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Diversidade microbiana no ambiente e em partes
do trono imperial de D. Pedro II - caracterizacao
por microbiologia classica e biologia molecular
antes e ap0s intervengoes de conservagao e restauro

Microbial diversity in the surroundings and
selected parts of the imperial throne of D. Pedro II
— characterization by classical microbiology

and molecular biology, before and after
restoration interventions

Resumo

O Museu Imperial tem uma importante cole¢do histérica da Familia Real Portuguesa no Brasil.
O trono representa o poder imperial, e é considerado uma das pegas mais importantes do
Museu. Entretanto, vinha enfrentando ha décadas uma deterioragio gradual, principalmente
devido aos seus componentes em tecido. Devido ao interesse em preservar o objeto, processos
de conservagao e restauro foram executados em todas as partes do trono. Como parte deste
tratamento, uma inspe¢io microbioldgica foi executada em partes selecionadas do objeto,
bem como no seu ambiente de guarda. Este estudo de biodeterioragio, controle e detec¢io
de espécies microbianas indicou uma clara resposta em relagao ao local de guarda, e entao
o processo de restauro pode ser executado visando solucionar os danos mais pronunciados
objetivando restaurar as caracteristicas originais do artefacto. O estudo indicou uma alta
diversidade de fungos e bactérias. Foi observada uma redug¢ao de espécies fingicas detectadas
no trono antes e apds o restauro, observando-se a recorréncia dos géneros Absidia, Cladosporium
e Epicoccum. Essa redugdo n3o foi muito pronunciada para as bactérias, observando-se,
também, recorréncia bacteriana apds o restauro (Microbacterium, Staphylococcus e Kocuria).
No ar, observou-se o aparecimento de novas espécies fingicas apds o restauro, indicando
recontaminag¢ao natural na drea expositiva.

Abstract

The Museu Imperial has an important historical collection from the Portuguese Royal Family in
Brazil. The throne represents the imperial power and is considered one of the most important
objects in the museum; however, the piece has been facing for decades a gradual deterioration,
mainly in its fabrics. With the growing motivation to preserve this property, conservation and
restoration processes were conducted in all parts of the throne. As a part of this treatment, a
microbiological survey was conducted in selected parts of the object and the surrounding
environment where it was placed. This biodeterioration study, control and detection of
microbial species indicated a very pertinent answer in relation to the place it was exposed, and
the restoration process was performed in order to solve the most pronounced damages aiming
to restore the original characteristics of the artefact. The study indicated a high diversity of fungi
and bacteria. It was observed a marked decrease, before and after restoration, being observed
the recurrence of the genera Absidia, Cladosporium and Epicoccum. This reduction was not so
pronounced for bacteria, being also observed the recurrence of some bacterial groups after
restoration (Microbacterium, Staphylococcus and Kocuria). In the atmosphere new fungal species
were found after restoration, indicating a natural recontamination of the exhibition area.
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Introdugao

O Trono que pertenceu ao Imperador D. Pedro II é
considerado uma das pe¢as mais emblematicas do acervo
do Museu Imperial, unidade auténoma do Instituto
Brasileiro de Museus — IBRAM, autarquia federal vinculada
a Secretaria Especial da Cultura do Ministério da Cidadania
do Brasil, localizado na cidade de Petrépolis no Estado do
RiodeJaneiro (Figura 1a,b), por representar o poder imperial,
pelo seu cardter simbdlico e evocativo, e tem um significado
impar para a instituigio que é dedicada a preservagio
da memoria do império [1]. Com 1,75 metros de altura, o
Trono Imperial foi manufaturado em talha dourada com
estofamento em veludo verde no encosto, assento e bragos,
com bordados a fios de ouro.

O encosto em medalh3o oval, tem ao centro, a sigla
P.ILI (Pedro II Imperador) entre duas palmas atadas por
um lago, todos bordados a fios de ouro. Os pés dianteiros
sao representados por duas esfinges cujas asas formam
os bragos do assento. As esfinges repousam sobre dois
pedestais unidos por um travessao.

Considerando-se objetos do patrimonio cultural, o risco
biolégico é iminente em func¢io das suas composi¢oes
estruturais. O primeiro passo para prevenir tais danos é
conhecer as estruturas bioldgicas e os fatores que podem
afetar sua circulagdo, sobrevivéncia e crescimento no
ambiente, como base para qualquer outra estratégia
preventiva. O monitoramento da contamina¢ao microbiana
na superficie dos objetos e no ar que os rodeiam, tanto numa
perspectiva quantitativa como qualitativa, juntamente
com uma avaliagao das condigbes climadticas, é essencial
para o estudo da qualidade ambiental de areas de guarda
e exposi¢ao [2].

As bactérias e fungos, quando em ambientes favordveis,
sdo os principais responsaveis pela deteriora¢io de objetos
do patrimoénio cultural. A sobrevivéncia e o desenvolvimento
de micro-organismos no ar e nas superficies dependem
de caracteristicas estruturais e metabdlicas bem como
da presenga de condicOes favoraveis, como condigdes
nutricionais e microclimadticas. Cabe ressaltar as elevadas

Figura 1. Trono de D. Pedro II: a) antes e b) depois do processo de restauro.

umidades relativas do ar reportadas na cidade de Petrépolis
(onde o Museu Imperial estd localizado), associadas,
entretanto, a temperaturas amenas, por tratar-se de uma
cidade serrana.

Descri¢ao do problema

No més de dezembro de 2013, percebeu-se que o Trono
Imperial estava hd décadas sofrendo um processo gradual
de deterioragio, sobretudo em relagio a sua parte mais
susceptivel a ataques microbianos, como os componentes
téxteis, necessitando de um tratamento de conservagio e
restauro para reverter uma possivel perda irreparavel para
o patrimonio cultural brasileiro. Assim, neste mesmo més,
tal objeto foi encaminhado ao Laboratério de Conservagio
e Restauro do Museu Imperial para um amplo tratamento
com vista 3 sua preservagio para as futuras geragdes [1].
No Laboratério de Conservagao e Restauro do Museu
Imperial, a pega passou por um procedimento de remogao
fisica de sujidades, e algumas partes foram tratadas com
detergente neutro para uma limpeza mais profunda. O
tratamento de remocgio fisica de sujidades foi feito em
toda a peca museoldgica, e o tratamento com detergente,
somente nas partes que foram reintegradas a pega apds
restauro. O Trono, no seu estado geral, encontrava-se
em bom estado de conservagio. Sobretudo as pegas em
madeira estavam em melhor situa¢io do que as pegas que
recebem revestimento téxtil, apesar de ambas serem a base
de celulose, nutriente muito requerido por muitas classes
de fungos. No entanto, as partes manufaturadas em
madeira, com muitas perfura¢des provocadas em outras
épocas por insetos xiléfagos, atingiram principalmente
a base central da estrutura do trono, que une as laterais,
deixando-a altamente fragilizada. Rachaduras superficiais
eram visiveis em muitas dreas, a exemplo da moldura do
encosto na forma oval, do lado direito. Dessa forma, o
caminho estava aberto para ataques microbianos. Todas
essas nio conformidades foram devidamente sanadas no
processo de restauro do objeto.
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Assim sendo definiu-se como objetivo principal da
presente investiga¢do, avaliar as populagbes microbianas
presentes no Trono e no seu ambiente de guarda antes e
apds o processo de restauro. Dessa forma, poderia se ter
um amplo conhecimento dos micro-organismos (fungos e
bactérias) presentes no ambiente e no Trono, conhecendo-se
adiversidade de populag¢des microbianas, servindo de alerta
para um monitoramento climdtico e procedimentos mais
sistemdticos de conservagio preventiva a fim de evitar ou
minimizar novos processos de deterioragio.

Metodologia

Monitoramento e identificagdo microbiolégica por
biologia classica e molecular

Foram coletadas amostras para a avaliagdo da presenca de
micro-organismos no Trono do Imperador por equipe do
Instituto Nacional de Tecnologia (INT/MCTIC) e do Museu
de Astronomia e Ciéncias Afins (MAST/MCTIC), parceiros
do Museu Imperial no que tange as pesquisas direcionadas
para o estudo da biodeterioragio. O objetivo foi detectar
espécies microbianas em 4reas selecionadas da peca, bem
como do ambiente no qual ela estd exposta. Essa coleta foi
realizada em dois momentos, antes e apds o processo de
limpeza e restauro das pegas que compunham o trono.

A caracterizagdo da microbiota do entorno do trono foi
feita com auxilio do amostrador de ar MAS-100 Eco (Merck,
Brasil) que é utilizado para avaliagdo da qualidade do ar,
bem como por sedimentagio espontinea e por contato
através de zaragatoas em dreas aproximadas de 5 cm?2
Foram inspecionados o veludo verde, o veludo do assento e
amadeira dos bragos direito e esquerdo; além disso, foi feita
a coleta dos micro-organismos presentes no ar do ambiente
por sedimentagdo espontinea e por emprego do amostrador
de ar. O meio de cultura utilizado para o crescimento das
espécies fangicas foi o Agar Sabouraud Dextrose com
cloranfenicol e para o cultivo das bactérias foi utilizado o
meio PCA (Plate Count Agar ou Agar Padrio para Contagem).

No caso da utilizagdo de zaragatoas, ap4s usadas, as
mesmas foram colocadas dentro de 9 mL de dgua salina,
seguido de dilui¢cées decimais, inoculando 0,1 mL das
dilui¢bes em placas de Petri contendo Agar Sabouraud
Dextrose com cloranfenicol, previamente esterilizado a
120 °C por 20 minutos em autoclave vertical. Quando
realizadaasedimentagiodiretaeacoletacomoamostrador
de ar, as amostras foram coletadas a cada metro cubico
do espago, aguardando-se a sedimentac¢do. Apds estes
procedimentos, as placas de Petri foram ent3o colocadas
dentro de uma cimara de DBO (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) por até 21 dias para o crescimento fiingico e
numa cimara com temperatura controlada a 30 °C por48 h
para o crescimento bacteriano.

Os fungos crescidos sobre as placas foram entao isolados
com o auxilio de cotonetes estéreis em tubos de vidro

contendo o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose e
armazenados em 6leo mineral. Em seguida, os fungos foram
repicados para placas contendo Agar Extrato de Malte. Apds
crescimento do fungo na placa, foi realizado microcultivo
para observacio em microscopio Otico e garantir que o
fungo ndo estaria contaminado. A partir desta etapa os
fungos foram sequenciados, preservados em 6leo mineral
e congelados. Nas espécies bacterianas encontradas foi
realizado o método da coloragdo de Gram de acordo com
metodologia convencional. Apds o isolamento dos micro-
organismos, as técnicas de microcultivo foram feitas,
seguido de incubagido de 7 a 21 dias, dependendo do género
especifico. Ap6s o crescimento dos fungos e bactérias, as
espécies foram identificadas, inicialmente com base em
protocolos de microbiologia clissica e posteriormente, por
sequenciamento do DNA.

Identificagao filogenética das bactérias

Extragio de DNA

As extragoes de DNA foram realizadas usando como método
para obtenc¢ao de DNA gendémico o Choque Térmico/Lise
Térmica, a partir de uma cultura pura, obtida através do
processo de isolamento e cultivo, conforme anteriormente
descrito. O procedimento consiste, apds a obtengio da
cultura pura, com o auxilio de uma alga descartivel de
capacidade de 0,1 pL, pegar uma pequena quantidade da
coldnia isolada. A colonia isolada é dissolvida em um tubo
de fundo conico de 200 pL (tubo de PCR), contendo 50 pL de
dgua Milli-Q. A al¢a é ent3o agitada até que 2 amostra esteja
totalmente dissolvida na agua Milli-Q, tornando-se esta
ligeiramente turva. Apds essa etapa inicial, os frascos sao
submetidos a variagio de temperatura em banho seco, por
10 minutos 2 96 °C e 15 minutos a 4 °C. Em seguida, a amostra
é centrifugada a10.000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante
é transferido para um novo tubo de PCR e congelado.

Amplifica¢do da regido 16S rRNA por PCR

Apds a obtengdo do DNA gendmico, é realizado um PCR
para a amplificacdo da regido alvo correspondente ao
gene 16S rRNA bacteriano que serd usado na reagio de
sequenciamento. Para amplificagio é utilizado o par de
iniciadores Sadir (5-AGAGTTTGATCATGGCTCAGA-3') / S17
(5-GTTACCTTGTTACGACTT-3").

A reagao é submetida a amplificagdo em termociclador
com desnaturagdo por 15 minutos a 95 °C, seguida de 35
ciclos de desnaturagio a 94 °C por 30 segundos, anelamento
a 55 °C por 60 segundos e extensio a 72 °C por 90 segun-
dos. Por dltimo, procede-se a extensio final a 72 °C por 10
minutos. Apds verificagdo da amplificagdo por eletroforese
em agarose, o produto amplificado é purificado utilizando
o kit comercial Wizard SV Gel and PCR Clean-UpSystem
(Promega).

Sequenciamento
O sequenciamento das amostras foi realizado utilizando
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o sequenciador automdtico AB 3500 Genetic Analyzer,
equipado com capilares de 50 cm e polimero POP7 (Applied
Biosystems). Os DNA-molde (30 ng) foram marcados
utilizando-se 2,5 pmol ou do iniciador Sadir ou do iniciador
S17 e 0,5 pL do reagente Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Standart (Applied Biosystems) em um volume
final de 10 pL. As reagbes de marcagdo foram realizadas
em termociclador LGC XP Cycler com uma etapa de
desnaturagaoiniciala96°C por3 minutos seguida de 25 ciclos
de 96 °C por 10 segundos, 55 °C por 5 segundos e 60 °C por 4
minutos. Uma vez marcadas, as amostras foram purificadas
pela precipitagdo com isopropanol a 75 % (v/v) e lavagem
com etanol a 60 % (v/v). Os produtos precipitados foram
diluidos em 10 pL de formamida Hi-Fi (Applied Biosystems),
desnaturados a 95 °C por 5 minutos, resfriados em gelo por
5 min e eletroinjetados no sequenciador automdtico. Os
dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se
o programa Data Collection 2 (AppliedBiosystems) com
os parimetros DyeSet “Z” Mobility File “KB_3500_POP7_
BDTv3.mob”; BioLIMS Project “3500_Project1”; Run Module
1 “FastSeq50_POP7_socm_cfv_100% e, Analysis Module 1
“BC-3500SR_Seq_FASTA.saz”."

Identificagao filogenética dos fungos

Extragio de DNA

Apbs crescimento em meio especifico, os fungos foram
retirados por meio de raspagem da placa de Petri e
transferidos para um tubo Falcon de 15 mL. O tubo foi
colocado em um cilindro contendo nitrogénio liquido
por 5 min, aquecido em banho maria a 60 °C por 10 min e
macerados com auxilio de um pistilo. Este procedimento foi
repetido por trés vezes. Posteriormente, a extragao do DNA
foi realizada com Kit Ultra Clean Soil Isolation (MO BIO
Laboratories) de acordo com as instrugdes fornecidas pelo
fornecedor. O DNA foi eluido em 30 mL da solugio fornecida
nokite quantificado através daleitura em espectrofotémetro
Nano Drop ND-1000 (Thermo Scientific, Waltham, EUA).

Amplifica¢do da regido ITS por PCR

Um fragmento de 600 pares de base correspondentes
ao gene ITS foi amplificado a partir do DNA
gendmico utilizando os iniciadores ITSs (senso, 5*-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) e ITS4 (anti-senso,
5"TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") no termociclador PCR
System 9700 (Applied Biosystems, EUA). Cada reagio
incluiu 25 pL de Top Ta qMaster Mix Kit (PCR Master
Mix, Qiagen, Holanda), 0,5 pM de cada iniciador e 5 pL
do DNA extraido adicionado a 4gua, num volume total de
50 puL. Uma primeira desnaturagdo foi realizada a 94 °C
durante 4 min seguidos de 30 ciclos nas seguintes condigdes:
94 °C durante 30 s, 50 °C durante 30 s e 72 °C durante 30 s. O
experimento foi encerrado a 72 °C por 10 min. Os fragmentos
amplificados foram purificados utilizando o kit Wizard SV
Gel e PCR Clean-UpSystem (Promega, EUA), para a retirada
dos nucleotideos e iniciadores ndo incorporados, seguido de

sequenciamento adequado. O produto da amplifica¢io foi
visualizado através de uma corrida eletroforética em gel de
agarose a1 % em tampao TE 1X.

Sequenciamento

Os fragmentos de DNA dos fungos isolados foram
submetidos a sequenciamento utilizando o kit Big Dye
Terminator v. 3.1 (Applied Biosystems, EUA) em um
sequenciador automdtico ABI 3130 (Applied Biosystems,
EUA) com 4 capilares de 50 cm. Os iniciadores ITS-5 (senso)
e ITS-4 (anti-senso) foram utilizados para sequenciar a
regido + 600 pb e os iniciadores Sadir (senso) e S17 (anti-
senso) foram utilizados para sequenciar a regido 1500 pb. A
concentragao dos iniciadores utilizados foi de 3,2 pmol.

Os cromatogramas obtidos do sequenciamento foram
submetidos aos programas Chromas Lite, versio 2.01
e Bioedit para anilise da qualidade das sequéncias. As
sequéncias validadas pelos programas foram pareadas
as depositadas no banco de dados de DNA do Genbank
(National Center for Biotechnology Information). Para
validar as sequéncias a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) foi realizada. Apenas os fragmentos
com similaridade acima de 98 % foram considerados
“confiaveis” e devidamente anotados. Nao foi possivel
correr as sequéncias em bases mais especificas para fungos,
uma vez que somente temos acesso autorizado a esta base.
“FastSeqs50_POP7_socm_cfv_100” e, Analysis Module 1 “BC-
3500SR_Seq_FASTA.saz”."

Resultados e Discussao

Como resultado dos estudos de biodeterioragio relacionada
a0 Trono Imperial, algumas espécies de bactérias e fungos
foram encontradas tanto no objeto como no ar, antes e
ap6s o processo de restauro e conservac¢ao. No entanto,
apds o restauro, foram encontradas espécies diferentes
de bactérias e fungos nas regides de coleta. No caso das
bactérias, apenas o género Kocuria se repetiu e, em relagao
aos fungos, as espécies Cladosporium cladosporioides,
Cladosporium sp.e Absidia sp. permaneceram apds alimpeza,
apesar de novas espécies terem surgido, indicando que a
ocorréncia de espécies em areas de guarda é parcialmente
requerendo procedimentos de conservagio
preventiva permanentes. Porém, os micro-organismos
identificados no Trono do Imperador apresentaram uma
relagdo muito coerente com o tipo de ambiente em que o
trono fora exposto até. Todas as imagens microscdpicas
dos micro-organismos estao apresentadas nas Figuras2as.
Especificando, as Figuras 2 e 3 apresentam as imagens das
bactérias e leveduras encontradas no ambiente de guarda
do trono e na peca museoldgica, antes e apds o restauro,
respectivamente. As Figuras 4 e 5 indicam as ocorréncias
fangicas no ar do ambiente de guarda do trono, antes e
apds o restauro, respectivamente.

ciclica,
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Veludo verde da cortina lateral - Kocuria sp. e Aureobasidium sp.

o369

Veludo do assento do trono - Sinomonas sp. e Ambiente - Pseudomonas sp.
i -

Ambiente — Bacillus sp.

Figura2.Bactérias e leveduras sequenciadas coletados no Trono Imperial antes do restauro —ambiente expositivo e partes selecionadas do Trono Imperial.
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Ambiente — Microbacterium sp. e Lateral direita do Trono - Roseomonas sp.

Lateral esquerda do Trono - Quadrisphaera sp. e Deinococcus sp.

Frente do Trono - Dermacoccus sp.

Figura 3. Bactérias e leveduras sequenciadas coletados no Museu Imperial apds o restauro — ambiente expositivo e partes selecionadas do Trono Imperial.

Wenzel et al. [3] comprovaram a ocorréncia de bactérias
celuloliticas dos géneros Kocuria, Bacillus, Paenibacillus
e Microbacterium em térmitas. Esses quatro géneros
bacterianos, todos encontrados no Trono Imperial,
constituem-se, portanto, em potenciais degradadores do
Trono, particularmente associados a presenca de térmitas.

Di Carlo et al. [4] utilizando-se de zaragatoas encontraram
na superficie de obras de natureza celuldsica, consércios
microbianos que incluem bactérias dos géneros Arthrobacter
e Bacillus, conforme identificado no presente trabalho.

Ja Sterflinger e Pinar [5], trabalhando com pergaminhos
e outros documentos de base celuldsica, encontraram
Bacillus, Pseudomonas e Staphylococcus, entre outros géneros
bacterianos.

A produgio de celulases extracelulares por células
de Roseomonas foi estudada por Akinyale [6], a partir de
serragem de madeira como substrato, o mesmo material da
estrutura do Trono Imperial.

Finalizando, Gerber et al. [7] trabalhando com bactérias
do género Deinococcus comprovaram sua habilidade em
degradar materiais de natureza lignoceluldsicos, tipicos
materiais componentes da peca museoldgica. Ja bactérias

do género Curtobacterium foram encontradas no Trono,
sendo estas normalmente associadas a patriménio cultural
inorginico, ndo se encontrando facilmente uma explicagio
para sua presenga junto ao Trono [8].

Sobre os géneros Sinomonas, Quadrisphaera e Dermacoccus,
todos também encontrados no Trono ou na sua drea
expositiva, n3o foram encontradas informagdes acerca
de sua atividade sobre a pega. Todas sio de ocorréncia
incomum.

A avaliagao da potencial agdo destas bactérias sobre
partes estruturais (celulose de tecidos, madeira, tintas,
pigmentos) do Trono Imperial requer uma investigacao
mais profunda, uma vez que testes de susceptibilidade aos
componentes devem ser efetuados em auséncia de outras
fontes de carbono.

Uma avaliagao um pouco mais aprofundada sobre alguns
dos géneros encontrados estd descrita nos pardgrafos a
seguir, nao se levando em considera¢io somente questoes
relacionadas a suas estruturas superficiais (testes de Gram)
ouocorréncia no ambiente. O género Arthrobacter é um género
de bactérias comumente encontrado em solos e sedimentos
marinhos [9]. Este género apresenta grande diversidade
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metabdlica e ecoldgica, além de capacidade caracteristica de
crescer em condigbes ambientais adversas [10].

A caracterizagio de bactérias aerdbias cultiviveis,
isoladas da janela de vidro histérica "Nativita" na Catedral
de Florenga, projetada por Paolo Uccello e construida por
Angelo Lippi entre 1443 e 1444 foi realizada por Marvasi et al.
[11]. Cepas microbianas de quatro dos 25 painéis da "Nativita"
foram isoladas em ocasido de um recente tratamento de
conservagao, devido a presenga de varios tipos de crostas.
Uma variedade de micro-organismos, incluindo liquens
(Diploica, Pertusaris, Lepraria sp.), fungos (Aspergillus sp.,
Penicillium sp.) e bactérias (Flexibacter sp., Nitrosospira sp.,
Arthrobacter sp., Streptomyces sp., Micrococcus sp., Frankia sp.,
Geodermatophilus sp.) foram identificados como organismos
de ficil crescimento em superficies de vidro. As bactérias
presentes na janela histdrica foram caracterizadas através
de técnicas microbiolégicas clissicas e moleculares. As
técnicas classicas como microscopia e investigacOes
fisioldgicas mostrou que bactérias Gram positivas e bacilos
foram dominantes, em concordincia com o observado no
presente trabalho. Com relagdo a técnica molecular em
diferentes painéis do vidro, para vinte estirpes, o gene 16S
rRNA foi amplificado e sequenciado. A anilise da sequéncia
apresentou os géneros Bacillus, Paenibacillus e Arthrobacter
como os mais representativos. As relagoes filogenéticas
entre os géneros isolados foram determinadas e a andlise
quimica do vidro e crostas completou o estudo.

Suihko et al. [12] retiraram vinte amostras de superficies
interiores e exteriores de monumentos de pedra de seis
edificios histéricos escoceses em ruinas. Os biofilmes em
desenvolvimento nos substratos minerais foram analisados
por microscopia eletronica de varredura in situ e cultivados
por técnicas tradicionais e de biologia molecular. Varios
métodos foram utilizados para caracterizar os isolados
incluindo ribotipagem automatizada, RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) e sequenciamento do
gene 16S rRNA para as bactérias, e estereomicroscopia e
sequenciamento dos espagadores internos transcritos (ITS)
para os fungos. As espécies Actinobacteria pertencente ao
género Streptomyces ou Arthrobacter e Pseudomonas foram
as mais detectadas. Espécies de bactérias pigmentadas
pertencentes aos géneros Arthrobacter, Brevundimonas,
Cryseobacterium, Deinococcus e Dyadobacter foram tipicas
para as amostras ao ar livre, enquanto que espécies de
Pseudomonas foram comuns nas amostras de interiores.
Espécies fungicas hialinas de Acremonium ocorreram
principalmente em amostras de interior, enquanto as
espécies pigmentadas do fungo demaceo Cladosporium e
os hialinos Penicillium e Phialophora foram encontrados ao
ar livre. Os fungos filamentosos s3o conhecidos por suas
habilidades decompositoras; em particular, o Cladosporium
um dos responsiveis pela decomposi¢io de materiais
base de madeira. O fungo Cladosporium cladosporioides
difundido na natureza e os seus esporos sio comuns
em ar, especialmente no Outono, quando eles podem

[N

provocar reagdes alérgicas em seres humanos. Além desse,
Trichothecium, Acremonium e Penicillium representam géneros
isolados comuns do solo e do ar.

Apesar de n3o termos ainda discutido os resultados
obtidos do isolamento fingico antes e depois do restauro do
trono, ja se pode verificar, a partir da literatura publicada
que a ocorréncia bacteriana e fingica simultinea é comum
em obras e espagos de guarda do patriménio cultural.
No entanto, hd uma tendéncia quase mundial de que se
dé maior relevincia a presen¢a de fungos, uma vez que
caracteristicas celuloliticas s3o bastante comuns para esse
grupo microbiano. Consequentemente, hd uma preocupagao
crescente em arquivos, bibliotecas, dreas de guarda e de
exposi¢do em museu para a biodeterioragio associada a
presenga de fungos.

Estudos sobre a otimiza¢io das condig¢des de desinfec¢ao
utilizando nanoparticulas de prata em objetos museoldgicos
foram realizados por Gutarowska et al. [13]. As anilises
da contaminag¢io microbiana de ar e superficies em seis
museus e arquivos diferentes foram realizadas na Poldnia.
Os resultados mostraram que os fungos mais comuns, que
contaminam museus e arquivos foram Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium, Alternaria, Mucor, Rhizopus, Trichoderma,
Paeciliomyces, Aureobasidium, Botrytis e Chrysonila; e a bactéria
Bacillus. Algumas espécies potencialmente alergénicas e
toxicas foram diagnosticadas: Aspergillus fumigatus, A. flavus,
A. ochraceus, A. parasiticus, A. versicolor, Staphylococcus aureus.

Bacillus, Microbacterium, Staphylococcus, Pseudomonas e
Dermacoccus foram algumas das bactérias encontradas
por sequenciamento do gene 16S rRNA no trabalho
realizado por Saarela et al. [14] na caracterizagio da
microbiota heterotréfica em amostras superficiais e
no ar das catacumbas romanas de S3o Calisto e Santa
Domitilla. Foram estudados grupos microbianos incluindo
micro-organismos aerdbios, anaerdbios facultativos e
bactérias anaerdbicas, micro-organismos proteoliticos,
actinobactérias, leveduras e bolores que habitam ambientes
e substratos diferentes, incluindo gesso, marmore e tufo
calcario. Estas informagdes vio de encontro ao que se
encontrou no presente trabalho, em relagio a uma elevada
diversidade de espécies bacterianas e fingicas.

Wang et al. [15] estudaram a diversidade e dindmica
sazonal de bactérias no ar, nas Grutas Mogao (Dunhuang,
China). O objetivo foi analisar a composic¢ao filogenética da
comunidade bacteriana no ar utilizando uma abordagem
molecular dependente da cultura. Os genes 16S rRNA
foram amplificados diretamente dos micro-organismos
isolados. Um total de 19 géneros de bactérias foi
identificado entre os 49 tipos de sequéncias bacterianas.
As bactérias predominantes foram Janthinobacterium (14,91
%), Pseudomonas (13,40 %), Bacillus (11,25 %), Sphingomonas
(11,21 %), Micrococcus (10,31 %), Microbacterium (6,92 %),
Caulobacter (6,31 %), e Roseomonas (5,85 %). A distribui¢io de
varias bactérias foi afetada principalmente por parimetros
climiticas e atividades humanas. Essas descobertas
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Cladosporium oxysporum e Cladosporium sp.

Penicillium toxicarium e Eutypella sp.

Massarina sp. e Penicillium brevicompactum

Phaeosphaeriopsis sp. e

Ochroconis sexualis

Pseudocercospora norchiensis

e Pestalotiopsis disseminata

Figura 4. Fungos identificados no Museu Imperial antes do restauro — ar no entorno do Trono.

sugerem que a abertura deste patrimonio cultural para
os visitantes deve ser controlada e que a manutenc¢io de
condicdes climaticas naturais ajudaria na conservagao.

As bactérias Arthrobacter, Bacillus, Kocuria e Roseomonas,
dentre outras espécies, foram isoladas de pinturas de
murais danificados do tdmulo de Servilia (necrépole
de Carmona, Sevilha, Espanha), esculpido em rocha de
calcarenito, no estudo realizado por Heyrman e Swings [16].
As cepas selecionadas, representativas de diferentes grupos
de isolados, foram analisadas por sequéncia de 16S rDNA.

Em se tratando das espécies fungicas identificadas neste
trabalho, existem diversos estudos na literatura que relacio-
nam a presenga desses micro-organismos aos danos verifi-
cados em patrimoénios culturais [17, 18]. Os fungos encontra-
dos antes e apds o restauro estio apresentados na Tabela 1.

Para evitar danos por fungos em objetos de madeira,
Kim et al. [19] investigaram a diversidade de fungos exis-
tentes nesses bens de relevincia histdrica. Os fungos no ar
foram isolados duas vezes na primavera (margo) e no verao
(agosto), utilizando o método de sedimentagio espontinea
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Alternaria brassicicola e Absidia

Aspergillus sp. e Curvularia sp.

Epicoccum nigrum e Periconia abyssoides

Figura 5. Fungos identificados no Museu Imperial apds do restauro — ar no entorno do Trono.

ou por amostragem do ar e foram identificados utilizando
técnicas morfoldgicas e moleculares. Houve diferen¢as na
diversidade de fungos, dependendo da localizagdo geogra-
fica, das condigdes climaticas e do estado aberto ou fechado
de um edificio. O ntumero de fungos isolados foi maior no
edificio aberto do que nos fechados, mas esses edificios
tinham diversidade de fungos similar. A diversidade fiun-
gica era mais rica na primavera do que no verdo. Dentro do
total de 671 fungos isolados, as espécies Arthrinium phaeos-
permum, Aureobasidium pullulans, Cladosporium cladosporioi-
des, Eutypella sp., Penicillium sp. e Phaeosphaeriopsis triseptata
estavam presentes, alguns dos quais também encontrados
no Trono Imperial ou no seu ambiente expositivo.

Coutinho et al. [20] relataram a ocorréncia dos fungos
Arthrinium sp., Aureobasidium pullulans, Cladosporium sp.,
Penicillium sp. e Pestalotiopsis sp. em sua grande maioria em
tijolos e cerdmicas esmaltadas.

Ruga et al. [21] investigaram a qualidade do ar na cripta
da Basilica de Sao Pedro, em Perugia (Itilia) através de
diferentes metodologias, como indicativo do nivel de
contaminagdo do meio ambiente. Os géneros Aureobasidium,
Arthrinium, Cladosporium e Penicillium estavam presentes
nas amostras de ar coletadas. A andilise qualitativa do

Tabela 1. Fungos presentes no trono e no ambiente expositivo no Museu
Imperial, coletados e identificados antes e apds o processo de restauro.

1% Coleta 2% Coleta
(Ano1-Antes do Restauro) (Ano 2 - Apds o Restauro)
Absidia sp. Absidia sp.

Arthrinium arundinis Alternaria brassicicola

Cladosporium cladosporioides Aspergillus sp.

Cladosporium oxysporum Cladosporium— cladosporioides

Cladosporium sp. Cladosporium sp.
Eutypella sp. Curvularia sp
Massarina sp. Epicoccum nigrum
Ochroconis sexualis Periconia byssoides

Penicillium brevicompactum

Penicillium toxicarium

Pestalotiopsis disseminata

Pestalotiopsis sp.

Phaeosphaeriopsis sp.

Porostereum crassum

Pseudocercospora norchiensis
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componente fungico no ar permitiu a determinagio de
diferentes géneros de fungos existentes, tanto no interior da
cripta quanto no ambiente externo. A andlise quantitativa
demonstrou distribui¢gdes heterogéneas de esporos e
diferentes concentra¢des de pico nas dreas estudadas.

Do Campo et al. [22] estudaram o teor de esporos da
atmosfera da Caverna de Nerja, uma cavidade que se
constitui numa importante atragio turistica situada na costa
oriental de Malaga (sul da Espanha), durante um periodo
ininterrupto de quatro anos (2002-2005). Na atmosfera da
caverna foram detectados 72 tipos de esporos diferentes
durante o periodo estudado e a concentragio média
didria de até 282.195 esporos/m? foi alcangada. Aspergillus/
Penicillium foram os tipos de esporo mais abundante com
uma percentagem média anual de 50 % do total, seguido
por Cladosporium. Outros géneros presentes no trabalho
atual foram identificados na obra de Do Campo et al. [22],
tais como Arthrinium e Massarina. A origem dos esporos dos
fungosencontrados dentro da caverna foi discutida com base
nas concentragdes do interior/exterior e no comportamento
sazonal observado.

Em um estudo aerobiolégico realizado por Porca et
al. [23], sobre salas selecionadas de diversas cavernas
espanholas e francesas com pinturas rupestres, Arthrinium
sp., Cladosporium sp., Penicillium sp., Aureobasidium pullulans
e Ochroconis sp. foram, novamente, alguns dos diversos
fungos identificados.

Outro trabalho sobre pinturas rupestres, na caverna
de Lascaux, na Franga, foi desenvolvido para detectar
e quantificar a espécie Ochroconis lascauxensis. Martin-
Sanchez et al. [24] verificaram que este fungo é o agente
causal principal das manchas negras que ameagam
as pinturas paleoliticas deste Patrimdénio Mundial da
UNESCO. O ensaio de PCR em tempo real especifico e
sensivel foi Gitil para quantificar a presenga de O. lascauxensis
nas manchas sobre as paredes, sedimentos e ar da cavidade.
Os resultados confirmaram a associagdo desse fungo com
as manchas pretas e sua ampla dissemina¢ao em todos os
compartimentos da caverna. Outras 13 espécies de fungos
frequentemente isoladas de cavernas foram detectadas,
dentre elas, as espécies Cladosporium sp. e Penicillium comune.

Em suma, qualquer peca museolégica ou documento
arquivistico ou bibliografico, nos apresentard uma grande
diversidade de fungos e bactérias, potencialmente nocivos
as pegas. Micro-organismos ambientais tendem a ficar
dormentes por varios meses ou anos, aguardando condi¢des
climatolégicas adequadas e disponibilidade nutricional
para sua multiplicagdo e principio de biodeterioragdo. O
que se conclui do presente trabalho é que hi informacdes
bem sistematizadas sobre ocorréncia fungica em pecas
do patriménio cultural, tais como o Trono Imperial. No
entanto, o que se observou foi uma diversidade bacteriana
muito mais representativa que a diversidade fingica, esta
ultima amplamente documentada na literatura. Cabe, em
investigagOes futuras, direcionar esforgos para a pesquisa

sistematizada dessa ocorréncia bacteriana. Se elas estdo
presentes nestes ambientes e suportes, é porque encontraram
condi¢Oes ambientais adequadas e disponibilidade de fontes
nutricionais. Dessa forma, antes de nos reportarmos a
biodeteriora¢io do patrimdnio cultural, devemos direcionar
esforgos para uma conservagio preventiva que efetivamente
impeca a multiplicidade de espécies bacterianas e fiingicas
que aguardam silenciosamente o momento de iniciar sua
atividade destrutiva.

Conclusoes

Espécies de bactérias e fungos foram encontradas tanto no
trono, como no ar, antes e apds o processo de conservagao
e restauro. Os fungos Cladosporium cladosporioides,
Cladosporium sp. e Absidia sp. permaneceram mesmo apos
a limpeza.

Os  micro-organismos identificados no  Trono
apresentaram bastante coeréncia com aqueles presentes
nos ambientes onde 0 mesmo encontrava-se exposto até o
presente momento, na sua maioria. Isso indica que parece
nio ter ocorrido contaminagdo cruzada com os micro-
organismos existentes no meio externo ao seu ambiente de
guarda e exposicao.
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