, principalmente nos corpos de prova sem
revestimento.

Palavras-chave: Biofilmes; Conservacdo de patrimonios; Museu Nacional do Rio de Janeiro;
Museu de Arte Contemporanea; Ensaios de biodeterioracéo.



ABSTRAC

Dias, Diogo Simas Bernardes. Evaluation of microbial diversity in historical patrimony and
mortar under different atmospheric conditions. Thesis. P6s-Graduacdo em Tecnologia de
Processos Quimicos e Bioquimicos. Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Monuments when exposed to atmosphere are prone to the process of natural deterioration, due
to several factors such as rain, wind and air pollution. Additionally small fragments of plant,
animal, mineral, spore and microbial cells may fixed to the porous surface and to allow the
biofilm development, which accelerates mortar deterioration. Such process needs more
information to be comprehended and takes little attention, which may imply cultural losses for
further generations. The aims of this work were: (i) to evaluate the role of microbiota in the
process of corrosion at two sites, The National Museum of Rio de Janeiro (MN) and
Contemporary Art Museum (CAM). Eight microbial groups were investigated from samples
taken from four outdoor sites within six-month period: aerobic and anaerobic bacteria: total
heterotrophics, acid bacteria, ironbacteria, sulfate reducing bacteria, total fungi and autotrophic
microorganisms; and (ii) to investigate a microbial consortia formed by isolates from the wall
of MN on mortar deterioration. Coated and non-coated coupons were tested in microcosms by
simulating eight environmental conditions of acid rain, distilled water rain and presence-
absence of microorganisms. In the first part, MN presented a higher microbial density when
compared to CAM quantification. Major microbial density was detected in total heterotrophic
aerobic bacteria (=10° CFU/cm?) while at CAM the total fungi were predominant (=103
CFU/cm?). Molecular T-RFLP analysis revealed most similarity among bacterial communities
at MN (=60%) in detriment of eukaryotic communities from MAC (=40%). Prokaryotes
diversity comprised Alphaproteobacteria, Acid bacteria, Cyanobacteria and Actinobacteria. In
the other hand, Archaeplastida, Chlorplastida and Opisthokonta were the predominant groups
of eukaryotes in MN while Opisthokonta, Nucletmycea, Archeoplastida and Cloroplastida for
CAM. In addition, there was no differences between bacterial and eukaryotic communities
throughout the time. In the second part of this work, total aerobic heterotrophic bacteria
represented the higher microbial density (1.2x10” CFU/cm?) on the non-coated coupons surface
under acid rain. Molecular analysis shown that eukaryotes were more sensitive then prokaryotes
in the conditions tested. Alphaproteobacteria and Gamaproteobacteria as well as Opistthokonta
were the predominant groups. Exopolymers and biofilm were well observed on non-coated
coupons by stereomicroscopy and MEV.

Keywords: Biofilms; Heritage preservation; National Museum of Rio de Janeiro;
Contemporary Art Museum; Biodeterioration tests.
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1. INTRODUCAO

Ao longo de sua historia, 0 homem vem construindo monumentos, como bustos, estatuas,
obeliscos, templos, e outras edificagdes dos mais diversos estilos arquitetbénicos, por motivos
religiosos, funerarios, para preservacao da crenca e da cultura, para perpetuar fatos ocorridos,
homenagear pessoas importantes ou mesmo como forma de demonstrar o poder de dirigentes
ou de uma nacdo. A civilizacdo contemporanea, além do culto a deuses, santos e mortos,
encontra no turismo, um potencial de desenvolvimento econdémico, o que reforca a motivacao

para a conservacao e a recuperacao dos monumentos histéricos (TAVIN, 2004).

Em geral, os monumentos séo constituidos a partir de materiais que resistam ao tempo,
uma vez gque a exposicdo ao ar livre acarreta o seu desgaste natural, especialmente nas
superficies. Sua natureza pode ser organica ou inorganica, dos mais diversificados materiais,
tais como pintura, vidro, madeira, marmore, concreto, argamassa, rocha, metal e ligas como
ferro fundido e bronze, entre outros (STEIGER; CHAROLLA, 2011).

No caso de rochas naturais sdo exemplos o0 marmore, o granito, o calcario, o gnaisse
facoidal (GHOBADI; BABAZADEH, 2014; ROSA-GARCIA et al., 2011; RIVAS et al.,
2003). Essa ultima, uma rocha antiga de origem metamérfica, muito comum nas cidades do Rio
de Janeiro e Niteroi, conforme ilustrado no trabalho de Mansur et al. (2008). Por exemplo, o
gnaisse facodial é o principal constituinte dos morros Corcovado, Pdo de Acucar e Pedra do
Arpoador. Devido a abundancia e resisténcia ao intemperismo, esta rocha foi muito usada na
construcdo de monumentos histéricos na antiga cidade do Rio de Janeiro, entre os séculos XIX
e inicio do século XX, em edificacdes e monumentos coloniais, particularmente para confec¢édo
de ornamentos, fachadas e molduras de portas e janelas. Sdo exemplos, o Palacio do Catete, 0
Centro Cultural Banco do Brasil, 0 Museu de Belas Artes, 0 Museu Historico, UFRJ na Praia
Vermelha, o Museu Nacional, as igrejas Santa Luzia, Santo Cristo, e Nossa Senhora da Gloria,
e a escultura na lateral da Igreja da Candelaria. Para 0 acabamento e embelezamento desses
monumentos, outros materiais foram utilizados, entre eles revestimentos, argamassas e metais
(MANSUR et al., 2008).

Como anteriormente mencionado, a deterioracdo dos materiais que compdem o0s

monumentos historicos e também, dos revestimentos sobre eles aplicados para sua protegédo ou
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embelezamento, € um fendmeno natural, em razdo da interacdo de diferentes fatores abidticos,
tais como luz (UV), umidade (chuva e vento) e temperatura (DAKAL; CAMEOTRA, 2012;
FRASCA; YAMAMOTO, 2004). No entanto, o processo de deterioracdo dos materiais é mais
intenso onde as condicdes meteorologicas sdo mais agressivas, como € 0 caso das zonas
litorneas, em virtude da névoa salina (CARDELL et al., 2003), ou nas cidades com polui¢do
atmosférica, principalmente pela acdo da deposicao &cida. Alguns autores constataram que a
cristalizacdo de sais marinhos soltveis, em especial o cloreto de sodio, acarreta a deterioragdo
de rochas duras como o granito (GHOBADI; BABAZADEH, 2014; ESPINOZA MARZAL,
SCHERE; DECKELMANN, 2008 RIVAS et al., 2003; GROSSI et al., 1997).

Aos fatores abidticos sdao somados aos micro-organismos, com a participacdo dos
diversos grupos microbianos que colonizam a superficie dos monumentos tornando-se a
principal ameaca aos patrimonios historicos (LOPES; CARVALHO; KRIEGER, 2003). De
acordo com Rosa-Garcia et al. (2011), as construcOes de pedra localizadas em regides tropicais
e subtropicais em todo o mundo sdo as mais vulneraveis a deterioragdo microbiana. Isto porque
nestes locais prevalecem condicfes de temperatura e umidade mais adequados para o
crescimento microbiano (DAKAL; CAMEQOTRA, 2012).

A deterioracdo de materiais envolvendo a participacdo de agentes bioldgicos é referida
como biodeterioracdo. Portanto, entende-se por biodeterioracdo qualquer alteracdo indesejavel
nas propriedades de um material causadas pela atividade vital de um organismo. Os micro-
organismos intensificam ou aceleram a decomposi¢do dos materiais, quer metabolizando os
constituintes dos monumentos, gerando produtos agressivos (como acidos organicos e
inorganicos), sendo o principal mecanismo de deterioracdo de rochas (DAKAL; CAMEOTRA,
2011; GAYLARDE; MORTON, 2002; SAND; JOZSA; MANSCH, 2002; GAYLARDE et al.,
2001; RESENDE et al., 1996). Ademais, a intruséo fisica dos micro-organismos nos materiais
porosos ou em rachaduras (penetracao hifas), pode resultar em danos fisicos e mecanicos aos
monumentos e as obras de arte (DAKAL; CAMEOTRA, 2012; CRISPIM; URZI et al., 2002).
Em consequéncia, a investigacao da biodeterioracdo de monumentos historicos, obras de arte e
estatuas vem tendo mais adeptos e suporte financeiro a cada ano, em especial em locais onde
0s 0rgdos governamentais estdo preocupados em garantir a longevidade dos seus patrimonios

culturais.
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Em geral, a biodeterioragdo dos monumentos ocorre em associacdo aos fatores fisicos e
quimicos e dependendo das condi¢fes meteoroldgicas e atmosféricas, 0s micro-organismos
podem potencializar a intensidade e a velocidade do processo de decomposic¢do dos materiais.
Porém, é indiscutivel que quaisquer que sejam os fendmenos naturais envolvidos no processo
de deterioracéo, irdo ocorrer alteracdes indesejaveis de diferentes naturezas nas superficies dos
monumentos, como, por exemplo, formacéo de crostas, mudanga de coloracgdo e, até mesmo,
perda de material. Logo, a falta de uma politica adequada de preservacéo, além dos elevados
custos para contemplar a sua recuperacdo, poderdo repercutir em danos irreparaveis ao
patrimonio histdrico e cultural (NASA, 2013; MAPELLI et al., 2012; SADDIQUE; SHAHAL,
2011; SARRO et al., 2006).

Em uma classica revisao sistematica publicada ha mais de duas décadas, fica evidente a
preocupacdo em proteger os legados historicos, e assim perpetud-los para as geragoes futuras
(KOESTLER; VEDRAL, 1991). Estes autores identificaram mais de 500 artigos cientificos
sobre deterioracdo de monumentos, abrangendo agentes promotores, a participacao da poluicédo
atmosférica, indicadores microbioldgicos, biofilmes, biocidas, e formas de conservacdo. Apesar
disso, até os dias atuais, algumas das abordagens apresentadas ainda ndo possuem
fundamentacdo suficientemente concisa. Seguiram-se publicacfes de outros estudos que
semelhantemente tém énfase em preservacgéo e no entendimento do fendmeno de deterioragéo.
Porém, cabe ressaltar que cada caso tem caracteristicas Unicas, como estrutura, localizacéo,
idade, tempo de exposicdo, grau de deterioracdo e estimativa do valor histérico-cultural e
afetivo da obra, dentre outras. Isto reforca a necessidade de preservagédo e a valorizacdo dos

patriménios culturais e da avaliacdo cientifica do tema.

No Brasil, a pesquisa sobre biodeterioracdo de patriménios histéricos € incipiente,
estando 0s poucos grupos de pesquisa envolvidos com a preservagdo do patrimdnio histérico e
cultural, e com efetiva producéo académica, concentrados nos estados do Rio Grande do Sul e
Sdo Paulo. No entanto ha varias cidades em todo o territério nacional importantes pelo valor
histérico como por sua bela arquitetura. Por exemplo, a cidade do Rio de Janeiro, uma das
principais capitais turisticas do Brasil, com epiteto de “Cidade Maravilhosa” pelas belezas
naturais. Além disso, a cidade e seus arredores reinem grande quantidade de monumentos
histéricos, muitos dos quais da época da Familia Real Portuguesa, que aqui se instalou em 1808,
e onde Dom Pedro | foi coroado imperador do Brasil. Atualmente, no Estado do Rio de Janeiro

existem 1.100 monumentos e chafarizes, sendo 391 deles - 92 estatuas e 299 bustos ou efigies
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- de homenagens feitas a personalidades; a Secretaria Municipal de Conservacao e Servigos
Publicos (Seconserva) disponibiliza a lista completa e informacdes dessas obras de arte, bustos
e estatuas (SOARES, 2015).

Em vista da variacdo climatica ao longo do ano e mesmo de local para local, a preservagédo
de monumentos na cidade do Rio de Janeiro, bem como em Niterdi merecem especial atencéo.
Assim sendo, o presente trabalho teve como énfase o levantamento de dados sobre o
comportamento da coloniza¢do microbiana em monumentos e a sua interacdo com a matriz
estrutural em ambientes distintos visando contribuir para preservacdo de monumentos
histéricos na cidade do Rio de Janeiro e arredores. O trabalho envolveu como casos de estudo:
0 Museu Nacional do Rio de Janeiro (MN), localizado em area arborizada na parte central da
cidade, e 0 Museu de Arte Contemporanea (MAC), construido a margem da baia de Guanabara.
Dessa forma, a tese pretende definir pardmetros que permitam dar subsidios para estabelecer as
estratégias de preservacdo do patriménio artistico, cultural e histérico brasileiro, de modo a

garantir que sejam apreciadas pelas futuras geracoes.

Por se tratar de dois patrimonios distintos e ainda envolver trabalhos experimentais
correlatos, achou-se conveniente dividir o texto em capitulos. A parte introdutéria (Capitulo 1)
contempla a Introducdo, em seguida sdo apresentados os objetivos (Capitulo 2) da pesquisa. O
Capitulo 3 contempla a Revisdo Bibliografica sobre o tema. No Capitulo 4 (Materiais e
Métodos) encontra-se a metodologia aplicada em todos os trabalhos experimentais realizados.
O Capitulo 5 (Resultados e Discussao) esta dividido em 3 topicos que abrangem a selecdo de
meios de cultivo e outras técnicas utilizadas, o monitoramento dos museus e ensaios de
biodeterioracdo de argamassa. Por fim as Conclusdes (Capitulo 6), seguido do Capitulo 7 de
sugestdes, referéncias bibliograficas, anexo A (composicdo de meio de cultivo) e anexo B

(trabalhos publicados).
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a biodeterioracdo de &reas externas do
Museu Nacional do Rio de Janeiro (MN) e Museu de Arte Contemporanea de Niter6i (MAC),
a fim de relacionar a atividade das populacdes microbianas em distintos materiais estruturais,
argamassa e metal, em associacdo com as condi¢fes atmosféricas de cada local, isto €, zonas
urbana/arborizada e costeira, respectivamente. Também foram realizados ensaios em
laboratério, em condig¢fes atmosféricas controladas, onde os grupos microbianos provenientes
do MN foram dispostos sobre corpos de prova construidos de argamassa, revestidos ou ndo com
tintas contendo biocidas, com o proposito de delinear o uso deste tipo de revestimento na

prevencdo a biodeteriora¢do da construgao.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

* Selecionar meios de cultura especificos para quantificagdo das distintas populacdes sésseis
presentes nas superficies externas dos patriménios;

* Monitorar as populagdes microbianas aderidas as paredes externas dos patrimonios historicos,
por meio de técnica convencional;

* Monitorar as populagdes microbianas aderidas as paredes externas dos patrimoénios através de
técnica molecular;

« Identificar os grupos microbianos predominantes, durante o periodo de 6 meses de coleta;

* Correlacionar o comportamento dos micro-organismos nos biofilmes com as condicdes
climéticas;

* Desenvolver um sistema experimental acelerado para avaliar o emprego de revestimento para

a protecdo dos materiais, em ensaios de laboratdrio para diferentes condigdes atmosféricas.

DIAS, D.S.B



24

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O homem por sua natureza exploradora e de autoprotegdo tem transformado
profundamente o ambiente no qual esta inserido, na busca por abrigo e seguranca, criando
cenarios que melhorem seu bem-estar. Por isso, ao longo dos anos, foram criadas inimeras
edificaces, e, inclusive, monumentos para expressar momentos politicos e sociais, a
religiosidade dos povos ou homenagear pessoas que de alguma forma tiveram papel relevante
em uma determinada época. Portanto, estas construcdes sdo valiosas referéncias culturais de
uma populacdo e devem ser preservadas para manter viva a memoria ao longo do tempo
(SHIRAKAWA,; JOHN; CINCOTTO, 2008).

A palavra memdria, originada do grego "mnemis” ou do latim "memoria”, significa
conservacao de uma lembranca. Para os gregos, a palavra tem simbologia de divindade posto
se referendar & deusa Mnemosyne, mée das Musas, que protegem as artes e a historia" (CHAUI,
2005). Segundo esta autora:

"Memoéria é uma evocacdo do passado. E a
capacidade humana para reter e guardar o tempo
que se foi, salvando-o da perda total. A lembranca

conserva aquilo que se foi e ndo retornara jamais".

N&o obstante, na natureza tem-se varios agentes fisicos, quimicos e bioldgicos que podem
levar a deterioracdo das construgdes, mesmo se construidas com materiais resistentes. Por isso,
a preservacdao de monumentos historicos e edificacdes, a heranca cultural do pais, é de alta
prioridade social. As futuras geracBes devem ter a oportunidade de testemunhar formas de
estruturas sociais, o esforco, sentimentos estéticos e realizagdes arquiteturais de seus ancestrais
(STEINBAUER et al., 2013).

3.1. PATRIMONIOS CULTURAIS

A palavra patrimonio é formada pelos vocabulos latino "pater” e grego "nomos”. O
primeiro termo, no sentido mais amplo pode ser associada a bens, posses ou herangas, materiais
ou imateriais, deixados pelos antepassados. A outra parte da palavra refere-se a lei, usos e

costumes relacionados a origem.
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Portanto, pode-se definir o patrimdnio de um pais como o conjunto de bens, de natureza
material e/ou imaterial, que guarda em si referéncias a identidade, a acdo e a memoria de
diferentes grupos sociais. Sdo considerados patriménios, ambientes naturais (ex.: paisagens),
lugares historicos e sitios arqueoldgicos, construcdes, e artigos intangiveis tais como colec¢oes,
experiéncia cultural passada e continua, conhecimentos e experiéncias vividas (TOMAZ, 2010;
GHIRARDELLO et al., 2008).

Além da sua importancia para as comunidades locais, os patrimonios tem forte apelo
econdmico, posto que incentivam o turismo, 0 que traz consigo aumento de receita tributéria e
oportunidades de emprego. Segundo dados da Organizacdo Mundial do Turismo e do ministério
do turismo brasileiro, este setor apresentou crescimento sustentavel, passando de 996 para
1035,5, e de 5,4 para 5,7 milhdes de pessoas visitantes (dados referentes aos anos de 2014 e
2015), respectivamente, resistindo as condicdes politicas e econdmicas adversas, e tornando-se
uma das maiores industrias do mundo. No caso do Brasil, destaca-se a cidade do Rio de Janeiro,
gue continua a ser um dos principais destinos dos turistas nacionais e internacionais. (Ministério

do turismo. http://www.dadosefatos.turismo.gov.br/dadosefato, acessado 16/09/2016).

Neste contexto, as obras e seus artistas consagrados, assim como as criagdes anonimas
surgidas da alma popular, tem a ver com a nossa historia, nossa memoria, e, por conseguinte,
devem ser passados de geracdo em geracdo. O patriménio deve ser preservado mediante um
conjunto de a¢bes que garanta a sua permanéncia com os seus diversos valores e significados
artisticos, paisagisticos, cientificos, histéricos e/ou simbolicos na vida de uma comunidade de
um determinado lugar (GOMES, 2011).

A protecdo do patriménio histérico e cultural tem sido discutida internacionalmente
através de convencdes, leis e tratados. Entretanto, esta area, provavelmente pela abrangéncia,
ainda ndo tém regras totalmente definidas. Internacionalmente, tem-se a National Register of
Historic Places (NRHP), que é a lista oficial do governo americano, de reconhecimento
internacional, dos lugares de recreagdo e esportes, como estadios, coliseus, pistas de corridas,
clubes de golfe, entre outros (PFLEEGOR et al., 2013).

Por outro lado, alguns 6rgdos governamentais, ndo reconhecem a importancia da
preservacdo de lugares populares de esporte e recreagdo, por sua arquitetura, arqueologia,

engenharia e cultura. Em contrapartida, alguns artigos cientificos, revistas, jornais e livros
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divulgam locais e mostram interesse para prolongar a vida dos monumentos nas comunidades,
em alguns casos incentivando o seu restauro em justaposicdo a intencao de se investir em novas
construcdes (SEIFRIED, 2010).

Para o Brasil, a protecdo e preservacdo do patrimdnio historico cultural vém sendo
conduzida desde o final da década de 30, promulgadas pelo decreto-lei nimero 25, de 30 de
novembro de 1937, que determina a protecdo do patrimdnio nacional. Assim, a memdria do que
fomos e somos tem certificado legal, 0 que garante que nossas herancas sejam transmitidas para
futuras geracdes (FUNDARPE, 2008).

Até 1970, o conceito de patrimdnio nacional era voltado para a preservacdo de bens e
imoveis. A partir daguele ano, o conceito se tornou mais abrangente, com a inclusdo de
conjuntos arquitetonicos de relevancia para a sociedade. Em 1988, foi disposto no artigo 216
da Constituicdo Federal de 1988, a possibilidade de tombamento de bens de natureza material
e imaterial (TOMAZ, 2010).

O tombamento é um modo de impedir a destruicdo de bens imoéveis que constituem a
historia de uma nagdo. E uma espécie de inventario que proibe a violagdo do imével e cuja
salvaguarda tem por objetivo preserva-lo e controlar suas restaurac@es. Para isso existe uma lei
gue o tombo pode ocorrer desde que firmado em base legislativa competente, e com o apoio do
Instituto do Patriménio Historico e Artistico Nacional (IPHAN), 6rgdo que, além de assessorar
as prefeituras interessadas na preservacdo de seus bens culturais municipais, aprova ou
desaprova obras e servicos nos bens tombados. Esses bens, a partir do momento que s&o
legalmente tombados como Patriménio Cultural, ndo podem ser destruidos, tampouco
descaracterizados, de modo que o restauro deve manter a estrutura inalterada (KORKANC,
2013).

Em suma, constitui-se o patrimdnio cultural brasileiro, qualquer bem de natureza material
e imaterial, tomado individualmente ou em conjunto, portador de referéncia a identidade, a
acao, a memoria dos diferentes grupos formadores da sociedade brasileira. A protecéo e a
conservacao dos bens patrimoniais devem ser de interesse do Estado e da sociedade, para o
exercicio da cidadania pelos habitantes locais, pois sdo estes individuos os maiores
beneficiarios (FUNDARPE, 2008).
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Mundialmente, a preservacdo do patrimonio cultural é de suma importancia na atualidade.
As constantes ameacas de destruicdo nas Ultimas décadas exigem maior conscientizacdo de
preservacdo pelos diversos segmentos da sociedade. Com a finalidade de serem protegidos e
transmitidos para as futuras geracGes, 0s bens culturais ndo devem ser vistos como simples
objetos, pois guardam informac6es, significados, mensagens, registros da histdria, refletem
ideias, crengas, costumes, gosto estético, conhecimento tecnoldgico, condig¢fes sociais,
econémica e politicas de uma determinada época. Particularmente, os patriménios culturais
nacionais necessitam de protecdo, ndo apenas pelo valor historico, mas pelo que representam
culturalmente. No futuro, a ndo valorizacdo da pluralidade cultural brasileira, fara com que a
sociedade fique desprovida de identidade, isto é, perdera sua expressdao (ZANATTA, 2010;
TOMAZ, 2010).

3.2. PASSADO E FUTURO REPRESENTADOS EM DOIS MUSEUS

Como representantes da diversidade do patriménio cultural do Estado do Rio de Janeiro
foram escolhidos para realizar a presente pesquisa 0 Museu Nacional do Rio de Janeiro (MN)
e 0 Museu de Arte Contemporanea (MAC), que abrangem distintas condi¢es antropoldgicas e
ambientais, principalmente no seu tempo de criacdo e nos constituintes de seus entornos. O
primeiro foi construido no inicio do Brasil imperial e é cercado por arvores dentro da cidade. O
MAC foi construido em meados dos anos noventa do século passado e situa-se em Niterdi as
margens da baia de Guanabara (Figura 3.1).

A cidade do Rio de Janeiro apresenta uma geografia variada na sua area restrita de cerca
de 1.200 km?, que tem como um dos municipios limitrofes a cidade de Niter6i (IBGE, 2010).
A cidade possui 20 m de altitude apresenta estreitas planicies aluviais comprimidas entre
morros e picos, alguns ainda cobertos com densa vegetacdo (site Cidade-Brasil). Além dos
morros, s&o VAarios os acidentes geogréaficos, tais como macigos, baias, ilhas, restingas, lagoas e
rios. A costa litoranea, com 197 quilémetros de extensdo, compreende a baia de Sepetiba, a baia
de Guanabara e 0 oceano Atlantico. Na cidade do Rio de Janeiro predomina o bioma da Mata
Atlantica brasileira. Niterdi, assim como a cidade do Rio de Janeiro, se apresenta a margem da
Baia de Guanabara, no seu lado oeste, e também conta com extensa costa oceanica, na parte

sul. A cidade de Niterdi possui 129,3 km?2 de area e apresenta relevo constituido por terrenos
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cristalinos, divididos em macigos e colinas costeiras, sendo a Pedra do Elefante o ponto mais

alto do municipio, com 412 m de altura.

Figura 3.1. Regiéo do Estado do Rio de Janeiro onde estéo localizados o Museu Nacional (A) e do
Museu de Arte Contemporanea (B) [C: estacdo meteoroldgica]. Crédito de imagem: Google Earth

O clima da regido é tipicamente tropical tmido, que sofre grande influéncia da umidade
vinda do Oceano Atlantico, o que causa comumente no verdao chuvas frequentes, de média a
elevada intensidade. No inverno, as chuvas sdo esparsas, com clima relativamente seco. Em
consequéncia, nos periodos tipicos, a temperatura varia muito ao longo do ano, sendo elevada
no verdo, com média de 28°C, mas com picos de até 40°C. Ja no inverno tém-se dias ensolarados
com temperaturas médias de 25°C durante o dia e 15°C a noite. Existe uma estacdo
meteoroldgica do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), Figura 3.1 (C), nas
proximidades de ambos 0s museus, cujos registros eletrdnicos foram utilizados para

caracterizagdo atmosférica dos locais de estudo.

3.2.1. Museu Nacional do Rio de Janeiro (MN)

O Museu Nacional (MN), estd localizado na Quinta da Boa Vista, Bairro de S&o
Cristovdo, a 22° 90’ 57 de latitude sul e a 43° 22’ 65” de longitude oeste ¢ ¢ a mais antiga
instituicdo cientifica do Brasil e 0 maior museu de historia natural e antropoldgica da América
Latina. Foi criado por D. Jodo VI, em 06 de junho de 1818 e, inicialmente, sediado no Campo
de Sant'/Anna, foi a Residéncia da Familia Imperial brasileira até 1889 (Figura 3.2), portanto

serviu para atender aos interesses de promocao do progresso cultural e econémico no pais.
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Dentre os fatos historicos que ali aconteceram, citam-se o nascimento de D. Pedro Il e

realizacdo da Primeira Assembleia Constituinte Republicana (1891).

Figura 3.2. Vista superior do Jardim da princesa do Museu Nacional do Rio de Janeiro A seta vermelha
indica o local da tomada das amostras desta pesquisa (Crédito de imagem: Google Earth).

Originalmente denominado de Museu Real, em 1946 foi incorporado a Universidade do
Brasil, recém criada em julho de 1937, que com a reforma universitéria iniciada em 1965,
passou a ser denominada Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Ainda hoje 0 museu
integra a estrutura académica da Universidade Federal do Rio de Janeiro, vinculado ao
Ministério da Educagdo, atuando na interface memoria e producdo cientifica. E detentor de
armarios com peles taxidermizadas e esqueletos de primatas da colecdo de mamiferos, do
departamento de vertebrados, e possui 0 maior acervo de primatas neotropicais do continente
(DANTAS, 2012).

Do lado direito da entrada do Museu Nacional, se acessa o Jardim da Princesa. Neste
local, ainda ha um banco, com encosto de conchas, sobre o qual foi originalmente instalada uma
réplica da estatua de Diana, ou Artemis na mitologia Grega, uma das divindades do Olimpo e
uma das mais populares deusas (Figura 3.2A). Segundo a pesquisadora do Museu Nacional,
Maria Beltrdo, a peca deve ter sido ali instalada em 29 de julho de 1852, dia do aniversario de
seis anos da Princesa Isabel, data da inscricdo na argamassa. A estatua foi transferida para o

terraco em frente ao Museu por volta de 1910 quando foi inaugurado pelo Presidente Rodrigues
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Alves. A figura 3.3B ilustra o atual estagio de deterioracdo do banco, um exemplo de como esta
grande parte do jardim e como é necesséria a adocao de medidas de controle da deterioracao.

Figura 3.3. (A)Banco deteriorado do Jardim da Princesa na década de 70; (B) em aproximadamente 40
anos. Crédito de imagem: Site novo milénium (http://www.novomilenio.inf.br/santos/h0300g37b.htm)

3.2.2. Museu de Arte Contemporanea (MAC)

O Museu de Arte Contemporanea (Figura 3.4) esta situado na cidade de Niter6i, Mirante
da Boa Viagem (22° 54’ 27.2” S, 43° 07’ 33.1” W). O projeto foi desenvolvido pelo arquiteto
Oscar Niemeyer e segundo suas palavras:

"O terreno era estreito, cercado pelo mar e a solucéo
aconteceu naturalmente, tendo como ponto de
partida o apoio central inevitavel. Dele, a arquitetura
ocorreu espontanea como uma flor. A vista para o
mar era belissima e cabia aproveita-la. E suspendi o
edificio e sob ele o panorama se estendeu mais rico
ainda. Defini ent&o o perfil do museu. Uma linha que
nasce do chdo e sem interrupcdo cresce e se
desdobra, sensual, até a cobertura. A forma do
prédio, que sempre imaginei circular, se fixou e, no
seu interior me detive apaixonado. A volta do museu
criei uma galeria aberta para o mar, repetindo-a no
segundo pavimento, como um mezanino debrucado

sobre o grande saldo de exposicdes™.
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A construcdo do MAC (Figura 3.4) teve inicio em 1991, e demorou cinco anos, datando
sua inauguracdo de 02 de setembro de 1996. S&o 2.500 m2 de &rea construida, onde foram
consumidos 3,2 milhdes de metros cubicos de concreto. O predio, de forma circular, de 50 m
de diametro, recebeu tratamento térmico e impermeabilizante. A estrutura consegue suportar
cerca de 400 kg/m? e ventos de velocidade de até 200 km/h. Com 16 m de altura, 0 MAC nasce
do ch@o numa base cilindrica Unica de 9 m de didmetro que sustenta todo o prédio, ancorada
numa sapata de 2 m de altura. Um espelho d’agua com 817 m? de superficie e 60 cm de

profundidade, confere leveza a construcdo (Figura 3.4A).

A grande rampa externa de concreto vermelho (Figura 3.4B) conduz o visitante atraves
de 98 m de curvas livres no espaco, as entradas dos pavimentos superiores. Na primeira entrada
fica o pavimento de recepcdo e administracdo. Logo acima, o segundo pavimento abriga o saldo
central de exposi¢des envolto por uma varanda circular envidragada, destinada também a
exposicdes, totalizando uma area de mil metros quadrados, de onde se pode admirar a paisagem

panoramica da Baia de Guanabara.

Figura 3.4. Museu de Arte Contemporanea de Niter6i (MAC) se estende sobre a Baia de Guanabara. A
vista ao fundo ¢ de parte da cidade de Niter6i/RJ (A): vista superior, 1: espelho d’agua; 2: rampa de
acesso; (B): detalhe da rampa de acesso; (C): detalhe dos vidros da fachada. Créditos de imagens: Google
Earth (A), site alamy.com.br (B), site mapadecultura.rj.gov.br (C).

Os vidros do MAC (3.4C) foram fabricados com exclusividade para o projeto. S&o 70
laminas triplex, com 18 mm de espessura, na cor bronze. Cada uma das laminas mede 4,80 m
de altura por 1,85 m de largura. As esquadrias sdo em perfis de ago e estdo inclinadas em 40°

em relacdo ao plano horizontal. Os vidros, super-resistentes, suportam peso equivalente a 20
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pessoas. O ultimo pavimento também é destinado a exposi¢des. O acervo do MAC conta com
1.217 obras da Colecédo Jodo Sattamini, somado também por um conjunto de 369 obras formada
de doagcbes de artistas que realizaram  exposicbes no  museu  (Site

http://www.culturaniteroi.com.br/macniteroi, acessado 05/07/2016).

3.3. MATERIAIS EMPREGADOS NA CONSTRUCAO DE MONUMENTOS E
EDIFICACOES

Séo diversos os materiais utilizados na constru¢do de monumentos arqueol6gicos, bem
como de construgdes historicas, sendo a escolha dos materiais regida por diferentes aspectos
englobando beleza, plasticidade, impermeabilidade, tenacidade, e fundamentalmente
resisténcia e, por conseguinte, durabilidade para monumentos que ficardo expostos ao ar livre.
A durabilidade do material esta relacionada a sua capacidade de resistir a agdo deteriorante de
agentes quimicos e fisicos, de modo que sejam mantidas as caracteristicas intrinsecas quanto
ao seu aspecto, como tamanho, forma, peso e aparéncia (HERRERA; VIDELA, 2009;
HERRERA et al., 2004; BEECH, 2004).

Como anteriormente mencionado, 0s micro-organismos também podem ser a causa do
fendmeno de deterioracdo de monumentos podendo acometer materiais metalicos, como aco
carbono, ligas metélicas e bronze, e mesmo ndo metélicos como, por exemplo, marmore,
argamassa, concreto e madeira. E fato que a deterioracio de metais e suas ligas, em funcgio dos
mecanismos relacionados a acdo dos micro-organismos tém maiores implicacGes econdmicas
em comparacdo aos materiais ndo metalicos. Contudo, qualquer patriménio cultural, ndo
importa o material utilizado, deve ser preservado, ja que esta sujeito a deterioragdo com o tempo
(HERRERA,; VIDELA, 2009; HERRERA et al., 2004; BEECH, 2004).

Algumas pesquisas vém sendo realizadas focando a resisténcia dos materiais, em
particular rochas de diferentes naturezas como calcario, arenito, marmore, entre outras
(CHIAVARI et al., 2010; POLIKRETI et al., 2009; BERNARDI et al., 2009). A seguir, sera
feita uma abordagem mais detalhada apenas para concreto/argamassa e metal, por serem 0s
materiais dos patriménios do Museu Nacional do Rio de Janeiro e 0 Museu de Arte

Contemporéanea, envolvidos em processos de deterioracéo.
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3.3.1. Concreto e argamassa

O concreto é um material heterogéneo de uso diversificado em constru¢des, muitas das
quais sdo patriménios historicos. Esse material € obtido a partir da mistura de cimento com
agua, denominada “pasta”, ¢ materiais inertes, nomeados agregados. A depender da
granulometria desejada, podem ser usados agregados de maior granulometria (agregados
graudos) como pedra britada e pedregulhos, e de pequena granulometria (agregados mitdos),

como areia e po de pedra, que passa a ser denominada argamassa (NEVILLE, 2015).

Na fabricacdo do cimento sdo usados os produtos minerais: calcario (carbonato de calcio,
CaCO:s), argila e gesso. A argila empregada na fabricacéo do cimento é constituida basicamente
de silicato de aluminio hidratado, contendo minerais, dentre estes, o ferro em maior teor. O
gesso ¢ adicionado na fabricacdo do cimento para regular o tempo de “pega” no periodo de
hidratacdo. Em geral, é utilizada a gipsita (CaSO4.2H20), embora outras formas existam como
bassanita ou hemidrato (CaS.0,5H20) e anidrita (CaSQOs). Portanto, sdo principais constituintes

do concreto: o calcario, a silica, a alumina e o 6xido de ferro (ALLEN, 2013).

Em alguns casos de fabricacdo da argamassa, podem ser usados aditivos como cal, saibro,
barro, caulim, entre outros para a obtencdo de propriedades tais como aderéncia e
endurecimento. As argamassas sdo empregadas para assentar tijolos, blocos, azulejos, ladrilhos,
ceramica, tacos de madeira, impermeabilizar superficies, nivelar paredes, pisos, tetos e dar
acabamento as superficies (FAGUNDES NETO et al., 2015).

A deterioracdo da argamassa ou do concreto, além dos efeitos visuais, compromete a
estabilidade, bem como a durabilidade do material. Quando o concreto tem uma armadura
interna, a mesma deve ser protegida, por isso quanto mais intacto estiver o concreto, menos
susceptivel estard a armadura a corrosdo. Além do mais, alguns autores sugerem que alguns
constituintes do concreto tem efeito inibitdrio no processo corrosivo, pois desenvolvem uma
camada passivadora (GENTIL, 2011).

Neste cenario, a deterioragdo de concreto ou de argamassas € o resultado de uma ou mais
causas, tais como o tipo e a qualidade dos materiais utilizados no preparo dos mesmos, 0 mau
proporcionamento dos constituintes, a auséncia ou a ma aplicacéo de revestimento, bem como
fatores climaticos e ambientais (FAGUNDES NETO et al., 2015).
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3.3.2. Tinta

Em geral sdo utilizados revestimentos, principalmente a aplicacao de tintas, para protecao
de materiais contra a deterioracdo. Entretanto, as construc@es revestidas com tintas em paises
de clima tropical sdo particularmente sujeitas a descoloracdo superficial causada pelo
crescimento microbiano, o que, se ndo controlado, conduz a patologias tais como fissuras,
rachaduras, e descamacdes, tornando o material sujeito a penetragdo de agua. A descoloracdo
causada pelo crescimento de micro-organismos, ou por incrustacdes, € o principal problema
para pinturas manufaturadas, que por isso frequentemente incluem biocidas em suas
formulagcbes (SHIRAKAWA et al., 2011; SHIRAKAWA et al., 2002; GAYLARDE, 2002).

O mercado oferece uma infinidade de tipos de tintas. As mais utilizadas séo acrilicas,
latex PVA (acetato de polivinina), esmalte, epoxi e poliuretano. Por conta dessa grande
variedade de opcdes é necessario saber qual o material em que seré aplicada a tinta e 0 ambiente
que o material sera submetido. Por exemplo, para paredes sdo recomendadas tintas acrilicas e
latex PVA. Sédo constituidas, basicamente, por resinas, dgua, pigmentos e cargas. A resina € a
parte ndo volatil da tinta, responsavel pela formacéo da pelicula que cobre e protege a superficie
pintada (DONADIO; ABRAFITI, 2011; FAZENDA, 2009).

A tinta latex PVA ¢ a tinta mais comumente encontrada nos interiores das residéncias.
Essa tinta tem uma base sollvel em agua e seca rapidamente, porém ndo é adequada para areas
externas. A tinta acrilica, de forma geral, tem aspecto muito similar a da latex, sendo soltvel
em agua e seca rapidamente. A diferenca é que sua formula contém resinas acrilicas, o que
proporciona ao produto alta impermeabilidade, tornando-se especialmente eficaz para pinturas
externas. Outro fator importante € o custo superior da tinta acrilica em relagdo as tintas latex
(THONG; TEO e NG, 2016).

A tinta esmalte, ao contrario dos exemplos anteriores € um tipo de tinta que nédo é soluvel
em agua. Sao tintas “a base 6leo” (antigamente era composta de 6leo) com produtos sintéticos
gue compdem a base mais comum para esse tipo de acabamento. As tintas esmalte sdo
especialmente boas para a utilizacdo em superficies de ferro ou madeira, ndo sendo adequadas
para o uso direto na parede, porque dependendo da aplicacdo podem surgir bolhas ou
descascamento. O custo dessa tinta é mais alto do que o das outras, por conta de seu uso mais
especifico e em menores superficies. As tintas epdxi e de poliuretano sdo sintéticas e ndo

soluveis em agua, e tém usos mais especificos, como a pintura de caixas d’agua. Sdo geralmente
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diluidas em solvente especifico e possuem catalisadores para auxiliar no processo de cura,
devendo ser aplicadas sempre por mdo de obra treinada, para evitar a formacgdo de bolhas,
descolamento da camada de tinta ou simplesmente mau acabamento (SCOTT-CLARK et al.;
2014; SCOTT-CLARK et al., 2009).

Os problemas com a pintura estdo relacionadas a interface do filme com o substrato e a
prépria pelicula do revestimento. As causas mais provaveis do problema sdo a escolha
inadequada da tinta, a incompatibilidade com o substrato, a diluicdo excessiva da tinta na
aplicacdo e as condi¢bes meteoroldgicas, como temperatura e umidade. Como consequéncias
prejudiciais ao aspecto das paredes dos monumentos histéricos podem ocorrer a fissura parcial
ou total da pintura, o deslocamento da argamassa do revestimento, a formacdo de manchas pela
umidade, facilitando o desenvolvimento microbiano e a formacao de eflorescéncia (a cal livre
é uma mistura de hidroxido de célcio e hidroxido de magnésio que reagem com o gas carbdnico
atmosférico, formando carbonato de célcio e carbonato de magnésio) na superficie da tinta
(FAGUNDES NETO et al., 2015).

3.3.3. Metal

No mercado existem diversos materiais metalicos que variam quanto a sua propriedade
fisico-quimica e valor econdmico. Obviamente, quanto mais resistente o material a corrosdo
maior o seu custo. Dentre os materiais metalicos, 0s acos carbono, por causa do seu baixo custo
e das suas caracteristicas, como alta resisténcia a impactos, ductibilidade, tenacidade e
facilidade de soldagem, tém sido extensivamente empregados. Os acos carbono comuns séo
ligas, constituidas de ferro, carbono (0,008 a 2%). Devido ao baixo teor de carbono, esses acos

se oxidam com extrema facilidade, apresentando baixa resisténcia a corrosio (ARAUJO, 2011).

As ligas de ferro e carbono podem ser intencionalmente acrescidas de elementos
inorganicos, tais como niquel, cromo, manganés, tungsténio, molibdénio, vanadio, silicio,
cobalto e aluminio, com o objetivo de promover mudangas microestruturais que, por sua vez,
levam a mudancas nas propriedades fisicas e mecanicas, conferindo resisténcia a tragdo e a
corrosdo, elasticidade, ductibilidade, dureza, entre outras. Esses materiais denominados de acos
especiais sdo melhores do que os agos carbono (SILVA, 2009; CARDOSO, 2005).
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Na elaboragéo de muitos artefatos historicos sdo utilizados diferentes tipos de metais, por
exemplo muitas estatuas sdo de bronze, além de alguns objetos que compde as edificacGes
possuem metal, desde janelas e portas a sinos em igrejas por exemplo. Outro problema que se
apresenta bastante recorrente em construcdes, principalmente as mais modernas, € a corrosao
no ago utilizado no concreto armado (MORENO et al., 2015; MULVIN e LEWIS, 1994). Para
0 Museu de Arte Contemporanea especificamente, além da deterioracdo da argamassa, suas
janelas e parte de sua armadura compostas de diferentes acos sofrem acdo de processos

Corrosivos.

3.4. O FENOMENO DE CORROSAO/DETERIORACAO

A corrosdo pode ser definida como a deterioracdo de um material, por acdo quimica ou
eletroquimica do meio ambiente, aliado ou ndo, a esforgos mecanicos. Normalmente o termo
corrosdo € utilizado para itens metalicos, ainda muito ligado a corrosdo em inddstrias,
especialmente para patriménios historicos € comumente denominado deterioracdo, de forma
geral como esta associado aos micro-organismos é chamado de biodeterioracdo (GENTIL,
2011; WARSCHEID; BRAAMS, 2000).

O fendbmeno de deterioracdo acomete qualquer tipo de material, tanto de natureza
inorganica, como edificacbes de concreto/argamassa (pontes e casas histéricas), e ligas
metalicas, quanto de natureza organica, como a madeira. Neste contexto, qualquer artefato esta
sujeito ao fenbmeno de deterioracdo. As estruturas dos materiais podem ser diferentemente
comprometidas, visto que sua resisténcia pode variar de acordo com a agressividade do
ambiente ao qual sdo expostas (HERRERA; VIDELA, 2009; JAMBO; FOFANO, 2009).

O mecanismo de deterioracdo dos materiais ¢ fortemente dependente das condicdes
meteoroldgicas locais, tais como temperatura, precipitacdo pluviométrica, umidade relativa e
radiagdo solar. A acdo corrosiva da atmosfera é acentuada quando nela estdo presentes
poluentes, que podem ser liquidos, solidos ou gasosos. Os trés principais fatores comumente
indutores do fendmeno de deterioracéo séo intemperismo, poluicdo natural ou antropogénica, e
atividade de micro-organismos (HERRERA,; VIDELA, 2009).
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Os poluentes de origem natural podem ser representados por sais marinhos e material
particulado. Em zonas litoréneas, por exemplo, a superficie dos materiais sdo umedecidas e
expostas a ions cloreto ou sulfato, presentes na agua do mar, que impedem a formacéo da
camada de passivacao, isto é, ndo ha a formacéo de peliculas protetoras sobre a superficie dos

materiais, por conseguinte, tem-se a deterioragcdo mais intensa (HERRERA; VIDELA, 2009).

Os poluentes de origem antropogénica, ou seja, oriundos das atividades humanas, podem
ser exemplificados por 6xidos de enxofre ou de nitrogénio, material particulado, compostos
organicos volateis, além de substancias organicas e inorganicas, constantemente lancadas na
atmosfera principalmente pela geracéo de energia e pelos meios de transporte que fazem uso de
combustiveis fosseis (HERRERA et al., 2004; GAYLARDE et al., 2002).

A corrosdo atmosférica pode ocorrer em qualquer material exposto a atmosfera terrestre,
sendo que a presenca de agua influéncia diretamente na deterioracdo do material, normalmente
proveniente da chuva ou de condensacdo da umidade do ar, para que se estabeleca uma
dissolucdo de poluentes e consequentemente aumentem a intensidade do processo de
deterioracdo. Esse processo sofre a influéncia do volume de agua, e também esta relacionada
ao tipo de material, aos componentes e as quantidades de poluentes (JAMBO e FOFANO,
2009).

O desenvolvimento industrial tem sido apontado como uma das principais causas do
aumento da emissdo de poluentes para a atmosfera, principalmente as inddstrias quimicas e
petroquimicas, e a utilizacdo de combustiveis. Em particular, a emissdo de o6xidos de enxofre,
de nitrogénio e carbono tem contribuido para os fendmenos da deposicao &cida, podendo causar
a corrosdo de materiais metalicos, como ligas em estatuas, bem como ndo metalicos, como
argamassa, concreto e marmore, que sao intensivamente usados na construcdo de patriménios
historicos. Os &cidos ocasionam a deterioracdo do material pois reagem com componentes das

argamassas e diminuem o pH (GENTIL, 2011).

No caso de dioxido de enxofre (SO-), a sua reacdo com o oxigénio em um ambiente imido
resulta na formagéo de trioxido de enxofre (SO3z), que por sua vez pode ser oxidado a &cido
sulfarico (H2SOs4), que ataca imediatamente o material. Do ponto de vista da corrosdo, o 0xido
de nitrogénio (NO) e dioxido de nitrogénio (NO2) também podem ocasionar corrosao severa;
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principalmente, o NO2 por ser um forte agente oxidante. Além disso, o0 NO> possui forte
sinergismo com o SO, cuja reacdo conduz a formacdo de enxofre elementar (S),
significativamente corrosivo (JAMBO; FOFANO, 2009).

O gés carb6nico também apresenta aspecto corrosivo, pois a solubilidade do CO, em agua
leva a formacéo &cido carbdnico (H.0 + CO2 — H2COg), que por sua natureza instavel, se
dissocia com formacdo do cation H* e do anion HCOs", causando uma diminuicéo do pH, e em

consequentemente a intensificacdo da acao corrosiva da &gua (TORRES, 2001).

O géas carbdnico pode também atuar sobre argamassa e concreto, podendo ocorrer o
fendmeno de carbonatacdo, que é facilmente encontrado em centros urbanos. Nestes ambientes,
0 concreto esta exposto a alta concentracdo de gas carbonico (CO.). Esse didxido de carbono
penetra nos poros do concreto, dilui-se na umidade presente na estrutura e forma o H.CO3 (COs
2 + 2H") que reage com alguns componentes da pasta de cimento hidratada, onde ocorre a
formacéo de produtos com pH de precipitacao inferior a 9. O resultado final é a formacéo de
agua e carbonato de célcio (CaCOz3). Na reacdo de carbonatagdo sdo consumidos compostos
essencialmente alcalinos da pasta hidratada de cimento como hidréxido de potassio (KOH),
hidréxido de sodio (NaOH) e hidréxido de céalcio (Ca(OH).), podendo também consumir
silicatos alcalinos. A carbonatagdo inicia-se na superficie da estrutura e avanca em direcdo ao

interior do concreto/argamassa, causando severos danos (ABRANTES et al., 2007).

Em zonas litoraneas, por conta da névoa salina, os ions cloretos (CI) sdo os principais
causadores de corroséo, em especial no concreto armado e na argamassa, pois podem diminuir
a acdo protetora da pelicula de passivacdo existente no meio alcalino e consequentemente a
resistividade do concreto/argamassa, facilitando a corroséo de armaduras. Pode haver também
alternancia de molhabilidade e secagem. Essa a¢éo alternada ocasiona saturagéo do concreto,
com agua do mar e a evaporacdo dessa agua associada, que ocasiona acumulo de sais na
superficie do material e é possivel a permeacdo de cloretos, tornando a area de variacdo mais
sujeita a corrosdo (GENTIL, 2011).

Adicionalmente, o cloreto de sodio eleva a condutividade da solucéo eletrolitica, fazendo
com que seja formada uma complexa camada composta de 6xidos e hidroxidos de ferro. Estes
produtos de corroséo sdo volumosos, e pouco aderentes, o que permite que o filme d’agua,

possa ser removido com facilidade da superficie, deixando o metal novamente exposto e, assim,
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susceptivel ao processo corrosivo. Por outro lado, em filmes com baixa condutividade ha
formacdo de produtos de corrosdo compactos e aderentes a superficie, o que pode resultar em
efeito protetor (GENTIL, 2011; VIDELA, 2002; HELENE, 1986).

A presenca de materiais particulados na atmosfera, como sujeira e fuligem, também pode
ser a causa de aceleragdo do processo de deterioragcdo. Por exemplo, a deposi¢cdo desses
materiais sobre as superficies metélicas pode resultar na formacdo de pilha de aeracéo
diferencial; e, no caso de substancias higroscopicas, a retencdo da umidade contribuird no
estabelecimento de corrosdo sob depésitos em qualquer superficie, bem como facilitar o
desenvolvimento dos micro-organismos (JAMBO; FOFANO, 2009).

3.4.1.Corroséo induzida microbiologicamente (CIM)

Quando a deterioracdo de um material se processa sob a influéncia de micro-organismos,
este processo € denominado biocorrosdo, biodeterioracdo ou Corrosdo Induzida
Microbiologicamente. Os micro-organismos sdo capazes de iniciar, facilitar ou acelerar o
processo corrosivo, mantendo a natureza eletroquimica da corrosdao (NAGIUB; MANSFELD,
2001).

A biodeterioracdo de superficies metalicas e/ou ndo-metalicas é acompanhada pela
formagdo e estabelecimento de estruturas complexas denominadas biofilmes, que s&o
constituidas de depoésitos bioldgicos e substancias poliméricas extracelulares insolUveis,
principalmente de natureza polissacaridica, na forma de gel altamente hidratado, contendo cerca
de 95% de agua. Na matriz polissacaridica encontram-se inseridas as células de micro-
organismos e detritos organicos e inorganicos, o que cria um meio nutricionalmente propicio
ao desenvolvimento dos micro-organismos. A formacdo de biofilmes é um processo
acumulativo dindmico e geralmente ndo uniforme, sua composi¢do e distribuicdo variam
significativamente, sendo governadas pelo tipo de material ao qual esta colonizado (VIDELA;
HERRERA, 2005; TELEGDI; SHABAN; KALMAN, 2000; O’TOOLE et al., 2000).

Para ocorrer a biodeterioracdo em monumentos historicos, € necessario ter um ambiente
propicio para o desenvolvimento dos micro-organismos, ou seja, deve haver um superficie
susceptivel a sua aderéncia, bem como condigdes que propiciem o seu desenvolvimento. Por

exemplo fatores abidticos como umidade, luminosidade, temperatura, ambiente salino e a
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presenca de gases corrosivos sdo relevantes para deterioracdo de monumentos histdricos
(BERNARDI et al., 2009; SARRO et al., 2006; SANCHES-MORAL et al., 2005).

3.4.1.1.Biosusceptibilidade
Como visto anteriormente, a biodeterioracdo é definida como qualquer mudanca
indesejavel nas propriedades de um material, que a ocorréncia dependa da presenca de
organismos. A biosusceptibilidade do material para a colonizagdo microbiana é o conjunto das
propriedades do material que podem contribuir para o estabelecimento, a ancoragem e o
desenvolvimento da microbiota (COUTINHO et al., 2015).

Por exemplo, para argamassas, biosusceptibilidade se refere principalmente as
propriedades que o material possui e também adquire ao ser exposto a condi¢des climaticas,
tais como rugosidade, porosidade, umidade e composicdo quimica da superficie. A
biosusceptibilidade do material pode ser dividida em primaria, secundaria e terciaria. Quando
o material ndo esta ainda exposto para a colonizacéo, a biosusceptibilidade sera expressa apenas
durante a primeira colonizagdo de micro-organismos, enquanto as propriedades do material
permanecem muito similares ou idénticas para este estado inicial, sera denominada
biosusceptibilidade priméria. As caracteristicas destas propriedades podem sofrer alteracdes,
devido a acdo de colonizacdo de micro-organismos ou fatores que causam mudancas e resultam
em um novo tipo de biosusceptibilidade denominada secundéaria. Alguma atividade humana
afetando o material, por exemplo consolidagdo, pinturas com biocidas ou polimento de
superficie, também modifica propriedades inicial ou secundaria do material, induzindo a
biosusceptibilidade terciaria (GUILLITTE, 1995).

Com respeito a colonizacdo em paredes, 0s micro-organismos se colocam sobre as
imperfeicdes e poros da superficie, bem como as chuvas e ventos trazem pequenos fragmentos
de origem vegetal, animal, esporos, células microbianas, minerais e poluentes do ar. Uma vez
sobre a superficie, 0s micro-organismos aderem-se e crescem a uma taxa de desenvolvimento
que depende da natureza do revestimento e das condi¢cGes ambientais. Condi¢6es hidrotérmicas
sdo particularmente importantes; alta umidade e condensacdo, que aliado junto com um

aumento de temperatura pode favorecer o crescimento (GAYLARDE et al., 1998).
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3.4.1.2.Etapas de formacéo dos biofilmes

A colonizacdo microbioldgica de superficies dos materiais depende de vérios fatores
fisicos e quimicos, tais como, disponibilidade de agua e de fontes nutricionais, pH, temperatura,
fatores microbioldgicos, composicdo, porosidade e permeabilidade do material.
Adicionalmente, o desenvolvimento dos biofilmes depende de condi¢Ges que tornem o
ambiente propicio a fixacdo dos micro-organismos ao material. A presenca de substancias
quimicas, como poluentes atmosféricos e biocidas, também pode ter acdo direta no
desenvolvimento dos micro-organismos em biofilmes. (GENTIL, 2011; TELEGDI; SHABAN,;
KALMAN, 2000).

Em particular, os poluentes podem reagir com os materiais afetando suas propriedades,
ou favorecendo sua deterioracdo por rotas quimicas, fisicas ou bioldgicas. Os micro-organismos
provocam danos aos materiais por meio do consumo direto de seus constituintes quimicos, pela
geracdo de produtos metabdlicos agressivos, como acidos organicos e inorganicos, e por criar
condicdes favoraveis para outros micro-organismos cujo metabolismo seja agressivo aos
materiais e por criar condicGes de aeracdo diferencial (HERRERA et al., 2004; GAYLARDE
etal., 2002).

A deposicéo de substancias sobre a superficie sdlida, sobre um material metalico ou néo,
formando uma pré-camada de moléculas organicas e inorganicas, denominada filme
condicionador, que servira de nutrientes para o desenvolvimento dos micro-organismos que por
ventura venham a se aderir. Como consequéncia, criando-se as condi¢des para sua posterior

fixacdo a superficie sélida, seguindo-se a formacéo do biofilme (DE FRANCA et al., 2009).

O ciclo biolégico de desenvolvimento do biofilme inclui os processos de iniciacao,
maturacdo, manutencdo e desprendimento. Este ciclo pode ter inicio a partir de células
planctonicas (livres no ambiente) de diferentes espécies microbianas, que isoladas ou e
conjunto, ao interagir com a superficie resultam na formacao de microcoldnias. A formacao do
biofilme tem inicio com a adesdo dos micro-organismos a superficie do material e pode ser
reversivel ou irreversivel. A ades&o reversivel ocorre mediante ligac6es fracas, como as forcas
de van der Waals e atracdo eletrostatica, deixando a céelula ainda sujeita ao desprendimento, o
gue possibilita que sejam facilmente removidas, por exemplo, pela d&gua da chuva, ventos, entre
outros (VAN LOOSDRECHT et al., 1990).
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1 2 3 4 5

Figura 3.5. Etapas da formagédo de um biofilme. (1): ades@o; (2-3): colonizacdo; (4): maturagéo; (5):
desprendimento. Fonte: emery pharmaservices (2016)

O processo irreversivel depende do tempo de contato e da produgdo de material
polimérico extracelular produzido pelos micro-organismos. Uma vez fixadas ao material, ha a
colonizacao microbiana e o crescimento celular, com a sintese e excrecao de exopolimeros, que
podem mediar a fixacdo de novas células de distintos grupos microbianos distintos. Ainda
existindo nutrientes, os biofilmes continuam se desenvolvendo, no entanto, quando ocorre
supressao deles, os micro-organismos podem se destacar do biofilme. Em patriménio histéricos

essa agdo pode ser devido ao vento, ou mesmo por chuvas (O’TOOLE et al., 2000).

Com o crescimento do biofilme, a difusdo de oxigénio e de nutrientes para o interior é
dificultada criando condi¢cBes ndo favordveis para 0s micro-organismos aerébios nele
existentes, podendo ocorrer sua morte e, consequentemente, o enfraquecimento da matriz
polimérica. O desprendimento parcial, ou mesmo total, do biofilme da superficie, pode ocorrer
de forma aleatéria e depende da atividade dos micro-organismos aderidos ao suporte sélido
(CHARACKLIS, 1990).

Considerando a superficie metalica, a atividade dos micro-organismos aerébios em
biofilmes resulta em formacao de zonas anaerobicas, estabelecendo células oclusas de corrosao;
fendmeno relacionado a diferenca de potencial eletroquimico entre uma regido com
determinada concentracao de ions ou oxigénio e outra com concentracdo diferente, isto é, forca
motriz, a qual rege a aeracao diferencial. A regido menos aerada, contendo depdsitos que podem
ser restos de pintura, sujeiras, graxas, acumulos de terra ou areia, entre outros, apresenta
caracteristica anodica, enquanto a regido mais aerada, sem depositos, apresenta caracteristica

catodica, podendo servir de eletrolito a umidade do ar. A formacdo do biofilme além de
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circunscrever um ambiente favoravel para os micro-organismos, também protege da acdo de
biocidas (JAMBO; FOFANO, 2009; COSTERTON et al.,1995).

Adicionalmente, a atividade dos micro-organismos aerobios em biofilmes pode
estabelecer condi¢des favoraveis ao desenvolvimento de micro-organismos anaerébios. Como
exemplo, as bactérias redutoras de sulfato, cuja atividade metabdlica gera gas sulfidrico (H2S),
um agente fortemente corrosivo. Neste contexto, os biofilmes mudam drasticamente as
caracteristicas fisico-quimicas do ambiente em contato com a estrutura do material, interface
superficie/filme d’agua, e, geralmente, aumentam a agressividade da corrosdo. Logo,
considerando a ubiquidade da vida microbiana, bem como a acdo agressiva de diversos
compostos por eles produzidos, pode-se presumir a efetiva participacdo dos micro-organismos
na deterioracdo de materiais (ORNEK et al., 2002, NAGIUB; MANSFELD, 2001).

3.4.1.3.Micro-organismos envolvidos na deterioracdo de patriménios historicos

Os patriménios histéricos sdo comumente pobres em nutrientes e estdo expostos a
variacdes extremas de umidade, erosdo mecanica por atuacao de chuvas e ventos, além de altas
doses de radiagdo UV. Entretanto com a capacidade de adaptacdo dos micro-organismos a esses
habitats, pode vir a desenvolver comunidades microbianas epiliticas, dominadas por bactérias,
fungos, algas e liquens, em climas temperados e em climas frios. Todos esses grupos
microbianos tem sido reconhecidos efetivos na biodeterioracdo de diferentes materiais, tanto
pela direta acdo no material como na modificacéo da cor da superficie do material e sua textura
(CUTLER et al., 2013; PEPE et al., 2010; STERFLINGER, 2010).

Como visto anteriormente, 0s micro-organismos sao bastante versateis e se adaptam
facilmente ao mais diversos ambientes. A Tabela 3.1 sumariza alguns grupos baseados em seus
requerimentos nutricionais. Os micro-organismos heterotréficos se desenvolvem apenas
guando ha matéria organica assimilavel disponivel. Ja para os autotréficos, os constituintes
inorganicos representam substancias com potencial nutritivo e energético para seu
desenvolvimento. Ambos preferem superficies com alto teor de umidade (KUMAR,;
KUMAR,1999).

Os micro-organismos heterotréficos podem crescer sobre pinturas que, em geral, contém

uma grande variedade de constituintes organicos e inorganicos. Alguns desses constituintes
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podem servir de fontes de carbono e energia para diferentes espécies microbianas. Por exemplo,
a celulose, constituinte de algumas tintas, pode ser metabolizada por fungos filamentosos. Por
outro lado, a presenca de solventes organicos e metais pesados, utilizados para a pigmentacéo
das tintas, podem ser inibitorios para 0 metabolismo microbiano. Tem-se também a presenca
de biocidas em algumas tintas que podem restringir o desenvolvimento de algumas espécies
microbianas. Cabe ainda mencionar que a aplicagéo da pintura se ndo for bem executada pode
criar imperfeicdes facilitam a adesdo e consequentemente a formacdo de biofilmes de
superficies. (CUTLER et al., 2013; PEPE et al., 2010).

No caso de colonizagdo de patrimonios por organismos fotossintetizantes, a presenca de
luz solar é essencial. Em contrapartida, 0s organismos quimiossintetizantes podem realizar seu
metabolismo na auséncia de luz, obtendo sua energia a partir da metabolizacéo de substancias
quimicas. J& os organismos fotoautotroficos, tais como cianobactérias, algas, musgos, e plantas
superiores, ao utilizar a luz do sol como fonte de energia durante a fotossintese, liberam
oxigénio o que ira fornecer a atividade dos micro-organismos aerobios. Para esses organismos,
o carbono requerido é obtido pela fixagdo do CO. do ar. Existem também bactérias
quimioautotroficas que também obtém carbono pela fixagcdo do CO- da atmosfera, embora a
fonte de energia seja obtida a partir da oxidacdo de compostos inorganicos (amonia, nitratos,
nitritos, sulfetos, tiossulfatos ou enxofre elementar), varidvel de acordo com a espécie
bacteriana. Como produtos do metabolismo, estas bactérias liberam acidos nitroso
(Nitrosomonas spp.), nitrico (Nitrobacter spp.) ou sulfdrico (Acidithiobacillus spp), ou seja,
produzem agentes biodeteriorantes de rochas, materiais cimenticios e metais (KUMAR;
KUMAR, 1999).
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Tabela 3.1. Classificacdo dos micro-organismos participantes da biodeterioragédo

Categoria Nutricional Fonte de Energia Fonte de DE AE Grupos de organismos
carbono
Fotoautotroficos Luz solar (organismos CO; H20 Oxigénio, Organismos Aerobios:
fotossintéticos) Compostos Cianobactérias, algas, Liquens, plantas
organicos superiores e musgos
Quimioautotroficos Reacbes Redox Organismos Aerdbios:
(organismos H> Oxigénio Bactérias do hidrogénio
quimiossintéticos) CO; Fe*? Bacteérias do ferro
NH*, NO, Bactérias nitrificantes
S, (52042 Bactérias oxidantes de enxofre
Foto-heterotréficos Luz solar (organismos Compostos Compostos Oxigénio Organismos Aerdbios:
fotossintéticos) organicos organicos Bactérias fotossintéticas e algumas
algas
Organismos anaeradbios:
H.S Compostos Bactérias verdes e parpuras do enxofre
H> organicos Bactérias purpuras ndo-enxofre
Quimio-heterotroficos Reacbes Redox oxigénio Organismos Aerdbios:
(organismos Actnobactéria,  Animais, fungos,
quimiossintéticos) Bactérias aerdbias
Organismos anaeradbios:
Compostos Compostos Compostos Bactérias fermentativas
organicos organicos organicos
H.S NO3 Bactérias denitrificantes
S, (S2032 (S04)? Bactérias Redutoras de Enxofre

DE - Doadores de elétrons; AE - Aceptores de elétrons (Fonte: Adaptado KUMAR; KUMAR, 1999).
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As bactérias quimio-heterotroficas e fungos usam substratos organicos como fontes de
carbono e energia. Esses organismos comumente liberam &cidos organicos corrosivos ou que
enfraquecem o mineral pela oxidagio dos cations metalicos tais como Fe?* ou Mn?*. Algumas
bactérias sulfo-oxidantes dependem da oxidacdo de compostos reduzidos de enxofre como
fonte de energia, como é o caso das espécies do género Acidithiobacillus, que produzem &cido
sulfarico, ocasionando a desintegracdo da argamassa, resultando na perda de sua integridade.
Os sulfatos formados podem precipitar na superficie do material cimenticio e serem lixiviados,
dissolvidos ou recristalizar-se com formacao de compostos com caracteristicas expansivas que
podem ocasionar a fissuracéo ou esfoliacdo da argamassa, se localizados dentro dos poros do
material. As bactérias quimio-heterotroficas incluem uma variedade de género tais como
Alcaligenes, Arthrobacter, bacillus, Paenibacillus, Flavobacterium, Pseudomonas,
Staphulococcus, Nocardia, Mycobacterium e Sarcina, nos quais sdo mais frequentemente
encontrados isolados de paredes revestidas (PEPE et al., 2010; WARSCHEID; BRAAMS,
2000; KUMAR; KUMAR, 1999).

O processo corrosivo também pode ser induzido por algumas espécies de bactérias e de
fungos filamentosos que apresentam a capacidade de consumir as substancias empregadas
como agentes inibidores de corrosdo. Neste caso, 0s materiais metalicos ndo sdo mais
protegidos e ainda ha aumento da densidade microbiana no biofilme. Esses micro-organismos
tem a capacidade de degradar revestimentos, técnica muitas vezes adotada para a protecdo de
metais, principalmente os de baixa resisténcia a corrosdo, como € o caso do a¢o carbono. Esses
micro-organismos atuam diretamente na corrosao por consumirem 0s compostos constituintes
dos revestimentos, como também pela secrecdo de enzimas liticas, ou de compostos &cidos. A
area descoberta pode entdo vir a sofrer o ataque de agentes corrosivos, como por exemplo,
acidos organicos ou inorganicos formados pelo metabolismo microbiano. Outra possibilidade
é a deterioracdo do material devido a ruptura do revestimento pela difuséo de gases gerados por
células presentes nos biofilmes a eles aderidos (ARAUJO, 2011; CHEN et al., 1994).

Segundo Pinheiro et al. (2013) os micro-organismos podem causar a deterioracdo de
rochas, por exemplo, calcarias e arenitos, pela sintese, excre¢do de &cidos e enzimas,
ocasionando a solubilizacdo de calcio e de potassio. Como se pode inferir, existe uma
microbiota muito diversificada com capacidade de agir na deterioracdo de materiais, por
diferentes rotas metabolicas. Assim, infere-se que, dependendo das condi¢Ges ambientais e das

propriedades fisico-quimicas do material, ter-se-a a atuacdo de consércios microbianos de
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variadas complexidades (WARSCHEID; BRAAMS, 2000). Os principais grupos de micro-
organismos relacionados a CIM s&o abordados a seguir:

a) Ferrobactérias

O grupo compreende bactérias redutoras e oxidantes do ferro, por isso, também
denominadas precipitantes de ferro, que se apresentam diferenciadas tanto na morfologia
guanto metabolicamente. Por isso, tém efetiva participacdo principalmente na corrosdo de
materiais metalicos que apresentem ferro em sua composi¢do. Ademais a participacdo em
argamassa e concreto é mais discreta, devido ao menor teor de ferro nessas substancias. Dentre
as espécies normalmente associadas ao processo de corrosdo, estdo Acidithiobacillus
ferrooxidans, Gallionella ferruginea e Leptospirillum ferrooxidans. Os géneros mais comuns
além das espécies citadas sdo Crenothrix, Leptothrix, Clonothrix, Sphaerotillus, Sideromonas
e Siderocaspa (GENTIL, 2011; MADIGAN et al., 2010; VIDELA, 2003; EDWARDS et al.,
2001).

Exceto pelas espécies dos géneros Leptothrix e Sphaerotillus, que sdo capazes de crescer
em ambientes com baixa concentracdo de oxigénio, estas bactérias crescem autotroficamente
obtendo energia a partir da oxidacdo do ion ferroso a férrico, o que resulta na formagéo de
Fe(OH)s ou Fe203.H20, compostos insollveis, que quando depositadas sobre as superficies
metalicas, podem levar a ocorréncia de corrosdo por aeracao diferencial (GENTIL, 2011,
STAROSVETSKY et al., 2001).

Em complemento, algumas bactérias podem utilizar o ion férrico (Fe*®) como aceptor
final de elétrons gerando energia a partir da oxidacdo de distintos compostos quimicos,
inclusive aromaticos. Neste caso, 0s principais géneros representativos sdo Pseudomonas,
Bacillus, Bacteroides, Geobacter, Serratia, Clostridium, Rhodoferax, Desulfitobacterium,
Sulfolobus, Acidithiobacillus, Acidiphilium, Sulfobacillus, Trichoccoccus, Fulvimonas,
Shewanella e Desulfovibrio. Normalmente, a reducdo do ion férrico se d4 na auséncia de
oxigénio, embora também tenha sido constatada em condicdo de aerobiose (JONES;
DAVISON; GARDENER, 1984; NEALSON, 1983).

b) Bactérias produtoras de acido
Este grupo é caracterizado por organismos que utilizam mecanismos de producéo de

acidos que, em alguns casos, podem ter acdo quelante, causando a dissolugdo do material
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através da mobilizacdo de cations de Ca, Fe, Mn, Al e Si. Normalmente, a acdo dessas bactérias
é associada a descoloracdo de rochas (BARRINUEVO, 2004; KUMAR; KUMAR, 1999).

Em geral, esses micro-organismos apresentam um sistema enzimatico complexo, o qual
permite utilizarem diversos tipos de substancias quimicas, desde moléculas simples até
poliméricas. Como resultado do metabolismo microbiano, podem ser produzidos diferentes
acidos de cadeias curtas, como acido formico, acético, latico, propidnico e butirico. No caso
dos acidos inorganicos, além do &cido sulfurico produzido pelas bactérias oxidantes de enxofre,
pode haver geracdo de outros acidos inorganicos como &cido nitrico, por Nitrobacter e
Pseudomonas, acido nitroso por Nitrosomonas e &cido sulfidrico por BRS e Clostridium
(ARAUJO, 2011; SILVA, 2009).

c) Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)

As BRS sdo quimio-heterotréficas, portanto usam compostos organicos, como fontes de
carbono e energia, desde acidos organicos simples e alcoois de cadeia curta até compostos de
complexidade elevada. Este grupo é composto por diferentes espécies que em comum
apresentam a capacidade de realizar o processo de respiracdo anaerébica, denominado reducao
desassimilativa do sulfato, onde o sulfato é o aceptor final de elétrons, com geracdo de gas
carbonico e de sulfetos (gas sulfidrico, sulfetos e bissulfetos metélicos), em alta concentracéo.
O gés sulfidrico (ou acido sulfidrico) é um agente altamente reativo, toXico e corrosivo,
enquanto o sulfeto de ferro (FeS) é reconhecidamente acelerador da formacdo de célula
galvanica no aco, sendo a massa depositada sobre o metal diretamente proporcional a taxa de
corrosao. A dissolucdo de 6xidos metalicos depositados sobre a superficie metélica, que em
alguns casos pode favorecer a sua passivacdo, pela acdo do &cido sulfidrico, pode intensificar o

processo de corrosao na regidao anddica (VIDELA, 2002).

O hidrogénio gerado pela reducdo da dgua na regido catddica ao adsorver a superficie e
recobri-la totalmente promove a sua polimerizacao, isto é, impede que haja consumo de elétrons
e, portanto, interrompe o0 processo de corrosdo. Contudo, algumas BRS sdo hidrogenase
positiva, o que Ihes permite consumir o hidrogénio molecular adsorvido a superficie do metal
na regido catodica, promovendo a despolarizacdo catodica, 0 que concorre para 0 avango do
ataque do metal. Normalmente estas bactérias sdo encontradas em ambientes marinhos devido
a presenca de sulfato na 4gua do mar, em concentragdo de cerca 3.000 ppm (ARAUJO, 2011;

LIAMLEAM; ANNACHHATRE, 2007; CHEN et al., 1994).
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Algumas espécies de BRS, quando na fase séssil, também sdo capazes de produzir
exopolimeros, promovendo a sua aderéncia a sedimentos, € 0 seu desenvolvimento em
diferentes ambientes. Além das estruturas metalicas, o concreto ou argamassas podem ser alvos
das BRS pela producdo de acidos, causando inconvenientes como por exemplo a diminuigédo
do pH e formacdo de sulfoaluminato de célcio, resultando na deterioracdo do concreto ou
argamassa. Esse fendmeno pode acarretar fissuracao, desagregacéo e problemas de coeséo entre
a pasta de cimento e os agregados e, por consequéncia, a perda de resisténcia mecanica do
material (MIRANDA et al., 2006; FANG; XU; CHAN, 2002).

d) Actinobactérias

Sdo bactérias, na maioria, Gram-positivas, com ampla diversidade morfologica e
fisiolégica. Este grupo compreende varias espécies produtoras de antibioticos, metabolitos
secundarios produzidos no final da fase exponencial do crescimento ou na fase estacionaria.
Também sdo notorios pela produgdo de pigmentos, de enzimas extracelulares e de terpendides,
como a geosmina, que confere o odor caracteristico do solo ap6s decorréncia da chuva. Esses
micro-organismos, como alguns fungos, tém a capacidade de produzir enzimas que levam a
degradacdo da celulose e da lignina. Portanto, sdo importantes agentes de degradacdo de
materiais lignocelulésicos, embora o grau de degradacgdo seja inferior ao apresentado pelos
fungos filamentosos. A producgéo de pigmentos pode modificar a coloracdo dos monumentos,
enguanto a acdo das enzimas podem danificar as suas estruturas e revestimentos (OLIVEIRA,
2002).

As actinobactérias estdo amplamente distribuidas na natureza, ocorrendo em humanos,
animais, plantas, alimentos, rochas, aguas residuais, e, principalmente, em solos. Em relacédo a
fonte de energia podem ser foto ou quimiotréficas e quanto a fonte de carbono existem
autotroficas e heterotréficas. Quanto a tensdo de oxigénio, a maioria é aerdbia estrita, mas
tambem existem espécies facultativas, microaerofilas e anaerobias estritas, com crescimentos
em ampla faixa de temperatura e pH (MAIER; PEPPER; GERBA, 2000).

e) Fungos

Os fungos séo organismos eucariotos, heterotroficos que obtém nutrientes por absorcao
através da parede e membrana celular, podendo se apresentar em forma celular (leveduras) ou
filamentosa (fungos filamentosos ou bolores). Sdo ubiquos e em muitos casos estdo em

simbiose com outros organismos ou sdo parasitas (TORTORA; CASE; FUNKE, 2016).
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As leveduras se apresentam como organismos aerobios estritos e facultativos, enquanto
os fungos filamentosos ocorrem como aerdbios estritos. Comparativamente, os fungos
filamentosos toleram faixas mais amplas de pH e temperatura. Esses micro-organismos tém
capacidade de se desenvolver sobre a superficie de materiais e/ou dentro de poros e fissuras,
atuando na desagregacdo de monumentos feitos de pedra, argamassa, concreto e gesso, pois
tem alta atividade e producdo de metabdlitos acidos e de didxido de carbono, com participagédo
na deterioracdo de patriménios historicos (STERFLINGER, 2010).

Por exemplo, as superficies dos patriménios histéricos podem ser habitadas por fungos,
em todas as regides climaticas da terra. Em climas moderados ou Umidos, as comunidades
fangicas sdo dominadas por Hyphomycetes, incluindo espécies dos géneros Alternaria,
Cladosporium, Epicoccum, Auerobasidium e Phoma. Em ambientes aridos e semiaridos, as
comunidades de fungos mudam para leveduras pretas e microcolonias pretas de fungos
filamentosos. Os fungos pretos pertencentes aos Qéneros Hortaea, Sarcinomyces,
Coniosporium, Capnobotryella, Exophiala e Trimmatostroma, formam pequenas coldnias
sobre a superficie e dentro dos materiais, e frequentemente sdo associados a algas ou
cianobactérias. As espécies Aspergillus glaucus e Penicillium chrysogenum, também séo
reconhecidamente como produtores de acidos organicos, responsaveis pela lixiviacdo de
minerais, e consequente desmineralizam rochas, argamassas e concretos (PITRE et al., 2013;
STERFLINGER, 2010).

Jurado et al. (2008) encontraram nas paredes do monastério de “la Rabida” (Espanha) 0s
fungos dos géneros Trichothecium, Acremonium, Clodosporium, Aspergillus em grande
abundancia, e em menor proporc¢éo foram encontrados Alternaria e Arthirinium, para os autores

esses micro-organismos foram os principais causadores da deterioracao.

f) Cianobactérias, algas e liquens

As cianobactérias sdo micro-organismos procariontes que possuem fisiologia complexa e
geralmente sdo capazes de se adaptar a condi¢cOes ambientais adversas, nos mais diferentes
nichos ecoldgicos. A resisténcia a grandes flutuacdes de umidade e temperatura podem explicar
sua maior distribuicdo em climas tropicais, quando comparadas as algas. Elas tém sido
reportadas por causar danos estéticos a patrimdnios historicos, pela formacdo de biofilmes de
variadas cores, em funcéo da producédo de pigmentos fotossintetizantes, detritos celulares e/ou

produtos microbianos (GAYLARDE; GAYLARDE, 1999).
DIAS, D.S.B



51

A presenca de uma camada superficial de cianobactérias, bem como de outros micro-
organismos, facilita a adesdo de particulas, pdlen, cinzas, entre outras, que dificultam a
formacdo de camadas protetoras, além de causar danos fisicos e quimicos aos materiais.
Também podem incrementar a capacidade de retencdo de &gua, 0 que aumenta o

desenvolvimento populacional microbiano (BARRINUEVO, 2004).

As algas sdo organismos eucariontes, unicelulares ou pluricelulares, que realizam
fotossintese por conterem clorofila e outros pigmentos fotossintetizantes. Alguns apresentam a
capacidade de produzir acidos organicos com acgdo corrosiva. Além disso, excretam compostos
que podem servir de nutrientes para outros micro-organismos presentes nos biofilmes,
favorecendo o crescimento da microbiota séssil e, deste modo, intensificando a biodeterioracéo
(ARAUJO, 2011).

Algumas algas, assim como as cianobactérias, formam filmes que facilitam a adesdo de
material particulado, bactérias, fungos, briofitas, plantas superiores, entre outras. Sao também
capazes de produzir proteinas quelantes e acidos organicos, que aumentam a solubilidade dos
constituintes da superficie a qual estdo aderidas, alterando a propriedade superficial, deixando
o material mais fragil e susceptivel a danos mecénicos. Adicionalmente, as algas de vida
endolitica possuem a capacidade de aumentar fissuras e rachaduras, uma vez que seu volume é

aumentado proporcionalmente a elevacdo de umidade (CANEVA et al., 1991).

Os ligquens sdo a associagdo simbidtica entre fungos filamentosos e algas ou
cianobactérias. Acredita-se que os fungos utilizam nutrientes organicos produzidos pelas algas
por meio de fotossintese e, em contrapartida, estes micro-organismos fazem proveito dos
minerais lixiviados dos patriménios pelos acidos secretados pelos fungos. Além disso, 0s
fungos também protegem as algas de condi¢des ambientais adversas, tais como a dessecacao e
a acdo de substancias toxicas (WARSCHEID; BRAAMS, 2000).

Os liguens tem excepcional capacidade de se adaptar, sobreviver e prosperar em varias
condigBes climéticas sobre varios substratos. Em patrimoénios histéricos, a biodiversidade de
liquens, sua acdo de biodeterioracdo e 0s possiveis aspectos de preservacdo do substrato tem
sido apontado com um dos principais focos de estudo (CUZMAN et al, 2013; WARSCHEID;
BRAAMS, 2000).
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Uma alga que atua ativamente na deterio¢cdo de monumentos histéricos € a Trentepohlia,
com produgédo de pigmentos rosas e/ou marrons, na descoloragdo de pinturas, estruturas de
concretos e argamassas. Por exemplo, na superficie de monumentos Maias, no sitio de Edzna,
na cidade de Campeche (México), foram observadas areas com coloracgdo cinza, preta, marrom
e rosa, predominantemente colonizadas por cianobactérias, também detectadas como
endoliticas. A principal biomassa rosa sobre a superficie foi Trentepohlia umbrina e alguns
pontos pretos, sobre essa pigmentagdo foram caracterizados como liquens, apesar de ndo serem
encontradas hifas fungicas (GAYLARDE et al., 2006).

g) Musgos e protozoarios

Os musgos sdo eucariotos autotrdficos representantes do grupo das briofitas e como tal
ndo apresentam vasos lignificados condutores de &gua e sais minerais. Podem viver sobre 0s
mais variados tipos de substrato, como ramos de arvores, folhas, troncos em decomposicao,
solos e rochas, geralmente em locais Umidos. Toleram diferentes condigdes ambientais
extremas e por isso ocorrem nos mais variados ecossistemas e em grande quantidade de
habitats, sendo distribuidos por todo o0 mundo. Os musgos possuem pigmentos e sua acao
mecanica pode atingir 1cm de profundidade, em superficies geralmente alcalinas como o
cimento e facilitam a colonizacdo secundaria de plantas maiores. Adicionalmente, auxiliam na
captacdo de fragmentos e acumulam sujeira (ALLSOP et al., 2016; CANEVA et al., 2015;
OLIVEIRA, 2011; BRAGA, 2003)

Os protozoarios sdo organismos eucariotos heterotroficos encontrados em diferentes
ambientes aquaticos e locais Umidos. Algumas espécies vivem em associagdo com outros
organismos, na forma de parasitas. A deterioracdo associada a esse grupo estd ligada
principalmente por causar manchas, entretanto em alguns casos pode ocorrer a producdo de
metabdlitos danosos a estrutura. Entretanto, esse grupo microbiano ndo é muito encontrado na
biodeterioragdo de monumentos histdricos, sendo comumente associados a industria de
alimentos e tratamento de efluentes (MADIGAN et al., 2010).

3.5.PREVENCAO E PRESERVACAO DE MONUMENTOS HISTORICOS E O
CONTROLE DA BIOCORROSAO
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O conceito de que materiais, tais como, metais ou concretos, quando expostos ao tempo,
por longos periodos, podem sofrer biodeterioracdo, estd bem estabelecido. Esta deterioracdo
ocorre em funcédo de inlmeros mecanismos, resultando em diferentes alterac6es, por exemplo,
mudanca na coloracao, formacéo de crostas sobre superficies e perda de massa, caracterizando
seu dano estrutural (SARRO et al., 2006).

De fato, desde a antiguidade, quando o homem passou a fabricar seus proprios utensilios,
ja havia a preocupacao de estabelecer formas de minimizar a deterioracdo natural dos materiais.
Antes da historia escrita j& se conhece o cuidado do homem em preservar cavernas, bem como
tempos mais tarde, a preocupacdo na protecdo das mumias no Egito antigo, a preservacao de
armas por romanos e arabes, utilizando tintas e ligas ferrosas, respectivamente (JAMBO;
FOFANO, 2009).

A minimizacédo da deterioracdo esta baseada em macroestratégias de foco preventivo, que
podem ser exemplificadas por diferentes acdes como conscientizacdo dos elevados custos,
alteracdo de politicas, diretrizes, normas e praticas de gerenciamento para aumentar 0s ganhos
decorrentes da reducédo da deterioracdo, melhorias da educagéo e treinamento dos profissionais,
e desenvolvimento e implementacdo de novas tecnologias. Em sintese, deve-se dar relevancia
ao estudo da corrosdo como fator fundamental para exceléncia das organizagdes em todos 0s
aspectos, como a minimizacdo de riscos a vida, reducdo dos danos ao meio ambiente e ao

patriménio, e também em uma abordagem financeira (JAMBO; FOFANO, 2009).

As medidas preventivas que controlam umidade, eliminacdo de condensagdo ou
gotejamento reduzem consideravelmente a taxa de desenvolvimento microbiano. Em sitios
historicos e/ou arqueoldgicos localizados em regides tropicais, onde a umidade e 0s niveis de
precipitacdo séo elevados, os revestimentos podem ser usados para reduzir a umidade excessiva
nas superficies. Em alguns métodos de conservacdo podem ser aplicados compostos
hidrofobicos, entre 0s mais comuns se encontram polimeros sintéticos e as resinas usadas em
tintas, pinturas ou vernizes. Em alguns casos, 0s compostos podem criar nichos que favorecem
a atuacdo de micro-organismos (BARRINUEVO, 2004).

As medidas de protecdo para uma determinada superficie devem compreender a anélise
da diversidade microbiana do biofilme, o que pode ser feito por meio de biocupons, com

quantificacbes microbioldgicas e analises com tecnicas eletroquimicas. Adicionalmente
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diferentes medidas permitem ou garantem um tempo maior de vida aos materiais, como por
exemplo, a limpeza sistemaética, formas de sanitizacdo, a eliminacdo de areas de estagnacgdo e
frestas, emprego adequado de biocidas, a alteracdo de pH e uso de revestimentos (GENTIL,
2011).

Adicionalmente, visando a prote¢do de um patrimonio cultural, o fato de identificar os
micro-organismos encontrados nos sitios, bem como conhecer a origem e causa das
colonizacdes, contribuem de forma consideravel sobre o entendimento da diversidade da
comunidade microbiana. Isso auxilia na definicdo da prevencdo de indesejaveis colonizacgdes.
Muitos estudos sobre as comunidades microbianas de diferentes lugares utilizam a identificacéo
molecular usando 16S rDNA, 18S rDNA ou ITS (Internal Transcribed Spacer) e fornecem uma
vasta lista de micro-organismos que atuam na deterioracdo dos patriménios historicos. Isso
auxilia a explanacédo sobre as razGes porque diferentes espécies tém sido encontradas em tais
sitios e como pode desenvolver a prevencdo ou mesmo o tratamento da superficie
biodeteriorada (JURADO et al., 2008).

Novas tecnologias foram desenvolvidas no intuito de contribuir para a prevencao de
danos ao patrimdnio cultural. Mais recentemente, destacam-se a aplicacdo de antibidticos e
irradiacdo gama para inibir o crescimento microbiano. Essa Ultima apresenta diversas
vantagens, destacando-se o poder penetrante, configurando uma operacao ja aplicada em livros
antigos, estatuas, pinturas, entre outros. Espera-se que a preservacdo do patriménio cultural seja
preventiva, dessa forma, antecipando as acOes de deterioracdo de qualquer natureza. Quando
ndo for possivel exercer a conservacdo preventiva, a obra em questdo deve ser restaurada,

devolvendo da maneira mais proxima as caracteristicas da obra original (GOMES, 2011).

3.6. FERRAMENTAS BIOTECNOLOGICAS UTILIZADAS PARA ATUAIS PESQUISAS
DE BIODETERIORACAO DE PATRIMONIOS HISTORICOS

Para a elaboracdo de um documento é necessario considerar relatos historicos e a
realizacéo de ensaios preliminares. Como visto anteriormente, os impactos sobre os patrimonios
histéricos sdo determinados pelas influéncias atmosféricas e antropogénicas sobre o préprio
material. A contaminagcdo microbiana e suas atividades de deterioracdo contribuem

significativamente para a aceleracdo do processo de intemperismo. Os danos aos patriménios
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historicos em muitos casos ndo sao perceptivos, assim torna-se necessaria uma avaliacgdo critica,
que desenvolva medidas interdisciplinares adequadas visando sua conservacgao e restauracao
(WARSCHEID; BRAAMS, 2000).

Uma apropriada avaliacdo sobre a biodeterioracdo e os efeitos do intemperismo sobre
danos ao material requer a combinag&o entre analises microbioldgicas, composi¢do do material
e a caracterizacdo de sua superficie. Tipicamente, a evolucdo da biodeterioracdo envolve a
identificacdo dos principais micro-organismos presentes no biofilme formado sobre os
materiais, a observacdo microscopica do biofilme e da superficie do material ap6s a remocéo
do biofilme, a consistente interpretacéo final entre a correlacdo morfolégica e as propriedades
metabdlicas dos organismos identificados, a composicao do material, se possivel, antes da acéo
dos micro-organismos e apés a colonizacdo (HERRERA; VIDELA, 2009).

A partir da década de 1980, um grande numero de metodologias moleculares vem sendo
desenvolvidas para analise da diversidade microbiana de amostras ambientais, tornando-as cada
vez mais rotineiras (WU, 2016). Para Rosado et. al (2013) a utilizacdo de técnicas moleculares
se tornaram de extrema importancia para o estudo da ecologia microbiana, uma vez que

permitem adquirir informac6es sobre 0s micro-organismos cultivaveis e 0s ndo cultivaveis.

Em geral, as técnicas de biologia molecular, baseadas na analise da sequéncia de DNA,
sdo usualmente utilizadas para a identificacdo filogenética de micro-organismos sem a
necessidade de cultivo em meios sintéticos. Por isso, essas técnicas se destacam por serem mais
sensiveis e rapidas quando comparadas aos métodos tradicionais da microbiologia. Em
destaque, tem-se a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polimarase
Chain Reaction) que aliada a outras metodologias oferecem uma oportunidade de estudo
metagendmico da diversidade de comunidades microbiana de amostras ambientais de diferentes
origens (STERFLINGER et al., 2013; STERFLINGER, 2010).

O primeiro passo para 0 sucesso das analises completas das comunidades microbianas
cultivaveis e incultivaveis de certos ambientes € a escolha de um método de extracdo dos acidos
nucleicos, atualmente realizada por kits comerciais. A PCR € uma técnica que permite replicar
in vitro uma sequéncia de DNA alvo por repeticdes de alongamento, utilizando principalmente
marcadores especificos (primers) que flanqueiam a regido do DNA que deve ser copiada, e uma
enzima polimerase. O principio desta técnica tem como base 3 processos principais que

constituem um ciclo de amplificagdo: i) desnaturacdo da dupla fita de DNA sob elevada
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temperatura (cerca de 95°C) com a finalidade de obter sequéncias de DNA de fita simples; ii)
anelamento dos marcadores complementares & sequéncia a ser amplificada (a temperatura é
mantida entre 40 e 65°C); e por Gltimo, iii) reacdo de alongamento ou extensdo) do DNA por
atividade da enzima polimerase, sendo usualmente utilizada a Taq polimerase, que €
termoestavel, com temperatura 6tima de acdo de 72°C. Os produtos de um ciclo (amplicons)
sdo novamente desnaturados pelo calor iniciando um novo ciclo de amplificagdo. A replicacéo
do DNA por PCR € semiconservativa, posto que a nova fita é sintetizada tendo como molde
uma fita simples de DNA antiga. Na Figura 3.6 sdo ilustradas as etapas da PCR usualmente

utilizadas para amostras ambientais.
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Figura 3.6. Ciclo usado na reagdo da PCR para amplificacdo de fragmento de DNA (MATOS, 2016).

No caso das técnicas de diversidade microbiana baseadas em analises de sequéncias de
DNA, tem-se como interesse a porcdo ribossomal do cromossomo. Os RNAs ribossomais, que
sdo codificados pela leitura do DNA, estdo entre as macromoléculas mais conservadas
evolutivamente em todos os seres vivos e pequenas variagdes nas sequéncias dos nucleotideos
do gene sdo indicios de mudancas evolucionarias. Resultados de filogenia baseados nas analises
do gene que codifica a subunidade 16S do rRNA revelaram a separacdo dos dominios Bacteria,
Archaea e EuKaria (ATLAS; BARTHA,1998; HUGENHOLZ,1998).

Essas sequéncias podem ser usadas com marcadores para aferir a identificagdo dos micro-
organismos (sequéncias de DNAs alvo) considerando que diferentes espécies microbianas terdo
diferentes sequéncias de gene ribossomal. Com base em suas sequéncias ribossomais, 0s micro-
organismos podem ser classificados e identificados. Muitas das cOpias dessas sequéncias de
DNA podem ser produzidas pela amplificacdo In Vitro de nanogramas de DNA extraido e
purificado de muitas amostras de biofilmes usando técnica de PCR para amplificagdo do DNA
(regides génicas conservadas 16S rRNA, 18S rRNA ou ITS).
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Os DNAs das comunidades microbianas (DNA total) sdo uma mistura de DNAs de
diferentes espécies microbianas presentes em diferentes proporcdes. Técnicas de amplificacdo
(PCR) sdo vantajosas para analises em patrimonios culturais, pois tem acesso a quantidades
limitadas de material. Depois da amplificacdo é apresentada uma mistura de milhdes de cépias
de sequéncias ribossomais de todos 0s micro-organismos originalmente obtidos da comunidade
microbiana. Os produtos amplificados sdo isolados para a determinagdo do correspondente
micro-organismo. (PEPE et al., 2010; STERFLINGER, 2010; HERRERA; VIDELA, 2009).

A partir das técnicas moleculares, foi possivel estimar que apenas 1 a 10% dos micro-
organismos existentes no planeta podem ser isolados por métodos convencionais de cultivo
(MAIER; PEPPER; GERBA, 2000). Logo, a identificacdo apenas dos micro-organismos
cultivaveis pode ndo reproduzir a real diversidade microbiana de uma determinada amostra.
Estes autores ainda citam que os avangos nas técnicas de biologia molecular somados aos
grandes avancos da bioinformatica, produziram uma revolucdo na area da Microbiologia

Ambiental.

Atualmente, o isolamento e a identificagdo dos micro-organismos, especialmente de
fungos, ainda utiliza tradicionais métodos de meios de cultivos para estimar quantitativamente
e qualitativamente as contaminacgdes em construcdes historicas. Por exemplo, Sterflinger et al.
(2013) realizaram pesquisas sobre biodeterioracdo em museus colonizados por fungos,
principalmente baseadas em meios de cultivos classicos. Para esse grupo é aceitavel a
metodologia pois recobre mais que 70 %. Entretanto, mesmo com alto indice, o uso de
modernas técnicas moleculares para a detec¢do de fungos oferece uma visdo mais profunda e o
entendimento das estruturas da comunidade fungica e suas consequéncias para o material.
Assim novas tecnologias moleculares vem se desenvolvendo para estudo de interagdo de micro-
organismos e materiais, em especial o comportamento e a composi¢do das comunidades
microbianas (STERFLINGER, 2010).

Em estudos de comunidades bacterianas, eucariotas e archaeas, na area da microbiologia
ambiental, tem-se utilizado muito das ferramentas biomoleculares, como por exemplo as
técnicas de T-RFLP (Polimorfismo de comprimento de restricdo terminal), Pirosequenciamento
454, MiSeq llumina e HiSeq llumina. A tecnologia MiSeq Illumina vem se tornando a mais

popular metodologia molecular para avaliar a comunidades microbianas, que pode realizar
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leitura de inUmeras sequéncias para genes 16S rRNA (18S rRNA ou ITS), com investigacdo
das espécies presentes dentro das comunidades, entretanto em monumentos histéricos o uso das
técnicas ainda € pouco usual (XIE et al., 2016; MA et al., 2015; CUTLER et al. 2013).

Além de empregar técnicas para preservar construcdes contra a colonizacdo de micro-
organismos que causam a biodeterioracéo € necessario ter um melhor entendimento dos seus
mecanismos e seus efeitos nas superficies. Os testes de biodeterioracdo em construgdes
investigando o intemperismo existem, porém sdo de longa duracdo, e sdo normalmente
produzidos com micro-organismos isolados. Enquanto uns focam sobre a evolucdo da
qualidade estética das paredes, outros estudam apenas a biosusceptibilidade. O desafio é
encontrar estudos de ensaios em laboratorio de forma acelerada e que contemplem condicdes

mais similares as encontradas no local de estudo (WIKTOR et al., 2009).

As formas de deterioracdo podem ser estimuladas pela interacdo de biofilmes com as
superficies e variadas técnicas podem ser empregadas para ligar a deterioracdo pela atividade
dos micro-organismos as superficies. A contribuicdo de biofilmes para a deterioracdo dos
materiais é usualmente acessada usando MEV (SEM-Scanning Eletron Microscopy), MEV
ambiental (ESEM-Environmental Scanning Eletron Microscopy), Microscopio de Forca
Atdmica (AFM-Atome Force Microscopy), Microscopio de Contraste (DIC-Differential
Interference Contrast Microscopy) e  Microscopio Confocal (CSLM-Confocal Scanning
Microscopy). Os microscépios fornecem a imagem sobre a morfologia das coldnias e células
microbianas, a distribuicdo dos micro-organismos sobre as superficies, presenca de
exopolimeros e a natureza de produtos de corrosdo (cristalina ou amorfa). Também revelam o
tipo de ataque pela modificacdo da superficie ap6s a remogdo do biofilme. Informac6es obtidas
por essas técnicas de alto nivel de resolucdo, ajudam certamente a um melhor entendimento
sobre o conceito da reacdo bioquimica que acontece na superficie que da origem para a direcdo

eletroquimica do processo de corrosdao (BEECH, 2004).

Os efeitos de micro-organismos sobre os patrimonios histdricos acarretam em custos de
limpeza e de danos estruturais. O melhoramento de biocidas vem sendo mais investigado em
detrimento do desenvolvimento de novos tratamentos capazes de prevenir e inibir a
biodeterioragdo. Com isso 0s biocidas, sdo frequentemente aplicados como tratamento de
conservacao, porém ndo promovem uma protecdo a longo prazo e precisam ser aplicados
repetidamente, o que pode acarretar em problemas ambientais e de salde publica, 0 que induz

a busca por novos conceitos cientificos de tratamentos ecologicos (FONSECA et al., 2010).
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Como exemplo, as patinas pretas, compostas por fungos, cianobactéria e microalgas, séo
um comum fendmeno de biodeterioracdo que afetam os patrimoénios historicos, com producgéo
de dano estético de descoloracdo e pigmentacdes escuras. Normalmente sdo associados aos
processos de deterioracdo fisicos e quimicos por causa de seus mecanismos de penetracdo e a
liberacdo de componentes acidos e quelantes. Adicionalmente, podem ser influenciados por
causas antropogénicas, como depositos de particulas e gases. Esses micro-organismos se
adaptam a extremas condi¢Ges microclimaticas, incluindo altas temperaturas, dessecacéo,
estresse osmatico e também passam a ter peculiar resisténcia a biocidas. Somado a isso, em
ambientes ao ar livre, os biocidas comerciais aumentam o descoramento. Com isso produtos
naturais representam enorme potencial como fonte de componentes inibitorios para atividade
bioldgica, incluindo fitotoxicos, os quais podem ser utilizados diretamente como pesticidas ou
produtos bases dos pesticidas (GAZZANO et al., 2013).

3.7. 0 ACOMPANHAMENTO DAS PESQUISAS DO PATRIMONIO CULTURAL

Dada a grande importancia do legado historico e cultural dos monumentos, diversos
trabalhos tém sido produzidos, em diferentes partes do mundo sobre deterioracdo desses
simbolos. Comparando o nimero de trabalhos publicados por pesquisadores estrangeiros e
brasileiros, percebe-se a necessidade de um empenho maior da comunidade cientifica na
questdo de preservacao do patrimdnio cultural nacional. Atualmente, o continente europeu é o
gue apresenta maior participacdo em pesquisas que envolvem a conservagdo do patrimonio
cultural. Em destaque estdo paises como Espanha, Itdlia, Portugal e Reino Unido, bercos

historicos e culturais, influenciadores especialmente da cultura ocidental.

Na Italia, trabalhos De’ Gennaro et al. (2000) avaliaram a deterioracéo de construgdes de
pedras da antiga cidade de Napoles pela exposicdo atmosférica, que permitiu adotar uma
estratégia de preservacdo do patriménio cultural. Outro exemplo, é o estudo realizado por
Bernardi et al. (2009), caracterizando péatinas em monumentos historicos de bronze
UNSCB83600 na cidade de Bologna por acdo da chuva acida, que ainda encontraram poros em
decorréncia da atuacdo de micro-organismos e consequente biodeterioracdo. Pepe et al. (2010)
isolaram e identificaram micro-organismos heterotroficos nas paredes de uma igreja medieval

em Campania, sul da Italia. As pinturas apresentaram diferentes niveis de contaminacéo, sendo
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bactérias e fungos os mais comuns, apresentando descoramento e destacamento como o dano

mais comum, causado principalmente por fungos e bactérias.

Na Espanha, Gonzalez et al. (2004) estudaram a deterioracdo do ferro em obras artisticas
do século XVIII, determinando a composicdo, textura e estrutura do ferro utilizado na
construcdo do palacio real de Madri. Os autores também avaliaram os danos gerados pelas
transformacdes causadas pelo tempo. As propriedades do ferro permitiram avaliar 0s
mecanismos de deterioracdo, prevendo-se que a origem foi eletroquimica, quimica e/ou
microbioldgica. Ainda nesse pais, Sarro et al. (2006) avaliaram a biodeterioragdo em estatuas
dos ledes de Fontana, no Palacio de Alabama em Granada. Neste estudo, foram identificadas
diferentes espécies de bactérias, algas, musgos e bridfitas na edificacdo. Por ultimo, Lopez-
Arce e Garcia-Guinea (2004) determinaram o tipo de intemperismo sofrido por tijolos antigos

de construgdes historicas em Toledo.

No Palacio de Pena em Portugal, construido no século XI1X e com as paredes decoradas
com azulejos de caracteristicas peculiares do pais, foi estudada por Coutinho et al. (2013) a
formacdo de pétinas verdes e pretas causadas por micro-organismos. A identificacdo foi
realizada por técnicas de biologia molecular, microscopia Otica, microscopio confocal e
microscopia eletronica de varredura, sendo possivel afirmar que o biofilme era composto por

microalgas, cianobactérias, bactérias e fungos.

Para Cutler et al. (2013) a investigacdo da comunidade verde, principal biofilme para
deterioracdo de construcdes em Belfast, no Reino Unido, foi realizada a partir de técnicas de
biologia molecular de Polimorfismo de comprimento de restricdo terminal (TRFLP) e
pirosequenciamento 454. Como resultado foram obtidos como principais agentes
biodeteriorantes as microalgas que se apresentaram em grande quantidade e fungos em ampla
diversidade.

Paises da Ameérica Latina estdo conduzindo estudos sobre a conservacdo de monumentos
e edificacGes em sitios historicos. Trabalhos como o de Videla et al. (2000) relataram que
diversos monumentos da civilizacdo Maia, localizados na peninsula de Yucatan no México,
estavam sofrendo deterioragdo causada tanto pela acdo natural como pela acéo antropogénica.
Neste estudo, foi observada a diversidade de micro-organismos organizados em biofilmes,

implicando diretamente na integridade dos patriménios culturais.
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Herrera e Videla (2004) estudaram a deterioracdo de monumentos antigos em paises da
Ameérica Latina, como as igrejas de Vera Cruz e de Santo Indcio na Colémbia, a Casa das
Tartarugas, o Palacio do Governador e a Piramide dos Méagicos no Meéxico, e o Castelo de
Tulum e a Catedral de La Plata na Argentina. Os autores observaram que a deterioracdo das
igrejas na Colombia foi causada pela presenca localizada de micro-organismos e fatores ligados
a poluicdo atmosférica e ndo por conta da fragilidade da estrutura, como inicialmente
imaginado. De um modo geral, o estudo permitiu estabelecer a existéncia de sinergismo entre
a atuacdo biologica e os efeitos atmosféricos sobre a deterioracdo, e que os patriménios culturais
localizados nas regides litoraneas e zonas urbanas/industriais, tiveram efeitos deteriorantes mais

intensos comparados as zonas rurais.

No caso do Brasil, a preservacdo e protecao historica e cultural do patriménio brasileiro
vem sendo estudada de forma lenta, conduzida pela academia, concentrada nos estados do Rio
Grande do Sul, Sdo Paulo e mais recentemente Rio de Janeiro. Em Sdo Paulo, estudos
conduzidos por Campos (2010) determinaram as melhores técnicas de conservacdo e
restauracdo pela aplicagdo de patinas artificiais, de modo a simular patinas naturais. Além disso,
0 autor avaliou a possibilidade de utiliza-las na recolocacdo das partes removidas e/ou perdidas
de pecas metélicas de bronze. Hernandez et al. (2010) estudaram o mecanismo da formacéo de
produtos corrosivos, e sua caracterizacdo, sobre amostras de cobre expostas a deposicdes acidas
sintéticas, similares as observadas nas cidades do Rio de Janeiro e de S&o Paulo, a fim de buscar
solucdes para a recuperacdo do metal. Shirakawa et al. (2011) estudaram diferentes formulagdes
de tintas acrilicas expostas ao intemperismo por sete anos em S&o Paulo e Ubatuba, avaliando
adescoloracdo e o destacamento das pinturas e foram identificados inimeros micro-organismos

fototroficos.

No Rio de Janeiro, Lutterbach et al. (2013) desenvolveram um estudo de identificacdo e
controle da acdo de micro-organismos em diversas areas da carruagem usada pelo imperador
em sua coroacdo, no saldo e no ar onde fica exposta. Das amostras coletadas foram isolados
trinta e sete fungos filamentosos, seis leveduras e quatro bactérias, identificados por biologia

molecular e, no caso dos fungos, também por taxonomia classica.

No Rio Grande do Sul, Gaylarde e Gaylarde (2005) pesquisaram sobre micro-organismos

de biofilmes em superficies de monumentos historicos incluindo fungos, bactérias e microalgas,
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e a causa da descoloracdo e consequente biodeterioracdo. Varias biomassas foram avaliadas em
duzentos e trinta biofilmes de sete construcdes latino-americanas e seis europeias. Para 0s
monumentos historicos latino-americanos as cianobactérias foram as mais encontradas seguidas
dos fungos e por fim as microalgas. Em contrapartida, para os patrimonios europeus foram mais

abundante microalgas seguido de cianobactérias.

Em alguns casos também foi possivel observar uma interacao entre 0s grupos de pesquisa
do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo, como no trabalho que reporta a descri¢do da sequéncia da
colonizacdo dos fungos e a influéncia da incorporacdo de biocidas em pintura. Dentre 0s
resultados discutidos pode ser observado que a populacdo fungica foi menor em tintas sem
biocidas quando comparadas com tintas com biocidas, demonstrando uma reducdo da
quantificacdo de micro-organismos (SHIRAKAWA et al., 2002).

3.7.1. A semelhanca entre a igreja de sdo roque e 0 museu de arte contemporanea
A concepcdo contemporanea de patriménios culturais, ndo esta mais limitada as grandes
obras de arte, como no passado, hoje é mais ampla, abrangendo qualquer obra com contexto
historico e cultural (KULH, 2006). Neste cenario, a expressdo monumentos historicos se refere

a obras de valor histérico pela significancia na memoria coletiva.

O historiador de arte vienense Alois Riegl foi um dos primeiros a valorar os patrimonios
histéricos, dando a énfase a sua preservacao. Em 1903, foi por ele publicada a obra “O culto
moderno dos monumentos”, um tratado sobre a reorganizagdo da legisla¢ao de conservagdo dos
monumentos austriacos, contendo principios teéricos e praticos para a preservacdo historica
(CUNHA, 2006).

Do ponto de vista atual, a preservacdo de monumentos apresenta uma abordagem
multidisciplinar, e deve se fundamentar em diversas analises antes de serem definidas as
medidas a serem adotadas para evitar intervengdes desastrosas. Como exemplo, a igreja da San
Roque (Figura 3.7), que foi totalmente reformada sem considerar a presenca de micro-
organismos, sem utilizacdo de biocidas para eliminar micro-organismos presentes na superficie
(JURADO et al., 2014). Quatro anos depois da restauracdo, é visivel a deterioracdo da
construcdo devida a intensa colonizacdo microbiana das paredes, similar a que havia sido

registrada antes.
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Figura 3.7. Igreja de S&o Roque, antes da reforma (A), logo ap6s a reforma (B) e 4 anos mais tarde
(C). Créditos de imagens: Jurado et al. (2014).

Segundo Gauri et al. (1992), em geral, as edificacbes sdo os lugares preferenciais para a
visitacdo dos turistas para conhecimento do legado cultural de um pais. Contudo, valiosas
construcdes historicas perdem suas caracteristicas por fatores diversos, em particular, fatores
fisicos, quimicos (vento, radiacdo solar, mudancas de temperatura, umidade, chuva acida,
poluentes do ar, entre outros) e fatores microbiologicos. Como se evidencia no restauro da
Igreja de Sdo Roque (Figura 3.7), estes fatores, principalmente os de origem microbioldgica
ndo foram considerados, o que tornou o tratamento indtil em pouco tempo. Isto denota a
importancia de caracterizar em detalhe a &rea ao redor da construgdo bem como o seu real estado

para a adocdo de um tratamento de preservacao adequado caso a caso.

O presente estudo contribui no tema, com anlises microbioldgicas de dois monumentos,
que permitiu elaborar um protocolo para quantificacdo das populagdes microbianas
normalmente presentes em constru¢cbes ao ar livre. Neste contexto, ainda foi possivel
contextualizar as populacBes microbianas cultiviveis e totais em funcdo das condicdes
climaticas das areas de localizacdo dos monumentos. Ainda serd apresentado ensaios
laboratoriais de forma acelerada, para avaliar a participacdo dos micro-organismos no processo
de deterioracdo de argamassa e se 0 seu recobrimento com tinta propiciava o efeito protetor
desejado, em condi¢des de alta umidade ou névoa &cida. Os resultados que serdo apresentados
validardo a importancia destes experimentos para tragar a conduta a ser tomada em campo.

Assim, espera-se que 0s dados obtidos possam dar subsidios para novos ensaios e,

particularmente, para os proximos restauros do MN e MAC. Nota-se que, enquanto esta
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investigacdo estava em andamento, 0 MAC sofreu uma reforma, em principio sem considerar

a atividade microbiana no local (Figura 3.8).

Figura 3.8. Museu de Arte Contemporanea antes da reforma (A e B), teto (C) (ou parte inferior da rampa
de cima) e janela (D) reformados, parte do teto apresentando indicios de corrosdo e pigmentagdo
amarelada (E). Créditos de imagens: Acervo pessoal

Passado pouco tempo, é possivel constatar indicios de deterioracdo nos mesmos pontos
de amostragem deste estudo, incluindo coloracdo amarelada similar ao encontrado
anteriormente e falhas no revestimento, ou seja, observa-se focos de deterioracéo associados ao

desenvolvimentos de micro-organismos.

Considerando o grande legado histérico cultural do Brasil, somado ao cenario turistico,
observa-se a necessidade do pais em criar uma maior politica de investimentos, para a
preservacdao dos patriménios historicos culturais. Comparando as referéncias ndo somente a
area de preservacdo, mas também a &area de restauracdo, o Brasil se apresenta pouco
participativo, necessitando mais da participacdo académica, bem como da sociedade em geral.
Por isso iniciativas de investimentos a essa area se tornam cada vez mais necessarias e

indispensaveis.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi estruturado de modo a contemplar o monitoramento microbiologico
de areas externas de dois museus do Estado do Rio de Janeiro e também avaliar a acdo
deterioradora do consércio microbiano de um dos sitios sobre corpos de prova confeccionados
com argamassa em ensaios laboratoriais. Para atender os dois principais escopos, o trabalho foi

desenvolvido seguindo as etapas esquematizadas na figura 4.1.

12 etapa

CARACTERIZACAO CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA
AMBIENTAL (MUSEU NACIONAL/JARDIM DA PRINCESA)

{

SELECAO DOS MEIOS DE CULTURA

{

ENUMERACAO DE MICRO-ORGANISMOS
(BIOLOGIA CLASSICA)

g

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO
(BIOLOGIA MOLECULAR)

22 etapa 32 etapa

MONITORAMENTO DOS MONUMENTOS

Figura 4.1. Detalhamento esquematico do escopo da 12 etapa, na qual foi dado o suporte para
desenvolver as seguintes etapas (22 e 3%) do trabalho.

4.1. PATRIMONIOS HISTORICOS

O presente estudo contemplou dois museus do estado do Rio de Janeiro em fungéo da sua
localizacéo e diferentes influéncias do ambiente em seu entorno: O Museu Nacional do Rio de

Janeiro e 0 Museu de Arte Contemporanea.
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e Museu Nacional do Rio de Janeiro (MN)
No MN foram feitas coletas de duas paredes do Jardim da Princesa (Figura 4.2). Essas
paredes continham argamassas revestidas com tinta, em estado avangado de deterioracdo, uma
vez que a Ultima restauragdo foi realizada ha mais de 30 anos.

Figura 4.2. Paredes do Jardim da Princesa do Museu Nacional do Rio de Janeiro, indicando os dois
pontos onde foram realizadas as coletas (A). Os locais de coleta foram amplificados, ponto 1 (B) e ponto
2 (C) para melhor visualizag&o de seu estado de deterioracdo. Crédito da figura: Acervo pessoal

O MN esté situado em zona urbana, com um intenso trafego de veiculos, embora o local
seja bem arborizado, caracterizando uma zona comumente muito imida (60-70%). As paredes
estdo expostas a incidéncia de luz solar e intempéries. Quando chove, além da incidéncia direta
da &gua pluvial, ocorre o0 escoamento da &gua da parte superior, na qual ha circulacdo de
pessoas, onde ocorre 0 acumulo de detritos (folhagens, poeira, entre outros). Segundo a
pesquisadora do Museu Nacional, este local ndo recebe a devida manutengéo periddica devido

a pouca disponibilidade de recursos financeiros.

e Museu de Arte Contemporéanea (MAC)
A estrutura do MAC, além das intempéries e da incidéncia prolongada a luz solar, sofre

danos uma vez que o museu esta localizado em area aberta na encosta do mar. Logo, esta
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exposta a maresia, isto é, a névoa fina, imida e salgada, resultado da acdo do vento sobre a
crista das vagas e da rebentacdo das ondas.

As amostragens foram feitas em dois pontos distintos, proximos entre si, de modo a
avaliar a colonizacdo microbiana na parede, o teto da entrada principal, concreto armado,
nivelado com argamassa e revestido de tinta e a estrutura metalica de uma das janelas externas
do monumento (Figura 4.3). Segundo relatos do técnico do MAC, séo constantes os problemas
de deterioracdo do material metalico, que resulta em altos custos de manutencdo e torna

importante uma estratégia de prevencao a corrosao.
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Figura 4.3. Entrada do Museu de Arte Contemporanea, indicando os dois pontos onde foram realiza
realizadas as coletas (A). Os locais das coletas foram amplificados, ponto 3 (B) e ponto 4 (C) para
melhor visualizacdo de seu estado de deterioracdo. Créditos da figura: Acervo pessoal.

4.1.1. Coleta de materiais

As coletas dos materiais foram realizadas assepticamente in loco, com auxilio de
fogareiro portatil (Nautika, Jupiter). E, com vistas a permitir expressar os resultados das analises
microbioldgicas por area, foi confeccionado um molde de plastico, com abertura interna
2 cm X 2 cm, com area total de 4 cm? (Figura 4.4), que antes de cada uso foi aspergido com
alcool 70°INPM.
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8cm

8cm

Figura 4.4. Molde plastico flexivel com abertura interna de 4 cm?. Crédito de figura: Acervo pessoal

Foram utilizados bisturis de plastico estéril (Medbisturi, modelo 23) para as raspagens
das paredes do MN. E, de modo a garantir a representatividade das amostragens, para cada
coleta foram obtidas 5 amostras simples (subamostras) para formar uma Unica amostra
composta. As coletadas foram realizadas ao acaso, totalizando 20 cm?. Teve-se o cuidado de
que as amostragens abrangessem area de 1 m? para cada parede (para a estrutura metalica do
MAC a area foi um pouco mais restrita cerca de 0,1 m?). Os materiais obtidos em cada uma das
cinco amostragens foram adicionados em um mesmo frasco de penicilina contendo 50 mL de
solugdo redutora, cuja composicdo se encontra no Anexo A. Em seguida, os frascos,
devidamente identificados e acondicionados em caixa de isopor, contendo gelo reciclavel,
foram transportados para o laboratdrio para execucdo das analises. O tempo entre as coletas e

as analises foi de no maximo 2 h.

4.1.2. Monitoramento meteoroldgico

O levantamento dos dados diarios de temperatura minima e maxima, umidade relativa do
ar e indice pluviométrico foram obtidos de registros eletronicos do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET), 6rgdo governamental de informacéo do tempo e do clima no territorio
brasileiro, de uma Unica estagdo - 22° 89’ de latitude sul ¢ a 43° 18’ de longitude oeste - por ser

a mais proxima tanto do MN quanto do MAC.

4.1.3. Determinacéo do teor de umidade
Com o proposito de determinar a umidade dos materiais do MN (expressar os resultados
das analises por massa seca) também foram realizadas coletas para a obtencdo de amostra

composta seguindo o mesmo protocolo anteriormente descrito (item 4.1.1).
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Neste caso, o teor de umidade das 5 subamostras de cada parede do MN foram
acondicionadas em placa de Petri, que foi identificada e lacrada com filme pléstico. No
laboratdrio, aproximadamente 1 g da amostra apropriadamente homogeneizada foi transferida
para cadinhos previamente tarados, no total de trés, e levados a estufa (Fabbe modelo119) a
105°C, até massa constante. Antes da determinacdo da massa (cadinho e material) os cadinhos
foram alocados em dessecador com silica gel ativa para resfriamento, e s6 entdo pesados
(balanca TDS FA2104N). O teor de umidade foi determinado dividindo a perda de massa
(massa umida — massa seca), pela massa inicial da amostra e, multiplicando por cem. As
pesagens foram feitas ao décimo de miligrama, sendo os resultados expressos em valores

médios.

4.2. DETALHAMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1. Ensaios preliminares: avaliagdo da diversidade microbiana de patrimonio

Nesta etapa foram realizados ensaios microbiolégicos com material oriundo das paredes
do Jardim da Princesa (figura 4.2), com o propdsito de definir os meios de cultura e técnicas de
cultivo para dar suporte a continuidade do estudo, em face das diversificadas informacéo na
literatura disponivel. Paralelamente, foi realizado o levantamento dos dados diarios de
temperatura minima e méxima, umidade relativa do ar e indice pluviométrico em periodo total
de 30 dias, compreendendo 15 dias antes e 15 dias ap6s a data da coleta, conforme detalhado
no item 4.3. A partir dos cultivos para enumeracdo das bactérias heterotroficas aerdbias e dos
fungos filamentosos foram realizados os isolamentos das culturas predominantes, que

posteriormente foram identificadas pelo emprego de técnicas moleculares.

4.2.2. Caracterizagdo microbioldgica cléssica

De acordo com a literatura especializada, as diferentes populagcdes microbianas
cultivaveis normalmente encontradas colonizando superficies expostas ao ar livre, sdo as
bactérias heterotroficas, bactérias produtoras de acido, ferrobactérias, bactérias redutoras de
sulfato (BRS), fungos e micro-organismos fotossintetizantes (cianobactérias e microalgas), com
0 intuito de enumerar essas populagdes foram empregados métodos classicos de cultivo
microbiano (SUIHKO et al., 2007; SARRO et al., 2006; NUHOGLU et al., 2006; VIDELA et
al., 2000).
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Alguns meios de cultura normalmente utilizados em publica¢bes cientificas de
biodeterioragdo de monumentos histéricos foram empregados (VIVAR et al., 2013;
GAYLARDE et al., 2008; GAYLARDE et al., 2006). Concomitantemente, foi investigado o
emprego de agentes antibacterianos: 0,05 g/L Amoxicilina (Medley) ou 0,1 g/L de
Cloranfenicol (Sigma), e fungicidas: 0,05 g/L Nistatina (Legrand). A Tabela 4.1 apresenta 0s
meios de cultura empregados para cada populagdo microbiana, cujas composicOes estdo

descritas no Anexo A.

Os cultivos foram incubados em estufa (Nova Etica, 411D) a 28+1°C e em tempos
distintos, de acordo com a velocidade de crescimento de cada populagédo (Tabela 4.1). No caso
dos micro-organismos fotossintetizantes, a incubacdo foi conduzida ainda sob luz fluorescente

branca fria (2 ldmpadas - Famastil 60 W) a distancia de 20 cm.

Foram testadas duas técnicas de quantificacdo - Nimero Mais Provavel e plaqueamento
Spread Plate - sequindo as recomendacdes da literatura especializada (APHA, AWWA e WEF,
2012). Primeiramente, aliquotas de 1 mL de cada solucéo de coleta (item 4.2.1), devidamente
homogeneizada foi diluida em série na proporc¢éo de 1:10 de 10-1 a 10-8, em solucéo fisioldgica
(8,5 g/L de NaCl) para quantificacdo dos micro-organismos aerobios, ou em solucao redutora

(micro-organismos anaerobios).

Para a técnica de plagueamento, uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo em solucdo
fisiologica foi disposta sobre o meio s6lido em placas de Petri, e a seguir dispersa
homogeneamente com auxilio de micropérolas de vidro de 3 a 4 um de diametro (previamente
lavadas com alcool, para remocdo de residuos presentes e, a seguir autoclavadas a 121°C por
30 minutos). No caso da técnica NMP, aliquotas de 1 mL de cada dilui¢cdo em solucéo redutora
(ou fisioldgica) foram semeadas em 9 mL de meio apropriado contidos em frascos do tipo
penicilina, em triplicata. As contagens das populacdes microbianas foram expressas em
Numero Mais Provavel (NMP/cm?) ou em Unidades Formadoras de Coldnias (UFC/cm?) de
acordo com a técnica adotada, correlacionando o volume inicial de solucdo diluente contida no

frasco e a area de amostragem (20 cm? a cada 50 mL de solugAo).
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Tabela 4.1. Meios de cultura utilizados para enumeracdo, metodologia, tempo de cultivo e agente antimicrobiano testados para grupos especificos de micro-

organismos

Populagdes Microbianas Meios de cultura Agente Técnica de Incubacéo
antimicrobiano Contagem (dias)
Bactérias
?g;t;ir: troficas Cultivaveis Aerdbias Agar Nutriente Nistatina Spread plate 2
Anaerdbias Meio fluido ao tioglicolato - NMP 14
Pr r ACi " . .
odutoras de acido Aerdbias Agar Vermelho de Fenol glicosado Nistatina Spread plate
2
Anaerobias Caldo Vermelho de Fenol glicosado - NMP
Ferrobactérias Agar Citrato férrico Amoniacal Nistatina Spread plate 7
Bactérias Redutoras de Sulfato Postgate E modificado - NMP 14
Actinobactérias Agar Jausen; Nistatina e 14
Agar 72C; Amoxicilina
Agar Amido-Caseina
AUl e Agar Sabouraud, CYA, Agar extrato de malte, Amoxicilina Spread plate 5
Agar Czapeck, Agar Batata-Dextrose
21

Fotossintetizantes

Agar e caldo Knop’s-MKM maodificado;
Agar e caldo Difico

Cloranfenicol
Nistatina

Spread plate
NMP
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4.2.3. lIsolamento das espécies bacterianas e fungicas cultivaveis

As colbnias predominantes nos plaqueamentos realizados para as contagens de bactérias
heterotroficas totais e bactérias produtoras de acido, e fingicas foram isoladas e novamente
semeadas nos respectivos meios de cultura pela técnica de esgotamento para obtencdo de

culturas puras, conforme Vasconcelos (2011).

Cada col6nia isolada foi analisada quanto a pureza, por observacdes ao microscopio. As
bactérias foram coradas pela técnica de Gram e, uma vez confirmada a pureza, mantidos em
tubos contendo meio Agar Nutriente inclinado, sob refrigeracdo a 5°C. Para os fungos, a
morfologia microscdpica do crescimento foi feita pela técnica de microcultivos em lamina, com
Agar Sabouraud ou com Agar extrato de malte, e por preparacdes a fresco com azul de algodao.

As culturas fangicas foram estocadas no respectivo meio a 5°C.

4.2.4. ldentificacdo das bactérias e fungos predominantes

As culturas bacterianas e fungicas isoladas (item 4.2.3) foram identificadas no
Laboratdrio de Biocorrosao e Biodegradacdo (LABIO), do Instituto Nacional de Tecnologia
(INT), por técnicas de Biologia Molecular.

a) Extracdo do DNA

As bactérias isoladas tiveram seu DNA extraido por lise térmica. Para este procedimento
uma coldnia isolada, comprovadamente pura, foi repicada e suspensa em 50 pL de &gua
ultrapura (MilliQTM) contidos em tubo Eppendorf (capacidade 500 pL). A suspensdo
microbiana foi submetida a choque térmico utilizando "banho seco", de acordo com o
programa: 96°C por 10 minutos, seguido de 4°C por 30 minutos. Logo ap0ds, o material foi
submetido a centrifugacdo por 1 minuto a 10000x g e o sobrenadante transferido para novo

tubo, estocado a -20°C, até o momento do uso para quantificacdo e amplificacdo do material.

Para a extracdo do DNA dos fungos isolados, foi empregado o kit comercial PowerSoil®
DNA lIsolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc.), de acordo com as orientacGes do fabricante.
Entretanto, antes do uso do kit, as células foram submetidas a lise térmica. Para tanto, cada
coldnia isolada foi retirada do tubo de ensaio por raspagem com auxilio de alca de platina e

transferida para tubo Falcon com capacidade de 15 mL. Em seguida, foi conduzido o choque
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térmico: 10 minutos em nitrogénio liquido, e posteriormente 10 minutos em banho-maria a
60°C.

b) Sequenciamento das regides 16s RNA de bactérias e ITS de fungos para identificacdo

molecular

A amplificagdo dos segmentos génicos foi realizada pela técnica PCR em termociclador
PCR System 9700, Applied Biosystems, empregando Taq PCR Master Mix KitTM (Qiagen)
acrescido de 0,2 UM de iniciadores especificos, 5 pL de solucdo de corantes CoralLoadTM
(Qiagen) e agua ultra pura estéril g.s.p 50 uL. Em seguida a PCR, os produtos amplificados
foram visualizados e comparados ao marcador de peso molecular de 1 Kb por meio de
eletroforese em gel de agarose (1%, m/v), a uma corrente elétrica de 90 V, em tampédo TBE 1X
e corado com solucdo GelRedTM 1X (Biotium), que ao final da corrida, foi fotografado em

sistema de foto documentacéo digital com auxilio de iluminacdo UV.

Para identificacdo dos grupos bacterianos foram utilizados os iniciadores Sadir e S17
(Altschul et al., 1990), que promovem a amplificacdo do gene que codifica a subunidade 16S
do RNA ribossomal (16S rRNA). As condicdes da PCR foram 94°C a 30 s, 55°C a 30 s, 72°C

a 30s, com 30 ciclos.

Para identificacdo de fungos foi usada metodologia semelhante, porém com procedimento
envolvendo a amplificacdo do gene codificante do RNA ribossémico da subunidade 5.8S e das
regibes Espacadoras Internas Transcritas | e Il (ITS | e 1l - do inglés Internal Transcribed
Spacers), utilizando os iniciadores I1TS5 e ITS4 (WHITE et al., 1990) de diferentes espécies.
As condigdes de PCR foram 94°C e 30 s, 50°C e 30 s, 72°C e 30 s, com 30 ciclos.

Apobs a verificacao da eficiéncia da PCR pelos procedimentos de eletroforese, os produtos
amplificados obtidos foram submetidos a purificacdo utilizando o sistema Wizard® PCR Clean-
Up System (Promega), de acordo com as orientacGes do fabricante. Os amplicons foram entéo
quantificados em Nanodrop Espectrophotometer (modelo ND-1000) para que fossem utilizados
como moldes na reagdo de sequenciamento. Para o sequenciamento os tubos continham um
iniciador Sadir e S17, para bactérias; e ITS4 e ITS5, para fungos, com as condi¢des de PCR de
96°Cal0s,55°Cab5s, 60°Cad4ds, com 25 ciclos.

Ap0s a marcagdo, as amostras foram purificadas por precipitagdo com isopropanol a 75%

e lavagem com etanol a 60%. Os produtos precipitados foram diluidos em 10 mL de formamida
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Hi-Fi (Applied Biosystems), desnaturados a 95°C por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e
injetados em sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer armado com capilares de 50

cm e polimero POP7 (Applied Biosystems).

c) Anélise das sequéncias obtidas

Os dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa Data Collection
2 (Applied Biosystems) com o0s parametros Dye Set “Z”; Mobility File
“KB 3500 POP7 BDTv3.mob”; BioLIMS Project “3500 Projectl”; Run Module 1
“FastSeq50 POP7 50cm_cfv_100”; e Analysis Module 1 “BC- 3500SR_Seq_FASTA.saz.

As sequéncias finais foram obtidas apds edi¢do com auxilio dos softwares Chromas Lite®
e Bioedit, e entdo submetidas ao GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) onde puderam ser
comparadas por similaridade com as demais sequéncias ja depositadas, utilizando o software
online BLAST. Tal procedimento de anélise forneceu a identificacdo do fragmento génico
como pertencente a determinada género ou espécie, considerando o percentual de similaridade

acima de 98%.

4.3. MONITORAMENTO MICROBIOLOGICO DOS MUSEUS

Os monitoramentos do Museu Nacional do Rio de Janeiro e do Museu de Arte
Contemporanea foi feito de marco a outubro de 2014, com analises mensais. A figura 4.5
apresenta de forma esquematica como foi feito o monitoramento. O procedimento de coleta de
amostras no MN foi previamente descrito (item 4.1.1). No caso do MAC, as coletas foram
conduzidas com auxilio de swab, posto que as amostragens foram realizadas na area de entrada

do museu, e seria improprio causar qualquer dano adicional ao patrimonio.

Foram feitas quantificacbes das populagdes de Bactérias heterotroficas totais, produtoras
de &cido, ferrobactérias, BRS, fungos e micro-organismos fotossintetizantes, empregando as
técnicas classicas de cultivo, de acordo com protocolo elaborado na etapa preliminar (item
4.2.2). Paralelamente, foram realizadas coletas diarias de dados eletronicos do INMET (item
4.1.2), no periodo total monitorado. Também foi feita a determinagdo do teor de umidade,

conforme anteriormente detalhado (item 4.1.3).
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CARACTERIZACAO AMBIENTAL MONITORAMENTO MICROBIOLOGICO
(INMET) DOS MONUMENTOS

{ |

BIOLOGIA CLASSICA BIOLOGIA

ENUMERACAO DE MOLECULAR

MICRO-ORGANISMOS 1
A

1

T-RFLP MISEQ

Figura 4.5. Detalhamento esquematico do monitoramento dos museus - 22 etapa do trabalho.

A diversidade microbiana total dos materiais aderidos aos distintos sitios dos patriménios
foi avaliada por T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Lenght Polymorfism), que permite
identificar variacbes na composicdo e estrutura da comunidade microbiana, e por
sequenciamento em larga escala (MiSeq), com pretensdes a determinar as inter-relagdes entre
membros das comunidades, inclusive para micro-organismos nédo cultivaveis (SCHUTTE et al.,
2008). Estas andlises moleculares, cujas descricdes seguem adiante, foram realizadas durante

estadia na Université de Pau et des Pays L’Adour, Franca.

4.3.1. Determinacao da diversidade total

4.3.1.1.T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)

A Figura 4.6 descreve as vias para a determinacdo da diversidade microbiana. DAs
amostras coletadas da parede do Museu Nacional e do Museu de Arte Contemporanea (4.1.1),
foram retirados 10 mL e em seguida conduzido a filtragdo em filtro microporo (0,22 pm) com
auxilio de bomba a vacuo, em seguida, encaminha para a fase de extracdo do DNA. Apo0s a

extracdo do DNA, foi realizada a dosagem (Trinean) para aferir a quantidade de DNA.
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Amostras
Extracdo do DNA
PCR BACT PCR ARCH PCR EUK

ﬂ ﬂ Purificacdo ﬂ

Produtos de PCR Produtos de PCR Produtos de PCR

I e ]

Produtos de PCR Produtos de PCR Produtos de PCR

Digeridos Digeridos Digeridos
T-RFLP T-RFLP T-RFLP

Figura 4.6. Diagrama do processo biomolecular para desenvolver a técnica de T-RFLP. Legenda: PCR
(Polymerase Chain Reaction); Bact (bacteria); Arch (Archaea); Euk (Eucarioto); T-RFLP (Terminal
Restriction Fragment Length Polymorphism).

Em seguida o DNA foi submetido a técnica de PCR, para amplificacdo do DNA presente
nas extragdes, sendo cada amostra submetida no minimo 3 PCRs diferentes, com o objetivo de
amplificar genes de Bactéria, Eucarioto e Archaea. Posteriormente realizou-se a eletroforese,
para aferir a amplificacdo. Apds esse procedimento as amostras foram conduzidas a purificacdo
e a eletroforese, para aferir a qualidade dos produtos amplificados, em seguida ocorreu a
digestdo por enzimas especificas com marcadores de terminais. E por fim, o material foi
conduzido ao equipamento ABI PRISM@3100 Genetic Analyser para a leitura de T-RFLP. A
seguir sdo apresentados os procedimentos adotados em cada passo:

1) Extracdo de DNA:
Apos a filtragdo o material ficou retido na membrana de microporo foi levado a uma
placa de Petri e cortado em inUmeras partes, para realizar a extracdo de acordo com o protocolo

Powersoill DNA isolation Kit.
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2) PCR (Polymerase Chain Reaction)

Para a PCR ser realizada foi necessario fazer um mistura de agua, Amplitaq Gold®360
master mix e dois marcadores. Nesse mix a agua varia em funcao da quantidade de DNA a ser
adicionado. No presente trabalho utilizou-se 1 e 5 pl de DNA, com volume final de 25 pl no
tubo reacional, sendo 12,5 pl de Amplitaq, 0,5 pl para cada marcador. Os 11,5 ul restantes
foram de 4gua e 1 pl DNA (ou 7,5 pl de agua e 5 pl de DNA, para amostras com menor
concentracdo de DNA). Apo6s mistura em vortex (IKA vortex 2), os tubos foram conduzidos ao
equipamento (VERITI.96WELL, THERMAL CYCLER AB APPIED BIOSYSTEMS) para a
amplificacdo, que foi programada para cada grupo microbiano (Bactéria, Eucarioto e Archaea).
Foram realizados inimeros testes para detectar os melhores marcadores para cada extragao. Por

fim, as condi¢cdes de PCR e marcadores adotados para esta etapa seguem na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Condic¢des de PCR e marcadores adotados para cada grupo microbiano para aplicagéo final
com a técnica de T-RFLP

Marcadores Condigdes de PCR

Bactéria, 63FAM e 1387R 95°C e 45, 58°C e 45s, 72°C e 1 min, 35 Ciclos

Eucarioto EUK1HEX e 516R 95°C e 30s, 56°C e 455, 72°C e 1 min, 35 Ciclos
Archae 21F-FAM e 958R 95°C e 455s,56°C e 1 min, 72°C e 1 min, 35 Ciclos

3) Apos as etapas de PCR e purificacdo foram realizadas as eletroforeses dos &cidos

nucleicos (fragmentos de DNA).

Apbs a amplificacdo foi realizada a eletroforese para aferir a qualidade da PCR bem como
prever contaminacGes de produtos e reagentes. A preparacdo do gel para eletroforese foi
realizada de acordo com a Tabela 4.3. De acordo com o nimero de amostras foram realizados
géis de tamanho pequeno (5 cm) e grande (10 cm) de comprimento, com altura e largura

idénticas (0,5cme 5 cm).

Tabela 4.3. Composicdo do gel de eletroforese

Composicao do gel de eletroforese

Tamanho de Gel Pequeno Grande
Agarose 0.25¢ 0.50g

Tampéo de TBE1x 25mL 50mL

BTE diluido 1 gota + 1 gota 2 gotas + 1 gota
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Para o preparo do gel colocou-se 50 mL de Tampé&o de TBE1x e adicionou-se Agar, em
seguida foi realizado o aquecimento até dissolver o agar. Em capela, e depois de leve
resfriamento adicionou 3 gotas de BTE, apds ser homogeneizado adicionou-se ao estojo do gel
de eletroforese, e por fim esperou-se um periodo de 20 minutos para o
resfriamento/endurecimento do gel. Para corrida eletroforética foi preparado o tampdo de
carregamento das amostras (1 pl de Loading Buffer (Sigma) + 8 ul de H2O destilada) e
adicionou-se 1 pl do material amplificado, isso para cada amostra (normalmente é produzido
1000 pl do tampédo de uma vez, para que realizasse rapidamente inimeras amostras para a
eletroforese). Apds endurecer o gel, colocou-se na cuba de eletroforese, na posicdo que migre
do negativo pro positivo (as amostras foram colocadas no lado negativo dentro dos pogos do
gel), com tampao TBE 0.5x encobrir o gel, adicionou-se em sequéncia a mistura (material
amplificado + tampdo de carregamento). Adicionalmente foi colocado ao pogo o Smart Ladder
(Padrao) 2 pl. As condi¢cbes de migracdo foram 100 V e 30 min. Apds a migracdo o gel foi
conduzido ao (ImagerMaster®VDS-PharmaBiotech) para a revelagao.

Em seguida as amostras foram conduzidas a etapa de purificacdo, seguindo o protocolo
llustra GFX 96 PGR Purification Kit, novamente foi realizada a eletroforese para aferir a
qualidade dos resultados. Para realizar a T-RFLP foi necesséria a etapa de digestdo enzimatica,
na qual foram realizados testes com cinco enzimas de restricdo que foram: Alul, Hinf, Rsal,
Hae Il e Msp, utilizadas como rotina pelo group Melody (Université de Pau et des Pays de
L Adour), dessas cinco enzimas, as duas que apresentaram melhores resultados nos testes para
cada grupo microbiano (bactérias, eucariotos e Archaea) foram selecionadas. Para a digestéo,
normalmente utilizou-se entre 1,5-2,5 de DNA amplificado e purificado. Desta forma, foi
realizada uma mistura de acordo com as especificacbes do fornecedor da enzima como
apresentado na Tabela 4.4, com volume final apresentando 10 uL e digestdo realizada em

incubagdo em banho quente controlado a 37°C.

Tabela 4.4. Enzimas de restricdo para a T-RFLP

Alul Hinf Rsal Hae 111 Msp
Enzima (uL) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,15
Tampéo(uL) 1 1 1 1 1
DNA (pL) 1,5-2,5 1,5-2,5 1,5-2,5 1,5-2,5 1,5-2,5
Agua (uL) 7262 7262 7262 7,262 7,35-6,35
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Em seguida foram preparadas as amostras para realizar a T-RFLP. Com isso utilizou-se
uma mistura de ROX (agente utilizado para normalizar o sinal fluorescente) e formaldeido, na
proporcéo de 0,25/8,75, ap0s essa mistura, foram retirados 9 pL e adicionados a cada poco da
placa em seguida adicionado 1 pL da respectiva amostra digerida, que foi centrifugada e levada
ao ABI PRISM@3100 Genetic Analyser para a leitura da T-RFLP. O equipamento forneceu
resultados que foram analisados no Microsoft Excel para selecionar os dados, em seguida
submeter ao software T-REX (T-RFLP analysis EXpedited) e por sequéncia no software
PRIMER 6.

4.3.1.2.Miseq lllumina Sequencing
Para utilizar a plataforma MiSeq Illumina Sequencing foi realizada a PCR selecionando
3 amostras de cada Museu. As PCRs foram realizadas em diversas condig@es, incluindo
diferentes marcadores, para 0s grupos microbianos de Bactéria e Eucarioto, e sdo apresentados

as melhores condicGes descritas na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Condi¢des de PCR e marcadores adotados para cada grupo microbiano para
aplicacdo final com a tecnologia MiSeq Illumina Sequencing

Marcadores Condicdes de PCR
Bactéria 104F-ill e 530R-ill 95°C a30s,68°Ca30s, 72°C a 45 s, 30 Ciclos
Eucarioto EUK1-ill e 516-ill 95°C a45s,56°Ca45s, 72°C a 1 min, 35 Ciclos

Apo6s finalizagbes do procedimento, foi aferido por eletroforese a qualidade da
amplificacdo, e os produtos amplificados sdo conduzidos para o congelamento e posteriormente
embalado em caixa com resfriamento, e em seguida enviado para o group NED (Toulouse
Genomic core facility-Université de Toulouse), para analises na plataforma MiSeq Illumina

Sequencing.

Com a finalidade de comparar as comunidades de bactérias e de eucariotas (dados padrdes
de T-RFLP) de acordo com o tratamento e o tempo, duas dimensdes (Nanométric
Multidmensional sacaling ordination — NMDS), baseada sob distancias de Bray-Cusrtis foi
medida usando o software Primer 6 (Primer E, Plymouth, UK). As diferencas significativas
entre os grupos foram analisadas usando testes de similaridade (ANOSIM) utilizando o

software primer 6. O software QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) foi usado
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a andlise de leitura de sequencias de genes de bactérias 16S rRNA e de genes eucariotos 18S
rRNA (CAPORASO et al., 2010).

4.4. ENSAIOS DE BIODETERIORACAO DE CORPOS DE PROVA DE ARGAMASSA EM
LABORATORIO DE FORMA ACELERADA

Ensaios em laboratorio foram realizados para contemplar a formacéo de biofilmes sobre
o0s corpos de prova confeccionados de argamassa, com composi¢do similar a parede do MN, de
modo acelerado. Este estudo teve como propdsito avaliar a colonizacdo microbiana das
superficies de paredes de argamassa, sem e com revestimento (tinta), expostos a duas condicdes

ambientais distintas: deposicéo de agua destilada ou acida.

A Figura 4.7 apresenta a representacao das etapas contempladas para a realizacdo deste
ensaio. Primeiramente, foi realizada a analise da composicdo elementar do material da parede
do MN por espectroscopia de fluorescéncia de raios-X (FRX) de modo a confeccionar corpos
de prova com caracteristicas quimicas similares (SANTOS et al., 2013). Nos ensaios, foi
empregado como in6culo para formacgdo dos biofilmes sobre as superficies solidas, um
consorcio microbiano composto das populacdes microbianas oriundas do MN. A tinta foi
adquirida no comercio local, com o cuidado de escolher uma das lideres do mercado. A névoa
acida foi preparada segundo as caracteristicas quimicas da atmosfera do municipio do Rio de

Janeiro.

Decorridos 100 dias, os materiais aderidos as superficies dos corpos de prova foram
analisados por técnicas de biologia cléassica e de biologia molecular para enumeracdo das
populagdes microbianas e caracterizacdo da diversidade microbiana, respectivamente. Os
corpos de prova foram analisados por microscopia Optica (MO) e microscopia eletrénica de
varredura (MEV) para avaliagdo do grau de deterioracdo dos materiais, e assim avaliar o

emprego de tinta como revestimento de protecdo a biodeterioracéo.
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Figura 4.7. Detalhamento esquematico dos ensaios de biodeterioragdo - 32 etapa do trabalho. Fonte:
Elaborag&o propria.

4.4.1. Elaboracéao dos corpos de prova

Os corpos de prova foram preparados com cimento/areia/barro/agua na proporgdo
20:30:5:13, de modo a obter uma argamassa para comparar as paredes do MN. Foram
confeccionados corpos de prova (Figura 4.8), de diferentes formatos, de acordo com a

finalidade, como especificado a seguir:

e Retangular (4 cm de comprimento X 2 cm de largura X 1 cm de altura) - avaliar a
formacao de biofilmes pela técnica convencional de contagem de micro-organismos.

e Circular (1,5 cm de diametro x 1 cm de altura) - caracterizar o biofilme e a superficie
do corpo de prova apés sua remocdo, por MEV; o biofilme também foi analisado por

técnicas de biologia molecular.
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Figura 4.8. Tipos distintos de corpos de prova com e sem revestimento usados para avaliacdo da
formacdo do biofilme por quantificagcdo celular (A) e para analise da superficie por MEV e biologia
molecular (B). Créditos da figura: Acervo pessoal

4.4.2. Descricdo do sistema experimental

Para a realizacdo dos ensaios foi desenvolvido um sistema experimental (Figura 4.9)
composto de um reator de vidro de 60 cm de largura x 30 cm de profundidade x 40 cm de altura,
com tampa, dotado da parte superior de um sistema de iluminacéo artificial, composto de duas
lampadas fluorescentes tubulares de 60W (Famastil) com bandeja de vidro, um higrémetro
(INCOTERM®, INDUSTRIA DE TERMOMETRO), um termostato (ATMAN, AT-100), um
termOmetro (Incoterm) e um umidificador (Multitoc Health) utilizado para realizar a deposi¢éo

de agua destilada e acida.

Figura 4.9. Reator desenvolvido para os experimentos acelerados de biodeterioracéo (A) e vista superior
da disposicéo dos corpos de prova (B). Fonte: Elaboragéo prépria

DIAS, D.S.B



83

Antes do inicio do experimento, o reator foi rinsado com alcool 70°INPM para sua
desinfeccdo. No fundo do reator em até 2 cm abaixo do suporte de vidro, foram depositados
suportes para colocar os corpos de prova. A umidade na parte interna do reator foi controlada
em 30-50%, com auxilio adicional de umidificador e por medicdo com higrometro. A
temperatura foi monitorada e apresentou valores de 29 + 3°C aferida em termometro fixado ao
suporte de vidro onde serdo dispostos 0s corpos de prova. A radia¢do luminosa de fotons foi
continua, tendo como finalidade garantir a fonte de energia necessaria para o metabolismo das

culturas fotossintetizantes (cianobactérias e algas).

4.4.3. Ensaio do desenvolvimento do biofilme em presenca de névoa acida em escala
laboratorial (avaliacdo das variaveis)
a) Revestimento (Tinta)

Sobre alguns corpos de prova foi realizada a aplicacdo de duas demé&os de tinta de alta
qualidade disponivel no mercado (Coral Premium, lote n° 11101799304, 09/201, validade
09/2014, antibactéria (99,9%) e antimofo (3 vezes mais protecdo)), cujo fabricante informa a
adicdo de antibacteriano e antifungico. Para fins comparativos, foram ensaiados,
simultaneamente, corpos de prova ndo revestidos e revestidos para avaliacdo da formacao do

biofilme sobre as superficies.

b) Presenca ou auséncia de micro-organismos

Para promover a formacédo do biofilme sobre os corpos de prova, primeiramente foram
preparados cultivos dos micro-organismos oriundos da amostragem direta da parede do Jardim
da Princesa (ver item 4.1.1) em meios liquidos especificos: bactérias heterotroficas aerdbias
(caldo nutriente), heterotréficas anaerdbias (Meio fluido ao Tioglicolato) e de ferrobactérias
(caldo citrato férrico amoniacal), fungos (caldo Sabouraud) e micro-organismos
fotossintetizantes (caldo Difco). Em seguida, considerado o tempo e a temperatura de incubacéo
apropriados para cada grupo, foram recolhidos volumes iguais de cada populagdo em frasco
Erlenmeyer de 50 mL estéril e homogeinizados. A seguir 2 mL e 0,5 mL de suspensé&o celular
foram espalhadas sobre a superficie dos corpos de prova retangular e circular, respectivamente,
revestidos e nédo revestidos, de modo a dispersar quantidade similar por area de cupom. A
suspensdo celular foi mantida na geladeira e usada para mais aplicagbes semanais por um

periodo de 14 dias.
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c) Névoa/ Névoa acida:

Os ensaios foram conduzidos em atmosfera Umida saturada com agua destilada e agua
adicionada de sais mimetizando uma solucéo acida. A formulacdo da névoa acida artificial foi
baseada na composicdo atmosférica da cidade do Rio de Janeiro (Tabela 4.6), segundo
Hernandez et al. (2010). Essas solugdes de agua destilada e &cida foram dispersadas em forma

de névoa com a utilizacdo de umidificador (Multitoc Health).

Tabela 4.6. Composicao de névoa acida artificial (pH 5,12)

Componentes pg/L
NaNOs 1607
CaS04.2H,0 5281
K2SO4 1570
(NHz)CI 1118
NaCl 3680
NaOH 212

Fonte: (Hernandéz et al., 2010)

Foram avaliadas 8 condic¢des (Tabela 4.7), as quais foram investigadas as trés variaveis
citadas anteriormente: Influéncia microbiana, tipo de névoa (&cida ou &gua destilada) e a

protecdo dos corpos de prova com revestimento comercial.

Tabela 4.7. Condigdes avaliadas no estudo de formacao de biofilmes

Condicao Micro-organismo Revestimento Disperséo
1 Ausente Ausente Névoa
2 Ausente Presente Névoa
3 Ausente Ausente Névoa Acida
4 Ausente Presente Névoa Acida
5 Presente Ausente Névoa
6 Presente Presente Névoa
7 Presente Ausente Névoa Acida
8 Presente Presente Névoa Acida

* Névoa 4cida segundo Hernandez et al. (2010), pH = 5,12 e névoa de agua destilda pH = 6,50
O tempo total para cada condicdo foi de 100 dias, sendo realizadas analises de

quantificacdo celular das culturas adicionadas aos corpos de prova e dos micro-organismos

desenvolvidos ao final do processo de biodeterioragéo.

DIAS, D.S.B



85

4.4.3.1.Caracterizacdo do biofilme por biologia classica e molecular
Ap0s raspagem dos corpos de provas retangulares em solugdo redutora foram realizadas
a enumeracdo das populacbes microbianas: bactérias (aerébias e anaerdbias heterotroficas
totais, ferrobactérias, aerdbias e anaerobias produtoras de acido), fungos totais e micro-

organismos fotossintetizantes (ver secdo 4.2.2).

As analises biomoleculares seguiram as metodologias descritas na se¢do 4.3.1, com
modificacdo representada pelo fato dos corpos de prova terem sido raspados com bisturi estéril
em placas de Petri e rinsados com &gua destilada estéril (10 mL) para posterior filtracdo por
membrana de microporo (0,22 pL).

4.4.3.2.Caracterizacdo do biofilme nos corpos de prova
Os corpos de prova foram analisados quanto aos aspectos relacionados a biodeterioracdo
do material, conforme especificado na Tabela 4.8. Foram estudadas a formacao de biofilme e a
alteracdo na superficie, empregando a Fluorescéncia de Raio-X (FRX), a Microscopia Optica
(MO) e a Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

Tabela 4.8. Condigdes e técnicas utilizadas para caracterizag¢do da biodeterioracéo

Condicdo do corpo de prova Técnica Periodicidade
Sem biofime Microscopia 6ptica (MO) Inicial
MEV Inicial
FRX Inicial
Com biofilme Quantificacdo microbioldgica Inicial /final
Microscopia 6ptica (MO) Inicial /final
MEV Final
Apbs Raspagem Microscopia Optica (MO) Final

A caracteriza¢do mineralégica dos corpos de prova foram realizadas por fluorescéncia de
raios X (FRX) no Centro Tecnologia Mineral (CETEM). As amostras foram preparadas em
prensa automatica VANEOX (molde de 20 mm, P = 20ton e t = 30s), utilizando como

aglomerante acido bérico na proporcao 1:0,5 (2g da amostra para 1,0g de acido borico).
Os resultados sdo semi-quantitativos expressos em %, calculados como oOxidos

normalizados a 100%. A determinacédo da perda por calcinagéo (PPC) das amostras foram feitas

em equipamento Leco TGA-701. Primeira rampa de aquecimento 10°C/min de 25-107°C,
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segunda rampa 40°C/min de 107-1000°C. O ensaio foi finalizado ap6s 3 pesagens sequencias
idénticas.

Para a caracterizacdo da superficie foi realizada uma Microscopia Otica (MO) e
Eletronica de Varredura (MEV). Um estereomicroscopio (Opton) foi empregado para MO.
Finalmente para analise por MEV, foi utilizado equipamento Bruker e Flash (QUANTA 400,
FEI), com a amostra previamente metalizada com ouro/carbono utilizando BAL-TEC (SCD 005,
Sputter Coater). A caracterizacdo da superficie foi realizada em corpos de prova com presenca

e auséncia de revestimento, sem a adi¢cao de micro-organismo e com biofilme desenvolvido.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, conforme j& citado em Materiais e Métodos, foi desenvolvido um trabalho
experimental visando definir uma metodologia para as coletas de material em campo e para
padronizar a execuc¢do das analises microbiologicas de modo a contemplar a diversidade de

grupos microbianos relacionados a deterioracdo de monumentos histéricos.

Seguem-se a andlise e a discussdo dos resultados referentes ao monitoramento
microbiologico do Museu Nacional (MN) e Museu de Arte Contemporanea (MAC), e, por fim,
dos resultados dos ensaios realizados no laboratério para avaliar a influéncia de biofilmes na
biodeterioragdo de argamassa e 0 emprego de tinta como revestimento.

5.1. TESTES PRELIMINARES E DEFINICAO DA METODOLOGIA

A seguir sdo apresentados os resultados de caracterizacao climatica dos arredores do MN
e a caracterizacdo microbioldgica de materiais oriundos das paredes do Jardim das Princesas
(MN), de uma unica amostragem realizada em 30 de setembro de 2012. Este trabalho foi
realizado fundamentalmente para identificar os grupos microbianos aderidos as paredes, definir
0s meios de cultura para sua enumeracdo e ainda avaliar a influéncia do comportamento sobre

o0 desenvolvimento das popula¢fes microbianas.

5.1.1. Caracterizacdo ambiental da area (Museu Nacional)

No periodo de 15 de setembro a 15 de outubro de 2012, foi realizado o levantamento de
dados do INMET, de modo a contemplar o comportamento diario da temperatura e da umidade,
15 dias antes e 15 dias ap6s a data da coleta do material no MN (30/09/2012). A figura 5.1

apresenta uma compilacdo dos valores médios de temperatura e umidade deste periodo.

Os patrimoénios culturais constantemente sofrem processos de degradagédo causados por
fatores fisicos (temperatura; umidade relativa do ar; luz natural e artificial), quimicos (poluicéo
atmosférica, poeira) e biolégicos (micro-organismos, insetos, roedores). Os fatores fisicos e
quimicos, alem do efeito direto, tém ac¢do no desenvolvimento dos micro-organismos, que por
sua vez influenciam na intensidade e na velocidade do processo de deterioracdo. Por isso, ha a

necessidade de ser realizado um levantamento de dados climaticos da area onde a obra esta
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instalada para delinear a estratégia e plano de agdo no combate a deterioracdo das obras culturais
(LOPES, CARVALHO; MOREIRA, 2003).

100
Amostragem

8 (30(09)

Tempperatura(°C) e Umidade (%)

30 - E
zow

10 -

0 5 10 15 20 25 30

15/09 20/09 25/09 30/09 05/10 10/10 15/10
Datas(dias)
—&—Temperatura —#—Umidade

Figura5.1. Variacdo da temperatura e da umidade no periodo de coleta segundo levantamento de dados
meteoroldgicos na cercania do Museu Nacional (Fonte: INMET).

De acordo com a Figura 5.1, a temperatura média no periodo analisado variou de 15,1°C
a 28,0°C, enquanto a umidade relativa do ar esteve entre 31% e 81%. Portanto, em apenas 30
dias, ambos fatores climaticos apresentaram uma intensa amplitude. Contudo, como pode ser
constatado pela andlise da figura 5.2, na maior parte do periodo, a temperatura foi amena,
variando entre 23°C e 25°C, e a umidade se situando entre 40% e 60%. No periodo supracitado,
houve um pico de umidade no décimo primeiro dia, correspondente a quatro dias antes da data
da amostragem, o que acarretou em aumento da umidade relativa e decréscimo da temperatura.
Apos a coleta, mais trés dias apresentaram chuva (vigésimo sétimo, vigésimo oitavo e vigésimo
nono), o que teve como consequéncia a elevacdo da umidade relativa (Figura 5.2), porém néo

teve influéncia na temperatura, provavelmente devido ao baixo volume de chuva.
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Figura 5.2. Comportamento da temperatura e da umidade entre 15 de setembro e 15 de outubro de 2012
(Data de amostragem: 30/09/2012).

Este é o comportamento caracteristico da condicdo média da atmosfera no litoral
brasileiro, em face das correntes marinhas. Porém, apesar da ampla variacdo climética, a
temperatura média nestes locais se situa na faixa de 20 e 25°C. Esta baixa amplitude térmica,
isto é diferenca entre as temperaturas maxima e minima, se deve a maritimidade, medida da

influéncia da umidade do mar sobre cidades proximas ao litoral.

A regido Sudeste brasileira apresenta transicao entre os climas quentes de latitudes baixas
e 0s climas mesotérmicos de tipo temperado das latitudes médias. A sua localizacdo latitudinal
confere uma variada gama de regimes climaticos, que vdo do tropical ao subtropical, com
precipitacdes altamente irregulares no espago e no tempo, e elevada evaporacdo mais ao norte
(CAVALCANTI et al., 2009).

Note-se que as condi¢cdes climaticas (temperatura e umidade) a época da amostragem
foram indicadas para a atividade metabolica de bactérias e fungos, o que, em consequéncia,
resulta na geracao de produtos, como &cidos organicos, que causam a degradacao de materiais.
Em geral, grau de umidade relativa do ar superior a 70% e temperatura entre 16 e 30°C sdo
considerados favoraveis ao desenvolvimento destes grupos microbianos. Portanto, se outros
fatores necessarios para a ocorréncia de processo de respiragdo microbiano também forem
propicios, tais como disponibilidade de nutrientes e oxigénio, ou outro aceptor final de elétrons,
e pH, o processo de biodeterioracdo serd intensificado (ROSADO et al., 2013; HEYRMAN;
SWINGS, 2003).
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Ao avaliar diferentes repositorios (dois em Cuba e um na Argentina), Guiamet et al.
(2011) detectaram maior numero de bactérias e de fungos nos ambientes com umidade relativa
e a temperatura do ar mais altas, aproximadamente 75% e 28,0°C, respectivamente. Por outro
lado, menor densidade celular foi encontrada nos locais onde a umidade foi de 59% e a
temperatura de 23,8°C. Comparativamente, foi constatado um numero 3 vezes inferior para
fungos e 35 vezes menor para bactérias. Isto sugere que a temperatura e umidade afetam mais

a atividade metabdlica das bactérias do que a dos fungos.

Shirakawa et al. (2011) observaram que o descoramento de tintas latex aplicadas as
superficies de paredes de concreto era maior na cidade de Ubatuba em comparacdo aquelas
localizadas na cidade de Sao Paulo. Segundo os autores isso se deve a maior umidade relativa
do ar em Ubatuba, em decorréncia da maior precipitacdo de chuva e consequentemente maior

deposicao &cida.

5.1.2. Determinacdo do teor de umidade da superficie da parede

A umidade relativa de amostras da superficie de parede, em dois pontos distintos do
Jardim da Princesa (MN), foi de 4,6% no ponto 1 e 1,1% no ponto 2, ndo obstante ser a umidade
relativa do ar de 54% no dia da amostragem (Figura 5.1), de ter chovido trés dias antes da
amostragem, e da arborizacdo do local, que participa efetivamente da manutencdo da umidade

e da amenizagdo da temperatura.

5.1.3. Avaliagao de diferentes meios de cultura para enumeracéo das populacoes
microbiana
A Tabela 5.1 apresenta os valores correspondentes a enumeracdo de diferentes grupos
microbianos em meios de cultura especificos para amostras coletadas em dois pontos distintos

nas superficies de paredes externas do MN, que estdo expostas ao tempo.
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Tabela 5.1. Enumeracdo dos micro-organismos do Museu Nacional (Jardim da Princesa)

Enumeracéao

Ponto 1 Ponto 2

Umidade 4,6% 1,1%
Micro-organismos Meio para enumeracéo UFC/cm?  UFC/cm?
Bactérias aerdbias totais Agar nutriente 3,3x10%° 2,6 x 10
Bactérias produtoras de acido Agar Vermelho de Fenol glicosado  8,2x10° 2,8 x 10*
Ferrobactérias Agar Citrato férrico amoniacal 1,4 x10° AD
Fungos Agar Sabouraud 6,8x10° 2,4x10°
Fungos Agar Extrato de Malte 42x10° 2,1x10°
Fotossintetizantes Agar Difco CNI CNI
Actinobactérias * TNS TNS
NMP/cm? NMP/cm?
Bactérias anaerobias totais Meio fluido ao tioglicolato 3,8x10° 9,2 x10?

Bactérias anaerébias produtoras de acido  Caldo Vermelho de Fenol glicosado  1,2x10° 1,3 x 103
Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) Caldo Postgate E modificado 0 0

AD - Abaixo do limite de deteccdo; CNI - Coldnias Nao Individualizadas; TNS - Testes nédo

satisfatorios; *diversos meios foram testados sem ter resultados satisfatorios

Para a enumeracdo, as diferentes populacGes bacterianas foram cultivadas em meios de
cultura acrescidos ou ndo do agente antifungico nistatina. Foi evidenciado o crescimento de
fungos em todos os cultivos realizados sem adi¢do de nistatina, que mesmo em pequena
quantidade, interferiram na contagem celular, comprometendo a confiabilidade dos resultados.
Ja a adicdo de nistatina evitou o crescimento de fungos em todos 0os meios empregados. Desta

forma assumiu-se a adicdo de nistatina aos meios para a quantificacdo de bactérias.

Para os fungos, apesar de testados cinco meios, foram compilados na Tabela 5.1, apenas
as contagens em Agar extrato de malte e Agar Sabouraud, por terem proporcionado os melhores
resultados. O crescimento de fungos no meio Agar Batata-dextrose foi intenso e variado, porém
houve alta producéo de exopolimeros, o que dificultou a contagem. Ja nos meios Agar Czapeck
e CYA, o crescimento foi reduzido. Similarmente, para a quantificagdo dos fungos, foi
evidenciada a importancia da adi¢do do agente antibacteriano amoxicilina de modo a evitar o

crescimento indesejavel de bactérias nas placas.
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A Tabela 5.1 apresenta as contagens das diferentes populagdes microbianas encontradas
no material oriundo das paredes do Jardim da Princesa, nos meios de cultura selecionados pela
maior amplitude qualitativa e quantitativa de culturas obtidas. A analise da tabela revela um
elevado nimero de micro-organismos aderidos as superficies das paredes, apesar do baixo teor
de agua determinado no material amostrado. A agua, dentre os fatores ambientais, representa o
de maior importancia para a atividade de micro-organismos (MADIGAN et al., 2010). A
disponibilidade de agua é essencial para o crescimento microbiano, por ser o veiculo de
transporte de nutrientes para dentro da célula e evitar o acimulo de metabolitos gerados, além
de manter a pressdo osmotica intracelular. Logo, em caso de desidratacdo, a célula perde a
capacidade de realizar o metabolismo energético, levando a morte. O conteldo de &gua

adequado ao metabolismo microbiano é de 50%

No caso das diferentes populacGes bacterianas, as maiores concentragdes foram
determinadas no ponto 1, o de maior umidade. Comparativamente, o teor de agua ndo teve
influéncia no nimero de fungos filamentosos, mostrando a maior capacidade destes em se

estabelecer em ambientes de baixa umidade.

Apesar da maior dependéncia por dgua para atender suas necessidades fisiologicas, as
bactérias aerdbias se apresentaram em maior nimero comparativamente aos fungos, micro-
organismos aerdbios ou facultativos. A predominancia de bactérias heterotroficas cultivaveis,
grupo normalmente presente em maior nimero em biofilmes formados sobre superficies de
materiais imersos em agua salgada ou doce, se deve a atividade das espécies produtoras de
materiais poliméricos extracelulares (extracellular polymeric substances, EPS), que permite a
adesdo irreversivel das células microbianas as superficies solidas, conferindo a estas espécies a
denominacdo de colonizadores primarios. Neste grupo se destacam o género Pseudémonas,
bastonetes Gram-negativos, presentes em diversos habitats, com capacidade de crescer na

auséncia e presenca de oxigénio.

As morfologias macroscopicas das culturas bacterianas heterotroficas presentes nas
amostras quando semeadas no meio Agar nutriente podem ser visualizadas na Figura 5.3 (A e
B). Constata-se a diversidade de espécies bacterianas em cada amostra, bem como entre as
amostras coletadas nos dois pontos. No ponto 1 (Figura 5.3A) houve ocorréncia de coldnias

brancas leitosas de tamanho médio, bem como microcoldnias, enquanto no ponto 2 (Figura
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5.3B) se evidencia maior quantidade de microcoldnias, entretanto destaca-se que o ponto 1 a

imagem esta uma dilui¢do acima do ponto 2.

Figura 5.3. Morfologia das colbnias de bactérias aerobias heterotréficas em meio Agar nutriente
oriundas de amostragem de paredes do Jardim da Princesa do Museu Nacional, em pontos distintos.
Crédito de imagem: Acervo pessoal

A biodiversidade das bactérias denota a complexidade dos biofilmes aderidos as paredes.
Cabe destacar que os biofilmes sdo ecossistemas estruturados altamente dindmicos, onde 0s
micro-organismos, interagem cooperativamente por conta da diferenciacdo metabdlica e das
caracteristicas fenotipicas. A adesdo microbiana e a interacdo entre os membros destas
comunidades funcionais resulta em sistemas biol6gicos heterogéneos, inclusive com densidade

variavel das espécies, onde a diversidade microbiana € constatada.

Na Figura 5.4 sdo apresentadas as imagens do plagueamento das amostras da superficie
das paredes em meio Agar vermelho de fenol. O meio de coloracdo vermelha sofre alteracédo
para amarelo pela redugdo do pH, quando h& excrecdo de produtos metabolicos &cidos. Porém,
como pode ser comprovado nas imagens (Figuras 5.4 A e B), verifica-se que a coloracdo do
meio variou para rosa intenso, tipica de ocorréncia de alcalinizacdo do meio. Isso pode ser
explicado pelo fato do meio ndo conter aclcares, o que leva 0s micro-organismos a consumirem
0s materiais proteicos (extrato de carne e peptona) preferencialmente como fonte de carbono.
Por causa disto ha acumulo da fonte de nitrogénio na forma de ion aménio, culminando no
aumento do pH. A fim de impedir essa mudanga, ao meio foi adicionada glicose. Neste caso, a

cor amarelada foi evidenciada (Figura 5.4C).
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Figura 5.4. Crescimento de bactérias aerobias produtoras de acido em meio Agar vermelho de fenol
sem adic¢do de nistatina (A), com adi¢do de nistatina (B), e com adic¢ao de glicose e nistatina (C). Crédito
de imagem: Acervo pessoal

A Figura 5.4A ainda permite observar que a ndo adicdo de nistatina ao meio permite que
os fungos se desenvolvam comprometendo a contagem de bactérias, enquanto a adicdo do

antifngico ndo interfere no crescimento das bactérias (Figura 5.4B e Figura 5.4C).

Em relacdo as bactérias produtoras de acido é importante mencionar que o crescimento
das culturas preponderantes (Figura 5.4C) quando isoladas, ndo houve alteracdo da coloragédo
do meio vermelho de fenol glicosado para amarelo. Portanto, estas espécies ndo produziram
acido. Desta forma, a contagem de bactérias aerdbias produtoras de acido (Tabela 5.1) no meio
Agar vermelho de fenol glicosado passou a ser desenvolvida em caldo pela técnica de NUmero
Mais Provavel (NMP). Adicionalmente foi aferido que ao passar para essa técnica, nao se fez

necessario a adigdo de nistatina.

As ferrobactérias foram encontradas em ambos os pontos amostrados (Figura 5.5). Mas,
apesar de presentes em numero elevado no ponto 1 (Tabela 5.1; Figura 5.5 A), encontravam-se
no numero abaixo do limite de confiabilidade da técnica de plaqueamento para o ponto 2 (Figura
5.5B). Ainda no ponto 2, ndo foi adicionada a nistatina e foram detectadas a presenca de fungos.
Assim a enumeracdo adotada passa a ser realizada com adicdo de nistatina pela técnica de
plaqueamento.
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Figura 5.5. Enumeracéo de ferrobactérias em Agar Citrato Férrico Amoniacal (A) no ponto 1 com
adicdo de nistatina e (B) no ponto 2 sem adicao de nistatina. Crédito de imagem: Acervo pessoal

Para os fungos, apesar de testados cinco meios (Tabela 5.1), apenas as contagens em Agar
Extrato de Malte e Agar Sabouraud foram compiladas, por terem proporcionado os melhores
resultados (Figura 5.6 A e B). O meio Agar Batata-dextrose foi descartado, pois houve alta
producéo de exopolimeros, o que pode interferir na contagem, além de outros micro-organismos
(Figura 5.6C). Ja nos meios Agar Czapeck e CYA, o crescimento foi reduzido. Para o meio
Agar Extrato de Malte o crescimento foi bom, mas menor que o meio Agar Sabouraud, assim
para as seguintes enumeracGes foi adotado o meio Agar Sabouraud com a adicdo de

amoxicilina.

Figura 5.6. Enumeracédo dos fungos presentes nas amostras coletadas das paredes externas do Museu
Nacional em Agar Sabouraud (A), Agar Extrato de Malte (B) e Agar Batata-Dextrose (C). Crédito de
imagem: Acervo pessoal
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O maior desenvolvimento dos micro-organismos fotossintetizantes se deu no meio Difco,
sem adicdo de cloranfenicol (Figura 5.7A). Mas, como ndo foi possivel a distin¢do das colnias
de microalgas/cianobactérias nas placas por sua interacdo com fungos, foi definido, para
continuidade do trabalho, a determinacdo qualitativa de micro-organismos fotossintetizantes
totais, pela técnica do NMP em meio Difco, na forma liquida, sem adicdo de cloranfenicol
(Figura 5.7C). A literatura reporta alta incidéncia de micro-organismos fotossintetizantes em
paredes (GAYLARDE; GAYLARDE, 1998; CRISPIM et al., 2004; HERRERA et al., 2004).

Para as bactérias cultivadas em condicdo de anaerobiose, analogamente ao observado para
as bactérias cultivadas de modo a atender a respiracdo aerdbica, foram detectados numeros
semelhantes de heterotroficas e das produtoras de acido (Tabela 5.1). Porém, ndo foi detectada
a presenca de bactérias redutoras de sulfato (BRS). A contagem de BRS foi contemplada posto
que séo encontradas em solos (VIDELA, 2002), e havia canteiros margeando as paredes. Logo,
0s respingos das chuvas poderiam ter favorecido a sua presenca nos biofilmes formados sobre

as paredes.

Figura 5.7. Colbnias de micro-organismos fotossintetizantes presentes nas amostragens das paredes
externas do Museu Nacional em Agar Difco (A), Agar MKM (B) e meio liquido Difco (C). Crédito de
imagem: Acervo pessoal

Ademais, 0 segundo patriménio a ser avaliado - Museu de Arte Contemporanea - esta
situado na costa litoranea, portanto, sujeito a maresia e, sabe-se que a agua do mar contém BRS
e sulfato, aceptor final de elétrons necessario para o seu metabolismo desassimilativo. Este

argumento € suportado por Videla et al. (2000) que relataram a presenca de BRS na Peninsula
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de Yucatan no México, especificamente em Tulum, situada ao longo da costa do mar das
Caraibas.

No caso das actinobactérias, foram testados trés diferentes meios de cultura (Agar Jausen,
Agar 72C e Agar amido-caseina), com base na literatura cientifica (Anexo A). Cada um dos
meios foi testado com e sem adicdo de agentes antimicrobianos, nistatina e amoxicilina, na
forma isolada ou combinada. Contudo, como pode ser comprovado pela observacdo da Figura
5.8 (A-C), nenhuma das condicGes ensaiadas para cultivo promoveu o crescimento tdo somente

de actinobactérias.

Figura 5.8. Colbnias obtidas a partir do cultivo das amostras oriundas das paredes externas do Museu
Nacional em meios indicados para crescimento/enumeragao de actinobactérias (A: Agar 72C; B: Jausen;
e C: Agar amido-caseina), com adi¢do de bactericida (amoxicilina) e fungicida (nistatina). Crédito de
imagem: Acervo pessoal

Os resultados obtidos demonstram que mesmo em condi¢des consideradas indspitas para
a atividade dos micro-organismos, como baixa umidade e alta irradiagdo solar, é possivel
encontrar a presenca de micro-organismos. De fato, diferentes populagGes microbianas,
incluindo bactérias, fungos, algas e, inclusive, liquens, ja foram relacionados a deterioracdo de
monumentos histéricos (ROSADO et al., 2013; CAPODICASA et al., 2010; PANGALLO et
al., 2009). A partir da analise dos dados obtidos foi elaborada a Tabela 5.2 definindo as analises
microbioldgicas e 0s meios de cultura a empregar caso a caso.
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Tabela 5.2. Protocolo das anélises microbioldgicas a serem executadas na investigacdo da colonizagdo

microbiana de monumentos

Populacédo microbiana cultivavel Meio de Cultura Técnica de
cultivo

Bactérias heterotrdficas aerobias totais Agar Nutriente Spread Plate

Bactérias produtoras de acido aer6bias Caldo Vermelho de fenol NMP
glicosado

Ferrobactérias Agar citrato férrico Spread Plate
amoniacal

Bactérias heterotroficas anaerdbias totais Meio fluido ao tioglicolato NMP

Bactérias produtoras de acido anaerdbias Caldo Vermelho de fenol NMP
glicosado

BRS Postgate E modificado NMP

Fungos filamentosos Agar Sabouraud Spread Plate

Micro-organismos fotossintetizantes Caldo Difco NMP

5.1.4. Caracterizacdo biomolecular

Foram isolados os micro-organismos preponderantes a partir dos cultivos das amostras
coletadas na superficie de paredes do Jardim da Princesa (pontos 1 e 2), area externa do MN
(Figura 4.4), em meios de cultura de diferentes composi¢des quimicas, visando atender as
necessidades nutricionais de populagdes microbianas normalmente relacionadas ao processo de
biodeterioragdo de monumentos. No caso das bactérias, foram isolados um total de 17 diferentes
colénias: 10 no ponto 1 e 7 no ponto 2. As culturas foram identificadas empregando técnicas
de Biologia Molecular, a excecdo de uma que perdeu a capacidade de cultivo in vitro durante
plagueamento/repiques para testes de pureza e preservacao. A tabela 5.3 apresenta as diferentes
espécies bacterianas identificadas, com indice de similaridade superior a 98%, 0 que é bem

aceito como certeza para definir uma espécie ou um género.

Dentre os micro-organismos isolados, o maior nimero de identificados pertencente ao
género Artrobacter, embora nenhuma delas tenha sido identificada a nivel de espécie. Esta
bactéria foi encontrada em ambos o0s pontos, embora com maior predominio no ponto 1. Este
género se apresenta na forma de bacilos Gram-positivos, com metabolismo estritamente
aerobio. Artrobacter spp. s&o comumente encontradas no ambiente, principalmente em solos
(FUNKE et al., 1996), o que indica que sua presenca nas paredes amostradas esteja relacionada
a proximidade a canteiros onde havia o cultivo de plantas; sendo a disseminag&o possivelmente
decorrente da acéo do vento e/ou da chuva. Este micro-organismo também foi encontrado por

Gorbushina et al. (2004), estudando a biodeterioracdo da igreja de Martins, na Alemanha.
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Tabela 5.3. Espécies bacterianas isoladas dos pontos 1 e 2 das paredes externas do Jardim da Princesa
(MN)

Meio de Ponto 1 Ponto 2
cultura  Espécie Bacteriana S Espécie Bacteriana S
AN Artrobacter sp 85%  Artrobacter sp 99%
Ensifer sp. 97% Bacillus megaterium 100%
Ensifer sp. 92%  Stenotrophomonas rhizophila 100%
VF Artrobacter sp 100%  Bacillus megaterium -
Artrobacter sp 100%  Enterobacter sp. 84%
Artrobacter sp 100%  Enterobacter sp. 91%
Artrobacter sp 100%  Rhodococcus sp. 90%
Pseudomonas mexicana 100%

AN: Agar Nutriente; VF: Vermelho de Fenol glicosado; S: Similaridade.

O género Rhodococcus compreende células Gram-positivas, imdveis, ndo esporulantes, e
aerobias. Este representante do filo Actinobactéria ja foi encontrado em diversos ambientes,
incluindo solo e agua (BURKOVSKI, 2008). Outra actinobactéria Ensifer, sinonimia do género
Sinorhizobium, comumente encontrada em solos, também foi identificada. Esta cultura tem
como caracteristica ser fixadora de nitrogénio e ter a capacidade de lisar outras espécies
bacterianas (ROGEL et al., 2001).

E comum o isolamento de espécies do género Pseudomonas nos mais diferentes tipos de
ecossistemas, em funcéo da versatilidade nutricional das espécies. Salvato et al. (2008) isolaram
uma espécie deste género de solo que foi caracterizada pela capacidade de degradar 2,6-
diisopropilnaftaleno. Estas bactérias possuem necessidades nutricionais minimas, o que lhes
permite desenvolver em uma grande variedade de ambientes, estando amplamente distribuidas
em solo e agua. As células se apresentam como bacilos Gram-negativos, sdo aerobios ou
facultativos. Isolados de Pseudomonas spp. também foram reportados em estudos anteriores,
como, por exemplo, no processo de biodeterioracdo nos Ledes do Palacio de Alhambra, na
Espanha (SARRO et al., 2006).

Também a espécie Bacillus megaterium é comumente encontrada em solos. Sdo Gram-

positivos, aerdbios, e tém capacidade de solubilizar fosfatos naturais existentes no solo,
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disponibilizando o foésforo (ASCASCO et al., 2002). Nuhoglu et al. (2006) relataram a
aceleragdo da biodeterioragdo de monumentos de pedra na Turquia por Bacillus sp.

Stenotrophomonas rhizophila tem sido isolada de inimeros locais, como solo, agua e de
plantas. Tem ganhado destaque nos estudos de controle bioldgico, contribuindo para o
crescimento de plantas (SCHMIDT et al., 2010). Porém nenhum trabalho foi encontrado

relacionando a sua participacéo em processo de biodeterioracao.

As células do género Enterobacter se apresentam como bacilos pequenos Gram-
negativos, anaerdbias facultativas, portanto capazes de realizar metabolismo respiratério ou
fermentativo. Sdo ubiquas, podendo ser encontradas em agua doce, solos, esgotos, vegetais,
entre outros locais. Em geral, espécies deste género séo relacionadas a alteracGes quimicas e
deterioracdo de alimentos e patdgenos oportunisticos multirresistentes (DAVIN-REGLI;
PAGES, 2015; FRIEDEMANN, 2007; GRIMONT; GRIMONT, 2006), mas ainda n&o existem

relatos sobre a sua participacdo em processos de biodeterioracdo de monumentos historicos.

A Tabela 5.4 apresenta a identificagdo de um total de 10 fungos isolados, dos quais 5 no
ponto 1 e 5 no ponto 2. Houve predominancia do género Fusarium no ponto 1, enquanto no
ponto 2 houve maior diversidade dos isolados. Pode-se inferir que mesmo a uma pequena
distdncia, de aproximadamente 5 metros, a biodiversidade microbiana seja diferenciada,

embora a ordem de grandeza tenha sido similar (Tabela 5.1).

Tabela 5.4. Espécies Fungicas isolados nos pontos 1 e 2 de paredes externas do Jardim da princesa
(MN).

'(\:/Iuelit?JSae Ponto 1 Ponto 2

Fungo S Fungo S
AS Hypocreaceae sp. 100% Cladosporium sp 100%
Fusarium oxysporum 99%  Pestalotiopsis 99%

disseminata

Penicillium sp. 99%  Pestalotiopsis sp 99%
AEM  Fusarium domesticum 96%  Hypocreales sp. 100%
Fusarium domesticum 96%  Pleosporales sp. 99%

AS: Agar Sabouraud; AEM: Agar Extrato de Malte.
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Alguns trabalhos demonstram ser comum a presenca de Fusarium, Penicillium e
Cladosporium em patrimonios culturais. Shirakawa et al. (2002) encontraram predominéncia
do género Cladosporium, enquanto espécies do género Fusarium foram encontrados em pontos
isolados em investigacdes sobre edificios recém construidos. Nuhoglu et al. (2006) encontraram
0s géneros Cladosporium e Penicillium em diversos sitios em seus estudos de aceleracdo dos
efeitos da poluicdo atmosférica e das condicOes climaticas na biodeterioracdo de monumentos
de pedras em Erzurum na Turquia. JA& Guiamet et al. (2011) identificaram 0s géneros
Cladosporium, Fusarium e grande concentracdo de Penicillium isolados a partir de arquivos
historicos do museu de La Plata (Argentina) e arquivos da Republica de Cuba. Os géneros
Cladosporium e Penicillium, bem como Pestalotiopsis foram isolados da Berlinda de Dom
Pedro no Museu Imperial, em Petrdpolis, Rio de Janeiro (LUTTERBACH et al., 2013).

A maioria das espécies de Fusarium se encontra amplamente distribuida no solo, em
regides temperadas e subtropicais. Este fungo é capaz de sobreviver na agua e no solo
alimentando-se de materiais em decomposicdo. O género Penicillium € encontrado
especialmente no solo, assim como em outros ambientes imidos e escuros, contendo matéria
orgénica biodegradavel (BESSA et al., 2005; BRITO et al., 2005).

Cladosporium é um género muito comum em todo o mundo, tendo sido isolado de ar,
solo, produtos téxteis, alimentos e sementes. Mesmo nos ambientes domésticos é de ocorréncia
corriqueira. E uma espécie associada a decomposicdo de material vegetal, ninhos de aves e
penas, papel, madeira e poeira atmosférica, indicando, dessa forma, ser um potencial agente de
degradacdo (LUTTERBACH et al., 2013).

A familia Hypocreaceae, cuja forma assexuada inclui o género Trichoderma, sdo
encontrados normalmente em florestas, na forma de parasitas, e reconhecidos pelo colorido de
seu corpo de frutificacdo, geralmente amarelo, laranja ou vermelho. Esse género também é
encontrado na forma linquénica. O género Pestalotiopsis esta amplamente distribuido,
ocorrendo em solos, ramos, sementes, frutos e folhas podendo ser parasitas (SILANES et al.,
2009; JEEWON et al., 2004).

Apesar dos resultados promissores do trabalho da identificagdo molecular, com o
desenvolver da pesquisa foi consolidada a parceria com o Melody Group, que possibilitou a

abordagem metagendmica. Assim foi possivel investigar do ponto de vista da metagendmica a
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comunidade microbiana, uma vez que a plataforma MiSeq permite identificar tanto as culturas

cultivaveis quanto as ndo cultivaveis.

5.2. MONITORAMENTO DA BIODIVERSIDADE DAS ESTRUTURAS EXTERNAS DO
MN E DO MAC

5.2.1. Monitoramento meteoroldgico
A figura 5.9 apresenta os pardmetros climaticos a partir de 03 de mar¢o de 2014, data de
inicio do monitoramento microbiologico, até 31/10/2014, quando findou o ensaio. No periodo
do monitoramento, a temperatura variou entre 15 e 34°C, situando-se entre 20 e 28°C, nas datas
de coleta dos materiais para analise. Pode-se também notar uma ampla variacdo de umidade de
36 a 93% no periodo, embora nas datas de coleta, a umidade relativa média do ar tenha se
restringido a faixa de 60-80%.
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Figura 5.9. Monitoramento de variaveis meteoroldgicas.

A amplitude da umidade e temperatura pode estar relacionada aos poucos periodos de
precipitacdo de chuvas, sendo o mais longo de 15 dias, enquanto os valores maximos de

precipitacdo ocorreram em maio e julho, atingindo 34 e 29 mL de chuva, respectivamente. Este
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comportamento pode ser observado a cada més, conforme tambem evidenciado quando

realizado o ensaio preliminar.

Os climas tipicamente tropicais induzem ao intemperismo fisico e quimico dos
patromonios culturais e favorecem uma prematura colonizacdo de comunidades de base
fototrofica (JURADO et al., 2014). Além disso, as temperaturas das superficies das construgdes
variam devido a absorcdo da radiacdo solar e da chuva. Amplas diferencas de temperatura
conduzem a expansdo térmica dos materiais, que por sua vez podem causar a quebra ou abalo
dos materiais, bem como alteram a quantidade de agua presente no material. Por exemplo,
temperaturas em torno de 30°C e alta umidade favorecem a aceleragdo do processo de
biodeterioracdo, enquanto em temperaturas de 4°C ou abaixo, a atividade microbiana é reduzida

e, por conseguinte, o fendbmeno € retardado (WU et al., 2013).

Em locais onde a umidade do ar é elevada, acima de 80%, durante longos periodos, ha
uma alta probabilidade de bioameacas para as constru¢es, uma vez que agua favorece a
corrosdo de materiais, € no caso do concreto ou argamassas a agua pode conduzir a
solubilizac&o de seus minerais. A chuva tem acesso as paredes verticais pela forga do vento.
Outras influéncias sdo a infiltracdo da dgua e a sua acumulacdo nos poros das superficies dos
materiais. Por isso, chuvas pesadas, em curto periodo de tempo, podem conduzir a corrosao da
superficie e deterioracdo estrutural. Os ventos podem mover particulas no ar e acelerar a
evaporacdo da dgua nos materiais de construcdo e, deste modo, aumentar a cristalizacdo dos
sais. Adicionalmente, chuvas com ventos fortes em contato com a superficie da parede podem

danificar o material, pela ag&o abrasiva (WU et al., 2013).

Os materiais das paredes do Jardim da Princesa, pontos 1 e 2, do Museu Nacional,
coletados mensalmente ao longo de 6 meses foram analisados para determinacdo do contetido
de agua (Tabela 5.5). No ponto 1, os valores mais elevados foram em relacéo a coleta do més
1 e sobretudo no més 4. Isto se deveu a realizacdo de amostragens em periodos de precipitacdo
de chuva, o que contribuiu de forma significativa para 0 aumento da umidade na superficie da
parede. Ja no ponto 2, em geral, a parede apresentou valores menores de umidade, 0 que pode
ser devido a sua localizacdo. Neste ponto, a incidéncia de luz solar € mais intensa, e a vegetacédo

¢ escassa e baixa.

DIAS, D.S.B



104

Tabela 5.5. Teor de umidade na parede do Museu Nacional do Rio de janeiro

Meés Ponto 1 Ponto 2

1 14,9 15
2 3,0 9,3
3 2,1 3,3
4 20,8 11,5
5 4,5 2,87
6 8,6 2,1

Importante destacar que, no decorrer do periodo do estudo, houve inimeras acbes
externas sobre estas paredes, entre elas, a manutencdo do Museu Nacional, com varri¢do na
area do Jardim e poda dos arbustos no canteiro que margeiam as paredes. Isto pode ter também

concorrido para a flutuacdo das medicdes.

De um modo geral, as paredes se encontravam em estado avangado de deterioracao e
heterogéneas. A olho nu, era perceptivel que a area do ponto 1 estava mais umedecida do que
a do ponto 2. Também era evidente que a superficie do ponto 1 se apresentava homogénea,
enguanto a do ponto 2 possuia regides diferenciadas. Neste caso, o material préximo ao canteiro
era mais umido e esfarelava facilmente enquanto o da parte superior, apresentava-se seco e

endurecido.

Com relacdo ao Museu de Arte Contemporanea a coleta foi realizada com swab ndo sendo
possivel realizar a medicdo do teor de umidade na parede (raspagem com bisturi — mais
agressiva). Ambos 0s pontos de coleta estavam situados na entrada do museu, néo
possibilitando mais danos ao patrimdnio. No ponto na regido superior (teto), era visivel o
revestimento deteriorado, com alteracdo de coloracdo, com exposi¢do da estrutura metalica
interna. No outro ponto de coleta, a janela de metal, havia bastante quantidade de produtos de
corrosao. Nessa parte do museu ha bastante circulacdo de pessoas bem como a proximidade do
mar que aumenta significativamente a probabilidade de ocorréncia de diferentes micro-

organismos.

5.2.2. Enumeracdo microbiologia classica

A Figura 5.10 apresenta as densidades das diferentes popula¢fes microbianas cultivaveis,

e ainda seus respectivos valores percentuais nos biofilmes, monitorados no MN, nos pontos 1
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e 2. Como anteriormente constatado, a excecdo das BRS, as demais populagdes microbianas
foram detectadas.

Em ambos os pontos, as bactérias heterotréficas aerdbias totais foram as predominantes,
com ndmeros variando de 8,3 x 10 a 7,9 x 10* UFC/cm? no ponto 1 e 8,5 x 10? a 5,0 x 10*
UFC/cm? no ponto 2. Logo, diferentemente do verificado no ensaio preliminar, a concentragio

celular foi semelhante independentemente da area investigada.

As bactérias heterotréficas anaerdbias apresentaram variagio mais ampla, de 5,0 x 102 a
3,5 x 10* NMP/cm? e 8,0 x 10! a 2,8 x 102 NMP/cm?, nos pontos 1 e 2, respectivamente. Mas,
como as aerobias, a sua densidade celular ndo sofreu influéncia da area de amostragem. Pode-

se inferir ainda, que a maior parte das bactérias heterotroficas é facultativa.

As bactérias produtoras de &cido aerdbias se mantiveram na maioria das coletas entre 10?
e 10° NMP/cm?, em ambos 0s pontos de amostragem. Ja as produtoras de acido cultivadas em
condicio de anaerobiose apresentaram variacido maior de 6,3 x 10° a 3,8 x 10® UFC/cm? no
ponto 1 e de 5,0 x 10 a 2,8 x 10° NMP/cm?, ndo obstante os valores maximos tenham sido
similares aos dos cultivos incubados em aerobiose. Comportamento similar ao observado para
as heterotroficas. Comparativamente, tem-se que grande parte das heterotréficas sao produtoras

de 4cido.

Interessante notar que a presenca das ferrobactérias nos biofilmes formados sobre as
superficies das paredes nem sempre foi possivel de ser detectado nos dois pontos de
amostragem. Salvo nestas ocasides, suas enumeragdes se mantiveram proximas 10° e 10°

UFC/cm?, nos pontos 1 e 2, respectivamente.

Os fungos também tiveram comportamento diferenciado a depender do ponto de
amostragem. No ponto 1, a densidade celular se manteve em 3 ordens de grandeza durante o
periodo de monitoramento, enquanto no ponto 2, houve variagdo de 5,0 x 10 a 4,7 x 10°
UFC/cm?,
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Figura 5.10. Quantificacdo dos micro-organismos no ponto 1 (A) e no ponto 2 (B) ao longo de 6 meses. Percentual de micro-organismos no ponto 1 (C) e no

ponto 2 (D) ao longo de 6 meses.
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Os micro-organismos fotossintetizantes apresentaram comportamento similar ao dos
fungos em funcdo do ponto de amostragem. Os valores maximos foram de 3 ordens de

grandeza, embora maiores varia¢cdes de nimero tenham sido observadas no ponto 2.

De um modo geral, as popula¢es microbianas apresentaram maior nimero no ponto 1.
A Unica excecdo foi a populacdo das bactérias produtoras de acido cujo maior valor foi
determinado no ponto 2. Em termos percentuais, as bactérias heterotréficas aerdbias totais
foram as predominantes em ambos o0s pontos. Seguiram-se as bactérias heterotroficas
anaerobias totais no ponto 1, e as bactérias produtoras de acido aerdbias no ponto 2, ainda que
em alguns meses as heterotroficas anaerdbias totais tenham prevalecidos. Isto sugere que as

bactérias produtoras de acido correspondam a grande parte das heterotréficas quantificadas.

Os fungos apresentaram percentual variando entre 5 e 10%, no ponto 1. J& a participacdo
dos fungos na comunidade microbiana no ponto 2 teve intensa variagdo no decorrer do

monitoramento, variando de 2 a 30%.

Em geral, as ferrobactérias foram apenas detectadas no ponto 1, embora o percentual
tenha variado més a més. No primeiro més, representava 10% da comunidade microbiana. O
percentual decresceu, sendo desprezivel no terceiro més. Depois voltou a aumentar,

correspondendo a 15% da populacdo microbiana total no sexto més.

O monitoramento microbioldgico também foi realizado na area externa do MAC, em dois
sitios distintos, préximos, mas contemplando diferentes materiais. A Figura 5.11 apresenta a
enumeracdo dos grupos microbianos e sua representacdo percentual nos pontos 3 (argamassa
revestida de tinta) e 4 (aco carbono). Nestes locais, ao contrario do que se esperava nao foi
detectada a presenca de micro-organismos fotossintetizantes. Por estar o MAC localizado na
encosta da Baia de Guanabara e por se saber que esta dgua contem essas populacdes

microbianas, era prevista a sua participacdo nos biofilmes ali presentes.
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Figura 5.11. Enumeracdo dos micro-organismos no ponto 3 (A) e no ponto 4 (B) ao longo de 6 meses. Percentual de micro-organismos no ponto 3 (C) e no

ponto 4 (D) ao longo de 6 meses.
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As ferrobactérias, apesar de eventualmente detectadas, estavam em concentragfes abaixo
do limite de confiabilidade de deteccdo. E, mesmo assim, a presenca s foi constatada no

primeiro e no ultimo més, tanto no ponto 3 como no ponto 4.

No que tange o nimero de bactérias heterotroficas aerdbias totais, ndo houve variagdo
expressiva nos biofilmes formados sobre os distintos materiais. Os valores minimos foram 2,3
x 10 UFC/cm? e 7,0 x 10° UFC/cm? nos pontos 3 e 4, respectivamente; enquanto os valores
maximos foram 2,7 x 102 UFC/cm? e 4,0 x 10 UFC/cm?, respectivamente. A mesma populagio
bacteriana cultivada em anaerobiose apresentou comportamento similar nos biofilmes
analisados, sendo seus valores maximos uma ordem de grandeza inferiores nos dois pontos

monitorados.

Neste caso, a populacdo de bactérias produtoras de &cidos aerdbias também foi uma
ordem de grandeza inferior ao das heterotroficas aerdbias totais, apresentando valores méximos
no ponto 3 de 1,9 x 10 NMP/cm? e no ponto 4 de 2,4 x 10 NMP/cm?. Ainda cabe destacar que
em alguns meses ndo foram detectadas. Os resultados para as bactérias produtoras de acido
anaerobias foram ainda menores, e como para as outras, 0 baixo nimero ndo permitiu a sua

deteccdo em alguns meses.

No MAC, os fungos tiveram importante participacdo nos biofilmes, onde estavam
presentes nas maiores concentragdes: 7,5 x 10 a 1,1 x 10® UFC/cm? (ponto 3) e de 3,0 x 10 a
6,6 x 10?2 UFC/cm? (ponto 4).

Em termos percentuais, os fungos foram a populacdo de maior predominancia na
comunidade microbiana aderida a parede e ao material metalico, variando de 60 a 95%. Muitos
destes micro-organismos produzem acidos organicos como produto final do metabolismo o que
pode ter forte influéncia na biodeterioracdo dos mais diversos tipos de materiais. Em ordem de
importancia, seguiram-se as bactérias heterotréficas aerdbias totais, representando 5 a 35% das
populagGes microbianas presentes nos biofilmes analisados, sendo que no quarto més, as

bactérias anaerdbias produtoras de acido tiveram valores um pouco acima de 5%.

Considerando as analises microbioldgicas realizadas nos dois museus pode-se inferir que,
comparativamente, a maior diversidade e o maior nimero de populacdes microbianas

relacionadas ao processo de deterioracdo no MN ¢ indicativo que o ambiente Umido daquele
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local é mais favoravel a ocorréncia do fendbmeno. Porém, deve-se destacar que em ambos 0s
casos, a coleta de amostra se deu tdo somente na parte superficial dos materiais. E, se for
analisada mais detalhadamente a imagem do teto do MAC, nota-se grande parte da area

apresenta a parte interna da estrutura comprometida, o que pode ser devido a agdo microbiana.

Enquanto efeitos de biodeterioragdo podem ser globais, sistemas microbianos interagem
com seus ambientes em microescalas. Para ter explicagdes procura-se situacdes de interacdes
entre as comunidades, que resultam em observar comportamentos padrdes dentro da
diversidade e da riqueza de fatores relevantes quimicos, fisicos e bioldgicos. Fungos e bactérias
possuem papel importante na deterioracdo de materiais, a qual frequentemente esta associada a
disponibilidade de nutrientes e condicBes fisicas que propiciem o crescimento dos micro-
organismos. Quando o patrimdnio cultural é atacado por micro-organismos, a persisténcia e a
extincdo de espécies de bactérias e/ou fungos colonizados nos objetos podem variar com o
tempo e condi¢des ambientais, variando fortemente a depender dos fatores fisico-quimicos bem

como da competicdo entre as espécies (BUCKOVA et al., 2014).

Em estudos realizados por Pepe et al. (2010) foram analisadas sete paredes de igrejas no
sul da Italia (Campania), construidas nos séculos XIIl ao XV, as quais continham &reas
visualmente descoradas, com alteracdes de pontos destacados, patinas ou fluorescéncias. Com
foco na microbiota heterotrofica, os pesquisadores observaram que, em geral, o nivel de
contaminacdo variou com a igreja e com o ponto de amostragem. As bactérias foram as
predominantes e as que apresentaram maior densidade celular (2,6 X 10?2 UFC/cm?), seguidas
dos fungos (3,8 X 10! UFC/cm?). Estes resultados se assemelham aos obtidos durante o
monitoramento realizado no MAC. Provavelmente, se deva as condi¢cdes meteorologicas do

local (arido) por conta dos ventos frequentes e da intensa radiacéo solar.

Ainda, segundo Pepe et al. (2010), a grande variacao da coloracéo das paredes pode ser
explicada pela diversidade microbiana de cada local. Isto pode também explicar nossos
resultados, tendo em vista a varia¢do das populac@es microbianas nos biofilmes més a més. No
caso do Museu Nacional, por mais proximos que os biofilmes estejam (5 subamostras por coleta
dentro de 1 m?), a parede é muito heterogénea e as condi¢des dos arredores propiciam diferente
colonizagdo microbiana. Outra possibilidade, é a composi¢do da parede, ja que seu contetido

diversificado de componentes organicos e inorganicos pode apresentar diferentes nichos
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ecoldgicos, levando ao estabelecimento de biofilmes variados. Por conseguinte, cada area estara
sujeita a diferentes danos estéticos e estruturais.

O presente trabalho encontrou bactérias aerobias e anaerdbias heterotréficas, porém néo
foram detectadas as BRS, contrariamente a Sarr6 et al. (2006) que detectaram BRS.
Adicionalmente, os autores encontraram presenca de 102 UFC/mL de bactérias heterotroficas
aerobias, entretanto a quantificacdo de anaerdbias sendo negativa, o material foi conduzido a
filtracdo, utilizando a metodologia de microscopia de fluorescéncia e encontraram 10° micro-
organismos/mL. Os autores justificam seus resultados sdo bacterias cultivaveis e como no caso
de outros autores, alegam que 99% dos micro-organismos ndo sdo detectados por técnicas
tradicionais de cultivo e que ndo foi realizada a abordagem de micro-organismos nao

cultivaveis.

5.2.3. Diversidade molecular total

Os resultados das dosagens de acidos nucleicos sdo apresentados na Tabela 5.6. Note que
0 conteudo de &cidos nucleicos, exceto para ponto 3 no més 5, foram superiores a 2 ng/pL,
valor que expressa a representatividade do DNA extraido, e indica a possibilidade de obter a

amplificacdo do DNA dos micro-organismos por PCR.

Tabela 5.6. Dosagem de acidos nucleicos do Museu Nacional do Rio de Janeiro e do Museu de Arte
Contemporanea.

Acidos Nucleicos (ng/uL)

Més Museu Nacional Museu da Arte Contemporanea
Ponto 1 Ponto 2 Ponto 3 Ponto 4
1 4,2 4,9 51 51
2 7,4 6,1 4,5 4,2
3 6,4 6,2 4,2 4,7
4 5,3 59 4,5 7,4
5 4,3 6,6 0,4 2,8
6 10,1 7,8 7,0 8,0

A dosagem dos acidos nucléicos apds a extracdo do DNA é importante garantir a
qualidade do DNA resultante da PCR. Um excesso de DNA em uma amostra de PCR podera
saturar a reacdo, fazendo com que aparecam artefatos de técnica e amplificacGes inespecificas
que podem dificultar a andlise. Ja a auséncia podera acarretar na ndo amplificacdo das fitas de
DNA (INTERNACIONAL SOCIETY FOR FORENSIC HAEMOGENETICS, 1992;
BUTLER, 2005). Apesar do resultado impréprio do ponto 3/més 5 do MAC, foi dado

prosseguimento a sua analise molecular, posto que ndo pode ser confirmada sua inviabilidade.
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Para cada PCR, apo6s a amplificacdo, bem como apds a purificacdo foram realizadas
eletroforeses para aferir a ocorréncia e qualidade das amplificacdes. Pelos resultados dos géis

serem bastante similares s serdo apresentados o0s géis apds a etapa de purificagéo.

Para Bactéria e Eucarioto, as amplificacdes (PCRs) foram realizadas com sucesso,
apresentando o0s seguintes pares de marcadores: 63F FAM e 1387R, EUK1 HEX e EUK 516R,
respectivamente. A Figura 5.12A apresenta os resultados da eletroforese das amostras ap0s 0s
produtos da PCR serem purificadas OM1 até OM12, onde as letras OM (Old Museum) séo
referéncia ao Museu Nacional. As amostras OM1 a OM6 se referem ao ponto 1 do MN, sendo
0 numero subsequente as letras OM indicativo do més da coleta da amostra. Da mesma forma,
as amostras OM7 a OM12 correspondem ao ponto 2 do MN, sendo os numeros referentes ao

més da amostragem, onde 7 se refere ao primeiro més e 12 ao sexto més.

A Figura 5.12B apresenta 0s resultados do Museu de Arte Contemporanea, sendo as
amostras referendadas pelas letras NM (New Museum). As amostras NM1 a NM6
correspondem ao ponto 3, sendo 1 a 6 referente ao més da coleta da amostra. As amostras NM7
a NM12 se referem ao ponto 4, os numeros 7 e 12 correspondendo ao primeiro e sexto més,
respectivamente. Para as amostras do MAC, a amplificacdo foi um pouco mais fraca em

algumas analises, porém de forma presente.

A

NM10 NMI11 NM12

Figura 5.12. Eletroforese da amplificacdo de DNA 16S rRNA purificada de PCR de Bactéria das
amostras do Museu Nacional (A) e do Museu de Arte Contemporanea (B).
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As figuras 5.13A e 5.13B apresentam o resultado da eletroforese da amplificacdo dos
Eucariotos no MN e no MAC, respectivamente. A nomenclatura segue a mesma légica que a

anterior. Em todos os casos foi bem sucedida.

omM7 oM om9 OM10 oM11 oM12

Figura 5.13. Eletroforese da amplificagdo de DNA 18S rRNA purificada de Eucarioto das amostras do
Museu Nacional (A) e do Museu de Arte Contemporanea (B).

Para os testes com Archaea, foram utilizados diversos pares de marcadores, ainda assim
n&o foi encontrada a banda representando a amplificagdo nas amostras do ponto 4 do Museu de
Arte Contemporanea (NM7 a NM12) e da amostra do Museu Nacional do ponto 1 no primeiro
més (OM1). As andlises que apresentaram as melhores respostas foram obtidas com os
marcadores 21F FAM e 958R, mas, ainda assim, a maioria dos resultados apresentaram baixa
concentracdo (Figura 5.14). Apds a purificacdo foi realizada a digestdo enzimética, sendo
selecionadas as enzimas Alul e Rsal para o grupo Bacteria e Archaea, e as enzimas Alul e Hae

I11 para o grupo Eucarioto. Apds a digestdo, sdo realizadas as analises de T-RFLP.
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Figura 5.14. Eletroforese da amplificacio de DNA 16S rRNA purificada das amostras do Museu

Nacional e do Museu de Arte Contemporanea

A Figura 5.15 apresenta os resultados da T-RFLP do Museu Nacional e do Museu de Arte
Contemporanea, que demonstra a similaridade das comunidades bacterianas. De acordo com 0s
resultados da T-RFLP pode-se afirmar que as bactérias dos dois pontos do Museu Nacional
apresentam uma comunidade bacteriana com similaridade de 55,86% entre os diferentes pontos
(1 e 2), ja entre 0s mesmos pontos os valores foram de 61,41% (ponto 1) e 54,12% (ponto 2).
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Figura5.15. NMDS (Non-metric multidimensional scaling) e dendrograma das comunidades de bactéria do Museu Nacional do Rio de Janeiro e do Museu
de Arte Contemporéanea. P1 — Ponto 1, P2 — Ponto 2, P3 — Ponto 3 e P4 — Ponto 4. P1 + P2 — Percentual de Similaridade entre as comunidades dos Pontos 1 e

2. NM — National Museum. CAM - Contemporary Art Museum.
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Em alguns casos as amostras tem mais semelhancas entre os distintos pontos, que
comparados a0 mesmo ponto, assim pode-se assumir que 0s pontos do mesmo sitio podem ser
considerados replicatas. A similaridade de algumas amostras apresentam aproximadamente
80%, em contrapartida a comunidade bacteriana do ponto 2.3 (ponto 2 do Museu Nacional, més
3) apresentou menor similaridade, aproximadamente de 40% com relagdo as outras amostras.
Neste periodo de estudo, que vem do decorrer das estacfes de outono, inverno e inicio da
primavera, com comportamento atipico, sem muita amplitude, principalmente com relacdo a
temperatura, as comunidades ndo convergem para um comportamento com o passar do tempo.
Em alguns casos as comunidades em meses distantes sdo mais parecidas que em meses em
sequéncia. Por exemplo as comunidades do ponto 2, apresentam menor similaridade entre os

meses 1 e 2, do que entre 0s meses 2 e 4

Para algumas amostras do Museu de Arte Contemporanea ndo foi encontrada a presenca
de bactéria pela metodologia utilizada. Isto ocorreu para as amostras do ponto 3, meses 4 (NM4)
e 5 (NMD5) e para o ponto 4 nos meses 5 (NM11) e 6 (NM12). Os resultados para bactéria do
MAC foram de baixa similaridade, sendo de 22,27% para ponto 3 e 36,88% para o0 ponto 4, e a
similaridade total de 33,33%.

Novamente, as comunidades ndo apresentaram uma evolucdo com o tempo, sem
convergéncia da comunidade bacteriana. Também os pontos 3 e 4 podem ser considerados
como replicatas, uma vez que existem mais semelhancas entre comunidades destes diferentes
pontos do que para 0 mesmo ponto. Por exemplo, as amostras do ponto 3 e 4 do més sdo as
mais similares. Foi observada a maior semelhanca entre as amostras do Museu Nacional
comparado ao Museu de Arte contemporanea, 55,86% e 43,44% respectivamente.
Comparativamente, as similaridades entre os diferentes pontos dos museus estdo em torno de
30% (27,22%; 31,20%, 24,86% e 27,84%).

Para as andlises da plataforma MiSeq (Figura 5.16) foram selecionadas 3 amostras do
museu Nacional do Rio de Janeiro, com intuito de verificar os principais grupos microbianos
causadores da biodeterioragdo. As amostras do MN foram o més 2 e 5 do ponto 1 (OM2 e OM5)
e 0 més 5 do ponto 2 (OM10). Para MAC foram 0 més 2 e 6 do ponto 3 e 0 més 3 do ponto 4.
Dentre os grupos, principalmente Alphaproteobactérias, Acidobactérias, Cianobactérias e

Actinobactérias, foram encontradas no MN, sendo as amostras muito diversificadas.
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Esses quatro grupos microbianos s&o comumente encontrados em todos ambientes. As
proteobactérias constituem o maior filo, que compreende bactérias Gram-negativas
metabolicamente diversas, compreendendo diferentes vias de producdo de energia.
Fisiologicamente, distinguem-se em relacdo as fontes de energia e carbono em
quimiorganotroficos, quimiolitotrofico e fototroficos, e quanto a tensdo de oxigénio em
aerobias, aerobias facultativas, microaerofilas e anaerobias (MADIGAN et al., 2010).

As cianobactérias compreendem um grande grupo de organismos fototroficos oxigénicos,
algumas apresentando a forma unicelular, outras a forma filamentosa, e ainda variagdes entre
esses tipos morfologicos. Em especial, as cianobactérias tém somente a clorofila a, e todas
apresentam ficocianinas, que atuam como pigmentos acessorios na fotossintese. A coloragédo
azul destas ficobilinas em conjunto com a clorofila a (verde), é responsavel pela coloracédo
verde-azulada desse grupo. No entanto, algumas cianobactérias produzem ficoeritrina, uma
ficobilina rubra, o que confere a estas espécies a coloragdo avermelhada ou marrom
(TORTORA et al., 2016).

Dentre as acidobactérias, trés foram caracterizadas em detalhes, Acidobacterium
capsulatum, Geothrix fermentans e Holophaga foetida, todas Gram-negativas e
quimiorganotroficas. A. capsulatum € uma bactéria aerdbia, capaz de metabolizar varios
acucares e acidos organicos. G. fermentans, anaerdbio estrito, oxida acidos organicos simples
(acetato, propionato, lactato e fumarato) a CO; utilizando Fe*® como aceptor de elétrons, e ainda
é capaz de fermentar citrato e acetato. H. foetida, também é uma bactéria anaerdbia estrita,
capaz de degradar compostos aromaticos metilados e acetilados. S0 conhecidas outras

acidobactérias, mas a maioria ndo foi cultivada, apenas sequenciadas (MADIGAN et al., 2010).
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Figura 5.16. Diversidade da comunidade Bacteriana das amostras do Museu Nacional do Rio de Janeiro.
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As actinobactérias sdo predominantemente aerdbias e sua morfologia varia de bacilar a
filamentosa. Dentre 0s principais géneros encontram-se Corynebacterium, Arthrobacter,
Propionibacterium, Mycobacterium, Streptomyces e Actinomyces. Em especial, bactérias do
género Arthrobacter sdo altamente resistentes a dessecacdo, caréncia nutricional, sendo um
grupo heterogéneo com consideravel versatilidade nutricional, capazes de degradar moléculas
organicas complexas ou recalcitrantes, tais como fendis (MADIGAN et al., 2010).

Para Buckova et al. (2014), os principais filos relacionados a biodeterioracdo de
patrimonios histéricos sdo Proteobacterias, Firmicutes e Actnobacteria. Os autores encontraram
percentual de 76% de protobactérias e 24 % de firmicutes (negativos de filmes), e sobre cartdes
de arquivos, sendo novamente predominantes por Proteobacterias (58%), Firmicutes (5%) e
Actnobactérias (25%). Corroborando o presente trabalho, com participacdo importante de
Protobactérias e Actinobactéria, entretanto diferenciado pela presenca de Cianobactérias e
Acidobactérias. Tal diferenca se deve principalmente pelas condi¢Ges ambientais e atmosféricas

que influenciam os micro-organismo, bem como os diferentes substratos.

Nos testes para amplificacdo para bactérias no MAC (Ver secdo 4.3.1), ao realizar a
eletroforese foi encontrado resultado negativo, logo néo foi possivel aplicar a tecnologia MiSeq
para este grupo de amostras.

A Figura 5.17 apresenta os resultados da T-RFLP para 0 MN e o MAC, demonstrando a
similaridade das comunidades eucariotas. Duas amostras ndo foram detectadas (amostras do
MAC do ponto 4, do més 1 e do més 4). Para a comunidade eucariota, houve similaridade entre
os pontos 3 e 4 do MAC, 61,86% e 53,63%, respectivamente. No entanto, as amostras do MN
apresentaram baixa similaridade: 29,13% (ponto 1) e 22,91% (ponto 2). Com isso a similaridade

para MN foi menor a do MAC, apresentando valores de 18,97% e 46,08%.

Novamente o0s pontos de cada museu podem ser considerados uma replicata do outro, pois
algumas amostras apresentam similaridade mais proxima entre as comunidades dos diferentes
pontos do que quando comparadas as amostras do mesmo ponto. Adicionalmente, sitios
diferentes apresentaram similaridades em torno de 10% (10,19%, 11,37%, 9,46% e 9,74%) e

ndo houve convergéncia das comunidades eucariotas com o tempo.
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Para o resultado dos Eucariotos pela plataforma MiSeq (Figura 5.18), pode ser observada
uma predomindncia de dois grupos para o Museu Nacional, em maior abundancia
Archaeplastida; Cloroplastida (verde) e Opisthokonta; outras (rosa), e mais alguns grupos
também sdo encontrados em menor quantidade, Opisthokonta, Holozoa (amarelo);
Opisthokonta, Nucletmycea (cinza); SAR, Alveolata (marrom). Para o Museu Arte
Contemporanea, 0s eucariotos predominantes foram Opisthokonta, Nucletmycea (cinza),
seguidos de Archeoplastida, Cloroplastida (verde), SAR, Alveolata (marrom), Opisthokonta,
Holozoa (amarelo). Em suma, os dois museus apresentaram grupos de eucariotos bem

semelhantes, porém em diferentes proporcionalidades.

O super grupo Opsthokonta contem animais (Metazoa) e fungos, bem como vérias linhas
de protistas heterotroficos. O grupo Archeoplastida é composto por 3 principais linhagens de
fotossintéticas que contém plastidios derivados de cianobactérias: (i) as glaucophytes sdo
pequenos grupos de micro algas de agua doce, plastidios exclusivamente como cianobactérias
(eles podem reter a camada procariota de peptideo glicano entre as membranas plastidias. (ii) a
alga vermelha originaria de diversos grupos algas unicelulares e grandes algas marinhas, (iii)
Os organismos verdes, incluindo as algas verdes, na sua maioria unicelular de vida livre,
parasitas ndo fotossintetizantes (por exemplo, Prototheca, Helicosporidum) e plantas (musgos,
samambaias e angiospermas. O grupo SAR ¢é existente exclusivamente pelas técnicas
biomoleculares, seu nome é devido aos seus constituintes: stramenopolis, alveololates e
Rhizaria (BURKI, 2014).
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Figura 5.17. NMDS (Non-metric multidimensional scaling) e dendrograma das comunidades eucariotas do Museu Nacional do Rio de Janeiro e do Museu
de Arte Contemporénea. P1 — Ponto 1, P2 — Ponto 2, P3 — Ponto 3 e P4 — Ponto 4. P1 + P2 — Percentual de Similaridade entre as comunidades dos Pontos 1 e
2. NM — National Museum. CAM — Contemporary Art Museum.
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Figura 5.18. Diversidade da comunidade Eucariota das amostras do Museu Nacional do Rio de Janeiro e do Museu de Arte Contemporanea.
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Em sua pesquisa Pifiar et al. (2013) encontraram uma baixa diversidade de fungos
comparado as bactérias, os fungos foram dominantes do filo Ascomycota, principalmente do
género Cladosporium. Adicionalmente a superficie foi caracterizada por MEV e foi possivel
observar pites, que foram provocados por micro-organismos filamentosos, que provavelmente
os responsaveis foram os fungos. Segundo os autores parte das bactérias encontradas foram
espécies com habilidade de precipitar minerais, tais como Delftia sp., Methylobacterium sp.,
Variovorax sp., Arthrobacter sp., Kocuria sp e Micrococcus sp., bem como bacteriodetes, o
qual pode explicar a presenca de precipitacdo de minerais sobre a superficie. Além disso,
algumas bactérias podem pigmentar laranja-rosa-vermelho tais como Methylobacterium sp.,
Arthrobacter sp. Kocuria sp e Micrococcus sp. Esses micro-organismos sao pertencentes aos
filos Alpha-protobacteria (Methylobacterium sp.), Beta-protobactéria (Delftia sp., Variovorax
sp.), Actinobactéria (Arthrobacter sp., Kocuria sp. Micrococcus sp.). Parte destes filos sdo

encontrados predominantemente no presente trabalho.

Para os ensaios com Archaea os resultados da T-RFLP foram negativos, apesar dos testes
positivos na eletroforese, quando realizada a leitura pela T-RFLP o resultado foi negativo,
consequentemente para 0 MiSeq ndo foram realizados os testes (Pré-requisito adotado pelo
grupo Melody-UPPA). Ademais, os estudos de biodeterioragdo em patriménios histéricos sdo
comumente realizados a partir de micro-organismos cultivaveis, ou seja, ocorre o0 isolamento e
em seguida sua identificacdo. Desta forma o presente trabalho tem poucas referéncias para
realizar comparacdo, e como neste Gltimo caso (Filmes e arquivos, e DGGE - Denaturing

Gradient Gel Electrophoresis), substratos e técnicas diferentes.

5.3. ENSAIOS DE BIODETERIORACAO EM CORPOS DE PROVA DE ARGAMASSA

5.3.1. Caracterizacdo dos corpos de prova, do consércio microbiano empregado e das
condicdes climaticas

Este estudo teve como finalidade obter dados para melhor entendimento da participacao

de micro-organismos na deterioracdo de construcdes de argamassa e, deste modo, buscar

estratégias para sua preservacao. Neste caso, foi testada pintura como forma de preservacéo.

Quando as paredes estdo expostas ao ambiente, 0s micro-organismos podem aderir sobre

as superficies, por mediagdo de chuvas e ventos, que adicionalmente trazem consigo particulas
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de origem vegetal, animal, minerais e poluentes do ar. Uma vez sobre superficies sélidas, 0s
micro-organismos nelas aderem, pela secre¢do de EPS, e se desenvolvem, levando a formacéo
de biofilmes. As velocidades de crescimento dos micro-organismos em biofilme variam, a
depender da natureza do material/revestimento e disponibilidade de nutrientes, bem como das
condicBGes ambientais. CondicGes hidrotérmicas sao particularmente importantes; em geral, alta
umidade (80%) e temperatura ao redor de 30°C sdo favoraveis ao crescimento (GAYLARDE
et al.,, 2011; PERCIVAL et al., 2011; COSTERTON et al., 1994, CHARACKLIS;
MCFETERS; MARSHALL, 1990).

No caso da parede estar recoberta com tinta, os constituintes nela presentes podem afetar
o0 desenvolvimento dos micro-organismos, quer inibindo quer estimulando o seu metabolismo.
Alguns polimeros que sao utilizados na composic¢do de tintas, podem atuar como nutrientes para
células de fungos, enquanto solventes organicos e metais pesados em pigmentos podem
adversamente afetd-los (MELLO; SUAREZ, 2012; GAYLARDE et al., 2011).

Para a execucdo dos testes em laboratdrio, foram preparados corpos de prova, buscando-
se obter composicdo similar a parede do Museu Nacional. Para tanto, amostras do material da
parede foram caracterizadas por Fluorescéncia de Raio-X (FRX). Os resultados da analise FRX
do material da parede do MN e dos corpos de prova confeccionados sdo mostrados na Tabela
5.7.

Tabela 5.7. Anélise de FRX demonstrando a composicao (%) das paredes e do corpo de prova

Na,O MgO A|203 SiOz P,Os SOs; K,O CaO Ti02 Feo O3 PPC

P1™ 0,3 0,5 3,9 60,8 0,4 1,3 0,7 17,6 0,2 0,6 13,4
P27 ND 0,6 4,2 60,4 0,2 1,7 0,8 18,8 0,1 0,6 12,1
CP= 0,6 1,9 11,2 53,6 0,1 1,5 1,2 21,5 0,4 1,6 6,2

*1Parede do Museu Nacional (ponto 1); *2Parede do MN (ponto 2); *3Corpo de prova; perda por

calcinacdo; ND: néo detectado.

A composicdo das paredes em dois pontos distintos foram similares ao corpo de prova
confeccionado. Houve também variacdo quanto a perda por calcinacdo, 13,4% e 12,1% nos
pontos 1 e 2 das paredes, respectivamente, enquanto a perda do CP foi de 6,2%. Isto se deve a

presenca de matéria orgénica na tinta usada no recobrimento da parede e micro-organismos
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aderidos, residuos de plantas, particulas de solo e outros materiais presentes nos biofilmes,
trazidos pelo vento e pela chuva, inclusive polissacarideos produzidos pelo metabolismo

microbiano que dao origem a matriz do proprio biofilme.

Segundo Nuhoglu et al. (2006) elementos como Ca, K, Mg, Zn, S, Mn, Na e Fe
contribuem para o desenvolvimento de micro-organismos, e a grande maioria desses elementos
existem em superficie de monumentos histéricos. Os micro-organismos se desenvolvem
naturalmente sobre os monumentos historicos, formando comunidades complexas (biofilmes),
onde pode se estabelecer interacBes tanto sinérgicas quanto antagdnicas entre as espécies de
diferentes grupos microbianos envolvidos. Deste modo, é importante que 0s ensaios
laboratoriais sejam conduzidos com consércios microbianos, uma vez que o emprego de uma
Unica espécie ndo ird reproduzir as condi¢cbes normais que ocorrem na natureza (MILLER, et
al., 2012)

No presente estudo, nos testes realizados na presenca de micro-organismos, 0 consorcio
microbiano empregado foi oriundo da amostragem feita no MN, em face da grande diversidade
microbiana e do maior numero das diferentes populagdes microbianas em comparacdo ao
encontrado no MAC. A analise quantitativa do consorcio microbiano, obtido a partir da mistura
de diferentes cultivos de amostra da parede do MN em meios especificos para cada populacéo
microbiana (bactérias aerobias totais, ferrobactérias, bactérias anaerobias totais, fungos e

micro-organismos fotossintetizantes), que serviu como inoculo no ensaio, € apresentada na

figura 5.19.

Aerdbios totais  Ferrobactérias Anaercébios Totais Fungos Fotossintetizantes

1,00E+10
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Figura 5.19. Caracterizacdo do consércio microbiano empregado.
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O ensaio foi realizado em sala aclimatada, mesmo assim foi realizado o monitoramento
da umidade e temperatura, considerando a iluminacao do sistema e a aspersao de 4gua buscando
simular a exposi¢cdo dos corpos de prova a chuva ou a chuva acida, como ocorre com 0s
materiais quando expostos ao ar livre. A Figura 5.20 mostra a variacdo de umidade e
temperatura no interior do aparato experimental, onde os corpos de prova foram dispostos,
durante o periodo ensaiado.
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Figura 5.20. Perfil da umidade e da temperatura no interior do aparato experimental ao longo do ensaio.

A umidade apresentou pouca variacdo ao longo tempo entre 30-50%. No entanto, o perfil
da temperatura foi mais constante, com picos maximos e minimos de 29,2°C e 25,7°C, sendo a
temperatura média de 27,4°C. Adicionalmente o aparato foi frequentemente umedecido para
auxiliar a manter um alto teor de umidade na superficie. Portanto, as condi¢des atmosféricas no

sistema montado se enquadravam nas faixas definidas para o desenvolvimento microbiano.

5.3.2. Enumeracéo por biologia classica

Na Figura 5.21A foram compiladas as densidades celulares das diferentes populactes
microbianas nas quatro condi¢des ensaiadas: CP + névoa (Condicdo 5); CP/pintura + névoa
(Condicao 6); CP + névoa acida (Condigédo 7); CP/pintura + nevoa acida (Condicéo 8). Para
fins comparativos, também é apresentado um grafico contendo os percentuais das populacgdes

microbianas caso a caso. Os resultados correspondem a biofilmes de 100 dias.

Nota-se ainda que a colonizagdo microbiana foi mais intensa nos CPs ndo revestidos em
relacdo aos cobertos com tinta. Nos CPs expostos a névoa acida, ndo houve diferenciacéo
expressiva de algumas popula¢des microbianas em funcéo da presenga ou ndo de revestimento.
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Adicionalmente, a chuva &cida parece ter favorecido o desenvolvimento microbiano sobre os
CPs, sobretudo os revestidos (Condicdes. 6 e 8). Em todas as condi¢es ensaiadas, as bactérias
heterotroficas foram as dominantes, sendo as aerobias ligeiramente prevalentes sobre as
anaerdbias. A pouca variacao entre estas populacdes sugere a presenca de bactérias facultativas,

corroborando os resultados anteriores (Figuras 5.10 e 5.11).

Os numeros de bactérias heterotroficas aerdbias e produtoras de acido aerdbias nos
biofilmes foram similares em todas as condi¢des, com valores em torno de 10? células/cm?.
Porém, as bactérias produtoras de &cido anaerGbias estavam em maior numero, cerca de 2
ordens de grandeza, quando expostos a névoa (Condicao 5) e névoa acida (Condic¢do 7). Ja para
0s CPs cobertos com tinta, foi observada uma intensa reducao desta populacdo (Condicdes 6 e

8), independentemente da atmosfera (névoa ou névoa acida).

Por outro lado, a pintura teve efeito ligeiramente adverso no desenvolvimento das
ferrobactérias nos biofilmes expostos a névoa (Condicbes 5 e 6) e névoa acida (Condicdes 7 e
8). Ja a névoa acida teve efeito positivo no crescimento das ferrobactérias, principalmente nas
condigdes em dos CPs revestidos (condigdes 6 e 8). Os maiores crescimentos foram observados
similares nas condicGes 5, 7 e 8, cerca de 5 ordens de grandeza.

Comportamento parecido foi observado para os fungos, embora o0 seu maior
desenvolvimento tenha sido constatado na condicéo 5, de 1,6 x 10® UFC/cm?. Densidade um
pouco menor foi determinada nos biofilmes das condicdes 7 e 8, enquanto na condigdo 6 tenha
sido evidenciado o menor valor 1,9 x 10° UFC/cm?. Em suma, desenvolvimento decrescente
foi observado para estes eucariotos na seguinte ordem: CP + névoa (condicdo 5) > CP + névoa
acida (condicdo 7) > CP/tinta + névoa acida (condicdo 8) > CP/tinta + névoa (condicdo 6).
Portanto, pode-se concluir que a tinta assegura a atividade dos fungos quando expostos a névoa

acida, ao contrario do que ocorre quando os biofilmes estdo expostos a néevoa.

Com relacédo aos fotossintetizantes, o seu desenvolvimento nos CPs com revestimento foi
nulo (condigdo 6) ou quase nulo (3,1 cels/cm? condicdo 8), independente da condigio
atmosférica. Mas, os CPs sem revestimento de tinta favoreceram o crescimento desta
populacdo, em especial quando expostos a névoa acida seu desenvolvimento é ligeiramente

maior.
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Figura 5.21. (A) Enumeragdo dos micro-organismos nos experimentos dos corpos de prova em condi¢des de sem pintura + névoa (condicdo 5), com pintura +
névoa (condicdo 6), sem pintura + névoa acida (condicdo 7) e com pintura + névoa acida (condicdo.8). (B) Percentual total de micro-organismos enumerados

nas 4 condicdes. Condicdo 6 teve valor menor que 1%, por isso parece ndo esta presente no grafico B.
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Em geral, o crescimento dos micro-organismos foi maior nos biofilmes formados sobre o
CP com tinta exposto a névoa acida (condicédo 7), equivalente a 55%, praticamente o dobro da
condicdo 5 (CP + névoa), que foi de 28% (Figura 5.21B). Possivelmente, a névoa acida leva a
maior producdo de exopolissacarideos como forma de protecdo, o que contribui para o
desenvolvimento das espécies microbianas presentes. Comparativamente, o CP revestido com
tinta exposto a névoa foi o que apresentou biofilme com menor densidade celular,
correspondendo a valores menores que 1%. Porém, apesar disso, a densidade de mais de quase
10° células/cm? representa um grande potencial para a biodeterioragdo. Note que este foi o valor
encontrado nas paredes do Jardim da Princesa, que se encontrava em estado avancado de
deterioracdo.

Os experimentos apresentaram crescimento microbiano dentro do esperado, ou seja,
maior crescimento sobre os corpos de prova com maior porosidade (CP sem revestimento), e
também em consonancia com nivel de umidade (cond. 7 > cond. 5 e cond. 8 > cond. 6). Grande
responsavel pela reducdo da quantidade de micro-organismos se deve a presenca do
revestimento, uma vez que dificulta a adsorcdo dos micro-organismos a superficie, ou seja,
dificulta a bioreceptibilidade, e sua composi¢do que contém dioxido de titanio e piritionato de
zinco (além de amoénio-solucdo aquosa, etanol,2-diol e Kaolin) utilizados como bactericida e
fungicida.

5.3.3. Analise molecular dos biofilmes por T-RFLP e MiSeq

A Tabela 5.8 apresenta a dosagem da extracdo de DNA, verifica-se que os CPs sem
revestimento, tanto aqueles expostos a névoa quanto 0s expostos a névoa acida, apresentaram
um excelente resultado, indicando boa qualidade de extracdo do DNA, bem como maior
concentragdo de micro-organismos. Para 0s CPs revestidos, mesmo os valores sendo abaixo do

indicado (2 ng/uL), foi dada continuidade aos experimentos de amplificacéo.

Tabela 5.8. Dosagem dos &cidos nucleicos do DNA extraido dos biofilmes formados sobre os corpos
de prova ensaiados

Ensaio Acidos Nucleicos (ng/pL)

CP + névoa 12,0 10,7 16,2
CP/tinta + névoa 1,0 0,7 1,0
CP + névoa acida 3,2 9,1 10,9
CP/tinta + névoa acida 0,0 1,8 1,8
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As analises foram conduzidas para a amplificacdo de bactérias e eucariotos (Secdo 4.3.1),
uma vez que 0s micro-organismos sdo de consorcios provenientes do MN e foram obtidos de
meios de cultivos para crescimento de populac6es especificas, ndo foi realizada amplificacéo
de Archaea (Item 5.2.3 foi negativo para Archaea). Em seguida foi feita a purificacdo dos
produtos da PCR. Entre as etapas, foram realizadas eletroforeses, porém devido a similaridade
dos resultados, séo apresentadas a seguir (Figura 5.22) somente a eletroforese dos produtos
purificados. Os experimentos estdo numerados de 1 a 12, sendo divididas em 4 grupos, de 1 a
3 (CP + névoa), 4 a 6 (CP/tinta + névoa), 7 a 9 (CP + névoa acida) e 10 a 12 (CP/tinta + névoa

acida).

Os resultados foram bem sucedidos, com excecdo da amostra 7, que apresentou dupla
banda, isso provavelmente foi uma duplicidade génica (podem amplificar igualmente, mas
migram diferente no gel aparecendo duas bandas). Foram realizados outros testes com
marcadores diferentes mas ainda assim apareceu a dupla banda. Foi dada continuacdo para a

fase de digestdo em todas as amostras

morces 63F FAM e 1387R

Figura 5.22. Eletroforese da amplificacdo purificada da comunidade bacteriana 16S (A) e da
comunidade Eucariota 18S (B)

Os resultados da T-RFLP séo apresentados na Figura 5.23. Nota-se que a comunidade de
bactérias sofreu maior influéncia da variavel revestimento (presenca ou ndo) com R igual 0,833,
guando comparado a influéncia do tipo de névoa 0,289, visto que o R quanto mais distante de
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0, maior sua influéncia. As triplicatas das amostras apresentaram percentuais bem diferentes de
similaridades, sendo a similaridade bacteriana para CP + névoa, condi¢éo 6, de 69,06%, 0 maior
valor. Seguem-se, 0s percentuais de similaridade bacteriana de 65,16% e 50,38%,
correspondentes as condicdes 8 (CP/tinta + névoa &cida) e 5 (CP + névoa). E, por fim, o valor
de 47,35% para a similaridade do CP/tinta + névoa é&cida (condi¢do 7). Tal variacdo
provavelmente se deu pois 0s corpos de prova com pintura tiveram menor crescimento de
bactérias, 0 que pode estar relacionado a menor diversidade da comunidade bacteriana, e

consequentemente maior dominio de alguns grupos.

Quando as comunidades bacterianas sd@o comparadas nas diferentes condicdes,
apresentaram maiores similaridades quando a variavel foi o revestimento, ou seja, a
similaridade entre as comunidade das condicdes 6 e 8 foi de 58,34%, em seguida 0s corpos de
prova com a segunda maior similaridade foram os sem revestimentos, condicéo 5 e 7 (45,00%).
Para a similaridade das condicdes 5 e 6, e 7 e 8, condi¢des sob névoa e névoa acida, foram de
26,05 e 31,05%. Novamente, o revestimento contribuindo para uma menor diversidade. Pelo
dendograma gerado, as similaridades das comunidades bacterianas puderam ser analisadas
separadamente. Com isso a similaridade das amostras ficaram divididas em funcdo da
influéncia da presenca e auséncia do revestimento, sendo que uma amostra sem revestimento

foi mais similar as amostras com revestimento (NA1, condicdo 7, a amostra da dupla banda).

Como foi observado na T-RFLP a presenca do revestimento nos corpos de prova acaba
influenciando sobre as comunidades de bactérias, em especial nos CPs que ndo tinham
revestimento, pode ser observado a presenca de maior diversidade microbiana (Figura 5.24),
em destaque dois grupos Actinobacteria (Azul) e Cyanobactéria (verde claro), porém foi
notavel que o desenvolvimento proporcional das cianobactérias foi maior quando havia a
presenca de névoa &cida, isso pois a composi¢do € muito similar a composi¢do do meio de
cultivo dos micro-organismos fotossintetizantes utilizado nesta pesquisa (NaNOs,
CaS0..2H-0, K2S04, NH4Cl, NaCl, NaOH/ NaNOs, MgS0..7H20, KoHPO., NH4Cl, CaCl, e
Cloreto Férrico), ou seja, a deposicdo acida contém substancias que auxiliam no

desenvolvimento desses micro-organismos.
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Figura 5.23. NMDS (Non-metric multidimensional scaling) e dendrograma das comunidades de bactéria com variaveis de revestimento (Natural and
Treatment) e condi¢des atmosféricas (Water and acid).
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Bacteria;Actinobacteria;Acidimicrobiia
Bacteria;Actinobacteria;Actinobacteria «—
Bacteria;Actinobacteria;Rubrobacteria
Bacteria;Actinobacteria;Thermoleophilia
Bacteria;Bacteroidetes;BSV13
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Bacteria;Bacteroidetes;Sphingobacteriia
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Figura 5.24. Diversidade da comunidade Bacteriana das amostras dos experimentos conduzidos em laboratdrio.
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Em contra partida, as actinobactérias se desenvolveram mais na auséncia de deposi¢cdo
acida (em agua destilada), provavelmente pela acidez do ambiente, uma vez que se
desenvolvem melhor em ambientes neutros a ligeiramente alcalinos (MAIER, PEPPER e
GERBA, 2000). Os grupos bacterianos que na maioria dos CPs se desenvolveram melhor foram
Alphaproteobacteria (verde), seguido do Gamaproteobacteria (cinza) e por fim em menor
proporcionalidade o grupo de Betaproteobacteria (roxo), esses dois Ultimos ndo presentes em

todas as triplicatas.

Segundo informagdes dos fornecedores da tinta utilizada, os testes de viabilidade com
bactericidas foram realizados com alguns micro-organismos, Salmonella choleraesius,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, pertencentes a classe Gamaproteobactéria, e
Staphylococcus aureus pertencentes aos Firmicutes, com aproximadamente 99,9% de
eficiéncia, porém no presente trabalho foi encontrado uma boa diversidade presente da classe
Gamaproteobactéria, ndo sendo eficiente. Em contra partida ndo foi notada a presenga dos

Firmicutes, indicando ser eficiente para este grupo.

A Figura 5.25 apresenta o resultado da T-RFLP para a comunidade eucariota e dessa
forma foi possivel ver um comportamento similar ao descrito anteriormente, sendo a influéncia
da pintura (R = 0,389) maior que a influéncia da névoa ou névoa acida (R=0,130). As triplicatas
com maior similaridade foram da condi¢do 6, com 96,51%, tal valor altissimo, pelo baixo
namero quantificado de micro-organismos fotossintetizantes e por fungos nao terem alto valor

COMO NOS outros experimentos.

A segunda maior similaridade foi da condicdo 5, com 72,27%, isso talvez pela
predominancia de alguns grupos fungicos, que podera ser observada mais a frente pelas imagens
dos CPs e pela microscopia 6ptica (secdo 5.3.3). Em sequéncia as condicdes 8 e 7 apresentam
uma similaridade de 48,76% e 42,22%, respectivamente.

Assim como as comunidade bacterianas, as comunidades eucariotas apresentaram
maiores similaridades quando a variavel foi revestimento (condigdes 6 e 8) com valor de
63,00%, em seguida os CPs com a segunda maior similaridade foram os sem revestimentos,
condigédo 5 e 7 (59,27%). Pelo dendograma pode ser observado que amostras ficaram agrupadas
em com revestimento e sem revestimento, e Unica exce¢do, condi¢do 6, que teve suas amostras

mais similares entre si. Apenas duas amostras, uma sem revestimento e outra com revestimento,
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ambas sob acdo de névoa acida, que se apresentaram com menos similaridade comparada ao
restante do grupo, abaixo de 40%. Para a similaridade das condicdes 5 e 6, e 7 e 8, condicdes

sob névoa e névoa acida, foram de 54,13 e 41,27%.

Para o resultado do MiSeq (Figura 5.26), em sua maioria 0s experimentos apresentaram
um maior desenvolvimento de eucariotos Opistthokonta; Nucletmycea (cinza), com excegéo de
1 amostra do corpo de prova revestido sob a acdo de névoa acida (experimento 7). Os outros
dois grupos em maior quantidade foram Amoebozoa; Discosea (Bege), esse ausente apenas na
condicdo sem revestimento sob a atuacdo névoa, e Archaeplastida; Chloroplastida (roxo),
ausente nas condi¢fes onde tem revestimento, indicando uma possivel eficiéncia do biocida
contido no revestimento. De um modo geral as condi¢cbes em que apresentaram maior
diversidade foram os grupos microbianos sob efeito de névoa acida, sendo a maior diversidade
encontrada no corpo de prova sem revestimento. Dois grupos se desenvolveram apenas em
condicBes com a presenca de névoa &cida, SAR, Alveolata (marrom) e Opisthokonta; Other

(rosa).

Os testes realizados pelos fabricantes da tinta avaliaram a acgdo fungicida para
Aureobasidium pullulans, Aspergillus niger e Penicillium, sendo o primeiro pertencente a
Ascomycota dothideomycetes e 0s outros pertencente aos Ascomycota Eurotiomycetes,
justificando que houve a reducdo de 3 vezes a concentra¢do dos micro-organismos. Para nossos
testes os resultados dos eucariotos sendo Opistthokonta, Nucletmycea (cinza) que englobam
entre outros grupos os fungos, que nos experimento com revestimento, obteve o maior

percentual, sugerindo que o desenvolvimento de fungos ndo foi inibido.
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Figura 5.25. NMDS (Non-metric multidimensional scaling) e dendrograma das comunidades de eucariotos das amostras dos experimentos conduzidos em

laboratério.
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Figura 5.26. Diversidade da comunidade Eucariotas das amostras dos experimentos conduzidos em laboratdrio.
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Quando se compara a diversidade da comunidade bacteriana e a eucariota pode-se afirmar
que a diversidade bacteriana foi mais susceptivel as condi¢Ges estudadas, ou seja, quando se
tem revestimento ou ndo, ou mesmo névoa ou névoa acida, as comunidades se distanciam entre
si, em cada condicdo (Figura5.23 - triangulos separados) ficam cada vez mais diferentes. Pode-
se observar também que os eucariotos apresentam maior similaridade total, um pouco abaixo
de 40%, enquanto as bactérias um pouco acima de 20%. Para as bactérias os CPs foram mais
homogéneos nas triplicatas sobre a influéncia da pintura, enquanto para os eucariotos foi o

efeito da agua destilada.

5.3.4. Imagens dos corpos de prova

A fim de avaliar o efeito da formacao de biofilmes sobre os CPs na presenca e auséncia
de revestimento (tinta), estes foram visualizados macroscopicamente e microscopicamente.
Para fins comparativos, foram conduzidos experimentos nas mesmas condi¢des (com e sem
revestimento, e exposicdo a névoa ou névoa acida) na auséncia de micro-organismos. A seguir,

as observaco0es feitas:

a) Imagens macroscopicas
A Figura 5.27 apresenta as imagens dos corpos de prova nas condi¢cdes ensaiadas. Na
primeira coluna de imagens sdo apresentados os CPs, com e sem revestimento, logo antes de
iniciados os experimentos. Na segunda coluna, tém-se os CPs decorridos 100 dias, na auséncia
de micro-organismos, enquanto na terceira foram compiladas as imagens dos CPs inicialmente
inoculados. Por fim, a quarta coluna compreende os corpos de prova da terceira coluna apés

efetuar a raspagem das suas superficies para remocao dos biofilmes sobre elas formados.

Com relacdo aos CPs sem atuagdo de micro-organismos (condicGes 1, 2, 3 e 4) ocorreu
maior alteracdo da cor nos que continham revestimento (condicdes 2 e 4). Nota-se ainda que o
clareamento dos CPs, ocorreu tanto quando foram expostos a névoa quanto a névoa acida.
Segundo a literatura, a descoloracdo pode ser causada pela umidade, e € tdo mais intensa quanto
mais elevada, quando demorada o contato com agua (ATKINS et al., 2011).
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Figura 5.27. Fotografias dos corpos de prova em fase inicial, e com desenvolvimento das varidveis de corpo de prova revestido ou ndo, com auséncia ou
presenca de micro-organismos e influéncia da névoa ou névoa acida.
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Contudo, ao contrario do esperado, as superficies dos CPs/tinta com exposi¢éo a névoa
(condicdo 2) apresentaram descoloracdo mais intensa do que aqueles expostos a névoa acida
(condicdo 4). Isto porque, a presenca de solutos deveria reforcar a acdo da umidade, ou seja, a
presenca desses solutos interferem nas trocas com o ambiente favorecendo uma maior umidade
sobre a superficie (ATKINS et al., 2011).

Logo, em comparacdo com materiais expostos a névoa, para que haja evaporacdo da
mesma quantidade de &gua em materiais sob névoa acida, estes deverdo permanecer expostos a
maiores temperatura ou tempo, 0 que por sua vez terd influéncia no desenvolvimento do
biofilme. Assim a descoloracdo pode estar relacionada a superficie ndo uniforme dos CPs, ja

que a confeccdo em laboratorio ndo permite alcancar a mesma homogeneidade para todos.

Shirakawa et al. (2013) realizaram testes qualitativos com corpos de prova, com e sem
biocida (nanoparticulas de prata) com o intuito de avaliar a descoloracdo do material. Os autores
atribuiram pontuacéo de 0 a 5, segundo a seguinte classificacdo: 0 - quando nao havia nenhuma
modificacdo, 1 - menos de 10%, 2 - de 10 a 30%, 3 - de 30 a 60%, 4 — de 60 a 80% e 5 - de 80
a 100% de alteracdo da cor em relagdo ao material original. Como conclusdo os autores
verificaram que em todos os casos ocorreu alteracéo da cor dos CPs, em especial escurecimento.
Na presenga do biocida, o efeito foi classificado como 2. Adicionalmente, eles observaram que

o desenvolvimento dos biofilmes ocorreu de forma ndo homogénea.

Nos CPs com biofilme, também foi possivel observar a presenca de substancias oriundas
do crescimento microbiano, principalmente nos CP revestidos com tinta. O precipitado marrom
pode ser devido a metabolizacdo de material oriundo do meio de cultura carreado com

inoculacdo, produzido por ferrobactérias.

Em estudo elaborados por Papida, Murphy e May (2000), ao monitorar a deterioracdo
fisica e quimica de materiais compostos de dolomita e calcario, observaram ser 0s micro-
organismos a principal causa desses fendmenos. A atividade dos micro-organismos sobre 0s
materiais teve piores consequéncias em comparacdo com a agdo da agua, o que resultou em
aumento da porosidade do material, com diminui¢do da sua resisténcia e provocando seu

esfarelamento.
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Adicionalmente, houve a diminuicdo do pH da superficie, o que resultou em aumento
consideravel da biosusceptibilidade da matriz. Em alguns casos, a colonizacdo microbiana
resulta em lixiviacdo dos minerais. A carbonatacdo é, dentre as reacfes quimicas, a mais
comum, 0 que concorre para o ataque de materiais a base de cimento. Por isso, 0s materiais a
base de cimento quando expostos a fatores ambientais, tais como umidade, chuva &cida, e neve,

entre outros, estdo mais sujeitos a lixiviacdo (WIKTOR et al., 2009).

Os CPs sem revestimento expostos a névoa (condicdo 5) apresentaram aspectos
diferenciados em sua area, abrangendo partes mais e menos ressecadas, e diferentes coloracdes,
variando de amarelo mostarda a roxo. Apés a raspagem do biofilme, os CPs perderam grande

parte da pigmentacéo, retornando a cor original cinza.

Quando CPs/tinta foram mantidos sob névoa (condicdo 6), aparentemente apresentaram
poucas alteracfes. Provavelmente em fun¢do do menor desenvolvimento microbiano (Figura
5.21). E, além disso, apds a remogdo do biofilme, os corpos de prova voltaram ao seu aspecto

préximo do original.

As superficies dos CPs sem revestimento e expostos a deposi¢do acida apresentaram
coloragdo verde (condicdo 7). Provavelmente, decorrente do desenvolvimento de micro-
organismos fotossintetizantes. Nota-se ainda que grande parte do material apresentava
coloracdo alaranjada, possivelmente relacionada a atividade de ferrobactérias. Apds a raspagem
dos biofilmes, esses CPs foram 0s que mais apresentavam alteracdes visuais, com inimeras

manchas por toda a superficie.

Quando CPs/tinta foram expostos a névoa acida (condicdo 8), partes das suas superficies
se tornaram esbranquicadas, 0 que remete ao crescimento de micélio fangico. Ap6s remocao
do biofilme, foi constatada a alteracéo de cor da tinta para amarelo forte, bem diferente dos CPs
expostos a névoa. Tal fato ratifica que a névoa acida causa mais danos ao material do que

exclusivamente a umidade decorrente da névoa, conforme anteriormente reportado.

Gil et al. (2010) avaliaram o aspecto visual de amostras de diversos materiais expostos a
condicGes atmosféricas distintas (rural, industrial e urbana). Segundo eles, em termos gerais, as
amostras da zona rural apresentaram apenas poucos pontos de deterioracdo. Os demais corpos

de prova apresentaram uma superficie coberta por produtos de corroséo, sendo que 0s da zona
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urbana apresentavam um filme verde. Os autores indicam ser o grau de deterioracdo dessas
areas decrescente na seguinte ordem: zona urbana > zona industrial > zona rural.

Como esperado a condicao 8 apresentou um maior descoramento quando comparado a
condicdo 6, uma vez que a umidade mantinha-se maior, iSS0O ja se espera um maior dano ao
material, bem como uma facilitagdo para o desenvolvimento dos micro-organismos. Cabe
salientar que todos os CPs ndo séo perfeitos, alguns possuem algumas ranhuras, buracos, entre
outras imperfeicdes, que podem favorecer tanto o acumulo de substancias, como o
desenvolvimento de micro-organismos, ou seja, uma maior susceptibilidade para a deterioracédo

do material.

b) Microscopia Otica
Os CPs também foram visualizados em maior aumento - 8, 32 e 50 vezes - visando
detectar em detalhes o ataque e, deste modo, possibilitar uma analise mais critica dos resultados.
De fato, a andlise destas imagens possibilita distinguir melhor as imperfei¢cGes de cada CP,
sobretudo daqueles sem revestimento. Isto ja era previsto, uma vez que a aplicacdo de

revestimento torna a superficie do material menos biosusceptivel.

A Figura 5.28 apresenta a comparacao entre as condi¢des 1, 5 e a 5 ap0s a raspagem (Cps
sem revestimento + névoa, 1-sem micro-organismo/5-com micro-organismos). Como pode ser
observado 0s micro-organismos se desenvolveram de forma heterogénea, pois foram
submetidos as mesmas condicdes e formaram biofilmes diferentes, como podem ser observados
um CP com hifas e outro como um provavel exopolimero aderido. Isso que pode vir a ser
decorréncia da superficie ndo ser totalmente lisa. Apds a raspagem as imagens sao parecidas
com corpos de prova com a condicdo 1, com algumas partes pigmentadas, porém com

diminuicdo dos poros devido a raspagem da superficie.
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Figura 5.28. Imagens dos CPs sem a atuacdo de micro-organismos, com o desenvolvimento dos micro-organismos e apés a remogdo do biofilme, sob a acdo de
névoa (condicBes 1 e 5), com 0 aumento de 8, 32 e 50 vezes.
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A Figura 5.29 apresenta a comparagdo das condigcdes 2 e 6, e a 6 ap0s a raspagem
(CPsftinta + névoa, 2-sem micro-organismo/6-com micro-organismos), neste caso nota-se
grande diferenca de pigmentacdo dos CPs. Com relacdo ao esbranquicado apresentado sem a
atuacdo de micro-organismo, provavelmente séo residuos nao observados quando foi realizada
sua confeccdo. Houve também a presenca de fios (fibras) que podem ser provenientes do
proprio pincel que foi utilizado para a elaboragdo dos CPs. A olho nu néo foi possivel observar

0 quéo irregular sdo os CPs mesmo revestidos.

Ap0s a raspagem, pode ser observado ranhuras e buracos no revestimento, provavelmente
pela atuacdo dos micro-organismos. O revestimento com rupturas pode criar ambientes
favoraveis ao depdsito de micro-organismos ou mesmo substancias que ajudariam em seu
desenvolvimento, como maior acumulo de impurezas, substancias organicas e inorganicas, e
principalmente agua. Pode-se observar apds a raspagem que os CPs/tinta apresentaram uma
leve alteracdo de cor, provavelmente de produtos formados no metabolismo dos micro-

organismos.

A comparacdo entre as condicGes 3 e 7, e a raspagem dos CPs na condicdo 7 sdo
apresentadas na figura 5.30 (Cps sem revestimento + névoa acida, 3-sem micro-organismo/7-
com micro-organismos). Aparentemente a névoa &cida contribuiu para a aparicdo de mais
irregularidades sobre a superficie (condicdo 1 com menos imperfeicdes que a condi¢do 3),
facilitando assim a aderéncia substancias/micro-organismos. Em seguida foi observado o
desenvolvimento heterogéneo sob os CPs, sendo pigmentos verdes adsorvidos sobre a
superficie, indicando a presencga de micro-organismos fotossintetizantes. No segundo CP da
condicdo 7 foram encontradas pigmentacdes diferentes sobre toda a superficie. Apds a
raspagem foi observado uma alteracdo brusca da pigmentacdo do CP quando comparado sem a
atuacdo dos micro-organismos, isso também indica que os micro-organismos estavam bem

aderidos a superficie dos CPs.
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Figura 5.29. Imagens dos CPs/tinta sem a atuacdo de micro-organismos, com o desenvolvimento dos micro-organismos e apés a raspagem do biofilme, sob a
névoa (condicBes 2 e 6), com 0 aumento de 8, 32 e 50 vezes.
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Figura 5.30. Imagens dos CPs sem a atuacdo de micro-organismos, com o desenvolvimento dos micro-organismos e apés a remocao do biofilme, sob névoa
acida (condicdes 3 e 7), com 0 aumento de 8, 32 e 50 vezes.
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Na figura 5.31 sdo apresentados os corpos nas condicdes 4, 8 e a 8 ap6s a raspagem dos
CPs (CPs/tinta + névoa &cida, 4-sem micro-organismo/8-com micro-organismos). Na condicao
4, o CP aparece sem modificacdo visual, porém foi notavel a presenca buracos que facilitariam
o0 desenvolvimento de micro-organismos. Adicionalmente foi observada uma pigmentacdo com
cor de ferrugem, proveniente de ferrobactérias, e também o desenvolvimento de provaveis hifas
brancas, porém ndo com tanta intensidade como encontrada na condicéo 5. Devido a dificuldade
de realizacdo de raspagem em CPs/tintas foi possivel observar hifas sobre a superficie e uma

leve diferenca na intensidade da cor nos CPs/tintas.

Em resumo, os CPs sem revestimento, quando comparados aos com revestimento,
tiveram um maior desenvolvimento dos micro-organismos, com formacdo de biofilmes
heterogéneos, abrangendo toda a area superficial exposta, principalmente devido a dificuldade
de adesao a superficie (biosusceptibilidade para os micro-organismos). Quando comparadas as
condicBes 5 e 7, fica notéria uma maior aderéncia a superficie quando sofre influéncia da névoa
acida (condicdo 7), essa diferenca foi devido principalmente a retencdo de umidade na
superficie e pelos componente da névoa acida que auxiliam para um melhor desenvolvimento
dos algumas populagdes microbianas. A condicdo que apresentou o pior desenvolvimento foi a
condicdo 6, menos agressiva aos CPs. Mesmo com condi¢cGes menos favoraveis, ocorreu
biodeterioragdo uma vez que somado ao alto crescimento de micro-organismos foi observada a

diferenciacédo da cor original apos remocdo do biofilme.
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Figura 5.31. Imagens dos CPs/tinta sem a atuagdo de micro-organismos, com o desenvolvimento dos micro-organismos e ap0s a raspagem do biofilme, sob
névoa acida (condicdes 4 e 8), com o0 aumento de 8, 32 e 50 vezes.
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¢) Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para as anélises de MEV foram utilizados CPs cilindricos (se¢do 4.4.1 e 4.4.3.2) aos quais
seguiram a mesma analises das 8 condicgdes, a figura 5.32 apresenta as condicdes 1, 2, 3 e 4, as
quais ndo sofrem a atuacdo de micro-organismos. Comparando essas condigdes, 0s resultados
sdo bem similares, ou seja, corpos de prova sem revestimentos, sob a acdo de névoa salina e
névoa &cida, apresentam heterogeneidade, e CPs com revestimento se apresentam mais

homogéneos.

As condicdes 1 e 3 apresentam aumento visual dos CPs sem revestimento, ou seja, 0s CPs
apresentam superficie mais heterogéneas, por consequéncia mais susceptivel a aderéncia e
depdsitos de materiais, o que facilita para a adesdo dos micro-organismos, entretanto ndo foi
possivel encontrar grande diferenciacdo entre essas condi¢des, parecendo que em 100 dias de

experimento ndo terem diferencas estruturais tdo significativas.

A figura 5.33 apresenta os CPs sob influéncia do desenvolvimento de micro-organismos,
condicdes 5,6,7 e 8. Quando ndo se tinha revestimento sobre as superficies dos CPs foram
observadas a formacéo de biofilmes, entretanto com aspectos diferenciados, sendo a condigéo
5 com um biofilme mais volumoso, porém menos aderido ao comparar a condicdo 7. Na
condicdo 5 foi observada a producdo de exopolimeros na superficie do CP bem como a

formacéo de biofilmes, com provavel desenvolvimento em seu interior.

Na condicdo 7, apresentou-se também grande desenvolvimento de micro-organismos,
incluindo grande aderéncia e producdo de exopolimeros, inclusive nesta condicdo os CPs
tiveram maior aderéncia, tanto visualmente, como experimentalmente quando foi realizada a
raspagem para a quantificacdo. Adicionalmente, foi possivel observar grande producéo de hifas
que associadas a cor esverdeada presente nas imagens do microscopio 6tico sugere presenca de

liquens.
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Figura 5.32. Imagens de MEV dos CPs na Condicdo 1 (sem revestimento + névoa), condi¢do 2 (com revestimento + névoa), condi¢do 3 (sem

revestimento + névoa acida) e condicdo 4 (com revestimento + névoa acida), todos sem atuacdo de micro-organismos.
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Figura 5.33. Imagens de MEV dos CPs na condicdo 5 (sem revestimento + névoa), condi¢do 6 (com revestimento + névoa), condi¢do 7 (sem revestimento +
névoa acida) e condicao 8 (com revestimento + névoa &cida), todos com atuagdo de micro-organismos.
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Para os Cps/tintas sob acdo de névoa, condigdo 6, ndo foi possivel encontrar micro-
organismos quando realizada a técnica de MEV, mas foi observada inimeras ranhuras sobre o
revestimento, o que possivelmente foi causado por micro-organismos, enquanto para a condicao
8 foi possivel observar desenvolvimento dos micro-organismos, principalmente fungos, com
formacdo de biofilme, porém n&o tdo intenso quando comparados aos CPs sem revestimento.
Também foram observadas inumeras rachaduras no revestimento, bem como em baixa

aderéncia.

Coutinho et al. (2013) observaram por MEV uma densa colonizagé&o de micro-organismos
sobre a superficie do azulejo, mas especialmente em fissuras, que sugere que eles causam
descamacdo, provavelmente com resultado de mudanca de volume, penetracdo na matriz e
lancamento de metabdlitos, tais como acidos organicos e inorganicos, como ocorrem em

argamassas.

Pitzurra et al. (2003) realizaram testes com corpos de provas expostos por um ano na
regido de Fontivegge e Cortonese (Peruggia), onde ndo foram encontradas significantes
variacfes na composicao mineraldgica atribuidas pela interagdo com poluentes atmosféricas.
Em contraste, as analises microbianas indicaram niveis altos de contaminagdo, principalmente
pela participacdo de fungos, onde foram significantes apds 5 meses de exposicdo, com valores
maiores de 2 UFC/cm?, os valores cresceram progressivamente e chegaram a atingir nimeros
maiores de 150 UFC/cm?. Comparando os dois sitios de pesquisa, 0s niveis totais de micro-
organismos sdo similares, entretanto a diversidade das comunidades foi diferente. Foi
observado uma acédo seletiva de concentracdo de poluentes do ar sobre a proliferacdo de
diferentes espécies de fungos e foi confirmada a presenca de enxofre fixado na célula fungica
que pode ser interpretado assumindo uma relacdo entre proliferacdo de fungo e ar poluido.
Considerando o metabolismo da producdo de acidos e a habilidade de muitos fungos para liberar
sulfato no ambiente, depois da oxidacéo de sulfetos. Essas observagdes combinam o efeito da
colonizagdo e os poluentes atmosféricos que promovem o intemperismo das superficies. Ainda
0s autores afirmam que 0s micro-organismos promovem maior deterioragdo comparados aos
poluentes atmosféricos.

Em suma, no presente trabalho néo foi possivel observar a interacéo entre os poluentes e
a atuacdo diretamente na deterioracéo, entretanto foi confirmada a influéncia da névoa 4cida no
desenvolvimento dos micro-organismos, apresentando um biofilme bastante aderido e de forma

intensa, levando a danos ndo somente estéticos e sim estruturais.
DIAS, D.S.B



153

6. CONCLUSOES

Para o presente trabalho as conclusfes ocorrem em duas partes, 0 monitoramento dos

patrimonios e os ensaios de biodeterioracdo de argamassa.

Monitoramento dos patrimonios:

Dentre os meios de cultivo avaliados, os meios Agar Nutriente (com nistatina), Caldo
vermelho de fenol glicosado (em condigdes de aerobiose e anaerobiose), meio fluido ao
tioglicolato, Agar citrato férrico (com nistatina), Agar Sabouraud (com amoxicilina), caldo
difco foram os mais apropriados para enumeracdo de bactérias heterotréficas totais,
produtoras de acido (ambas em condicdes de aerobiose e anaerobiose), e ferrobactérias,
fungos filamentosos e micro-organismos fotossintetizantes, respectivamente, nos biofilmes
presentes nos patriménios historicos analisados.

Ao longo do periodo analisado (01/03/2014 a 10/03/2014), o perfil qualitativo das
populacdes microbianas nas superficies externas dos patrimonios - Museu Nacional (MN)
e 0 Museu de Arte Contemporanea (MAC) foi semelhante, embora maiores crescimento e
diversidade tenham sido observados nos biofilmes do MN.

Nos biofilmes do MN, as bactérias aerobias heterotréficas cultivaveis foram predominantes,
enquanto que no MAC houve maior desenvolvimento de fungos filamentosos.

A diversidade microbiana foi semelhante entre os pontos de coleta de material para cada
museu, indicando as comunidades bacterianas totais (cultivaveis e ndo cultivaveis)
independente do material, sobretudo no MN, foram similares em ambos 0s museus, ao longo
do tempo. Em contrapartida no MAC foi identificada maior similaridade da comunidade
eucariota.

As variacGes de umidade e temperatura relativas ao clima do Rio de Janeiro (tropical
umido), ndo causaram perturbacdo expressiva ao perfil das populacdes microbianas.

Nas superficies externas do MN a comunidade bacteriana compreendeu em predominancia
alphaproteobacterias, acidobactérias, cianobactérias e actnobactérias. Enquanto na
comunidade de eucarioto foram encontradas os super grupos Cloroplastida e Opisthokonta,

também identificados nos biofilmes do MAC.
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Ensaios de biodeterioragdo em corpos de prova de argamassa:

O emprego de tinta com fungicida e bactericida em corpos de provas de argamassa (CPs)
tiveram efeito positivo para diminuir a diversidade e a enumeracéo dos micro-organismos.
Os CPs sem tinta, expostos a névoa acida apresentaram maior enumeragdo, maior
diversidade de populacGes microbianas e biofilmes mais aderidos a superficie. Entretanto a
exposicdo dos CPs a névoa resultou em biofilmes mais volumosos e de facil remocao
mecanica (raspagem).

Houve reducéo da populacgéo fungica em 3 ordens de grandeza, quando comparados os CPs
ndo revestidos e revestidos quando expostos a névoa, no entanto ndo foi detectada variacdo
de densidade populacional sob influéncia da névoa acida.

A presenca do revestimento inibiu o desenvolvimento de cianobactérias e actinobactérias,
porém foi possivel ver o desenvolvimento de gamaproteobactérias sobre os CPs com tintas,
embora seja afirmado pelo fornecedor a eficiéncia do biocida de 99,9% contra micro-
organismos do mesmo grupo.

Os grupos de bactérias que se apresentaram predominantes foram das Proteobacterias
(Alphaproteobacteria e Gamaproteobacteria) e do grupo eucarioto foi Opistthokonta,
Nucletmycea.

As analises de MEV dos CPs permitiram visualizar a formacéo de biofilmes, com excecao
onde os CPs estavam com revestimento sob acdo de névoa. A microscopia 6ptica dos CPs
permitiu avaliar o efeito provocado pela formacdo dos biofilmes nas superficies,
principalmente a presenca de diferentes pigmentacoes.

Com a presenca da tinta nos CPs foi dificultada a formag&o do biofilme, observado
principalmente pela MEV. Onde havia a presenca de névoa acida teve mais umidade na
superficie auxiliando no desenvolvimento e consequentemente na formacao de biofilmes,

inclusive mais aderidos.
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SUGESTOES

Acompanhar o nivel de poluentes atmosféricos, tais como SOx, NOx, material
particulado, entre outros, que afetam diretamente o desenvolvimento dos micro-

organismos, bem como o processo corrosivo que ocorre nas superficies dos materiais.

Realizar ensaios considerando outros fatores climaticos de grande relevancia como

velocidade do vento, incidéncia de luz e indice ultravioleta.

Avaliar condi¢gdes microambientais, por exemplo caracterizar a chuva do local onde

serdo avaliadas proximas pesquisas.

Avaliar outros patriménios historicos.

Fazer o acompanhamento do perfil microbiano em menores tempos.

Avaliar outros revestimentos que minimizem a deterioracéo por influéncia quimica ou

microbioldgica.

Buscar analises para avaliar o tempo de desgaste dos materiais.

Avaliar o tempo de reaplicacdo de tintas.

Avaliar o uso de tintas com novas tecnologias como nanoparticulas.
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ANEXO A. Meios de cultura e solucdes

Solugdo redutora: Tioglicolato de Sodio (0,124 g/L); Acido ascorbico (0,10 g/L); Resazurina (4,0
mL/L de solucdo 0,025g/L), pH 7,8 (DIAS, 2009).

Aerdbias cultivaveis totais: caldo nutriente: peptona de carne (5,0 g/L); extrato de carne (3,0 g/L);
sacarose (20,0 g/L), pH = 7,0 (DIAS, 2009).

Aerdbias produtoras de acido: caldo vermelho de fenol glicosado: peptona de caseina (5,0 g/L);
peptona de carne (5,0 g/L), vermelho de fenol (0,018 g/L); glicose (5 g/L), pH =7,4 (DIAS, 2009).

Ferrobactérias: Agar citrato férrico amoniacal: (NH4)2S04 (0,50 g/L); NaNO3 (0,50 g/L); K2HPO4
(0,50 g/L); CaCl2 .2 H20 (0,134 g/L); MgS04.7 H20 (0,50 g/L); Citrato Férrico Amoniacal (10,00
g/L), pH 6,6 (GENHARDT et al.,1994).

Anaerdbios cultivaveis totais: meio fluido ao tio glicolato: glicose (5,0 g/L); peptona (4,0 g/L);
extrato de levedura (1,0 g/L), resazurina (4,0 mL/L de solugdo 0,025¢/L), pH = 7,6 (Silva, 2011).

Anaerdbios produtores de acido: caldo vermelho de fenol glicosado: peptona de caseina (5,0 g/L);
peptona de carne (5,0 g/L), vermelho de fenol (0,018 g/L); glicose (5 g/L), pH =7,4 (DIAS, 2009).

BRS: caldo Postgate E modificado: KH2PO4 (5,0 g/L); NH4CI (1,0 g/L); Na2SO4 (1,0 g/L);
CaCl2.2H20 (0,67 g/L); MgCI2.6H20 (1,68 g/L); extrato de levedura (7,0 g/L); lactato de sddio
(1,0 g/L); &cido ascorbico (0,1 g/L); Agar (1,9 g/L); FeSO4.7H20 (0,5 g/L); resazurina (0,025% 4,0
mL), pH= 7,6 (SARRO et al.,2006).

Algas: Meio modificado de Knop’s-MKM KNO3 (1,25 g/L); KH2PO4 (1,25 g/L); MgSO4.7H20
(2,59/L); Fe2(S04)3 (0,003 g/L); Citrato de sédio (0,3 g/L); e CaCl2.2H20 (0,0036 g/L); e 1 mL/L
de solucdo de micronutrientes, pH 7,0 (GENHARDT et al.,1994).

Solucéo de micronutrientes: H3BO3 (2,86 g/L); MnCI2.4H20 (1,81 g/L); ZnSO4.7H20 (0,222
g/L); Na2Mo0O4.2H20 (0,39 g/L); CuSO4.5H20 (0,079 g/L); e CoCl2.6H20 (0,045 g/L)
(GAYLARDE et al., 2006).

Cianobactérias: Meio modificado de Knop’s-MKM (CRISPIM, et al., 2004).

Algas e Cianobactérias: Meio Difco: NaNO3 (1,0 g/L); K2HPO4 (0,25 g/L); MgS04.7H20 (0,51
g/L); NHA4CI (0,05 g/L); CaCl2 (0,058 g/L), Cloreto Férrico (0,008 g/L), pH 7,0 (GENHARDT et
al.,1994).
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Actinobactérias: Agar Jausen; Glicose (2,0 g¢g/L); Caseina (0,2 g/L); K2HPO4 (0,5 g/L);
MgS04.7H20 (0,2 g/L) Cloreto Férrico (0,02 g/L), pH 7,0 (OLIVEIRA, 2003).

Actinobactérias: Agar 72C; Glicose (10,0 g/L); NH4CI (1,0 g/L); K2HPO4 (5,65 g/L); KH2PO4
(2,38 g/L); MnCl2.4H20 (0,008 g¢g/L); MgS04.7H20 (1,0 g/L); FeSO4.7H20 (1,0 g/L),
ZnS04.7H20 (0,006 g/L); CuSO4.5H20 (0,002 g/L), pH 7,0 (OLIVEIRA, 2003).

Actinobactérias: Agar Amido Caseina; Amido (10 g/L); KNO3 (2,0 g/L); KH2PO4 (2,0 g/L);
MgS0O4.7H20 (0,05 g/L); FeSO4.7H20 (0,01 g/L). pH 7,2.

Fungos: Agar Sabouraud; Peptona (15 g/L); Dextrose (60,00 g/L), pH 5,6 (GENHARDT et
al.,1994).

Fungos: Agar extrato de malte: Extrato de Malte (30,00 g/L); Peptona (3,0 g/L), pH 5,6
(GENHARDT et al., 1994).

Fungos: Agar Czapeck: NaNO3 (1,0 g/L); Sacarose (30,0 g/L); K2HPO4 (1,0 g/L); MgS04.7H20
(0,5 g/L); KCI (0,5 g/L); FeSO4.7H20 (0,01 g/L), pH 7,2 (GENHARDT et al., 1994).

Fungos: CYA: Extrato de levedura (1,0 g/L); NaNO3 (1,0 g/L); Sacarose (30,0 g/L); K2HPO4 (1,0
g/L); MgS04.7H20 (0,5 g/L); KCI (0,5 g/L); FeSO4.7H20 (0,01 g/L), pH 6,7 (GENHARDT et
al.,1994).

Fungos: Agar Batata-Dextrose: Amido de batata (4,0 g/L); Dextrose (20,00 g/L), pH 5,6
(GENHARDT et al.,1994).
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