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RESUMO

Segundo Simdes o Brasil, € considerado uma das regides mais representantes de edificaces
com fachadas internas e externas de painéis de azulejos no mundo. Constituem um patrimoénio
cultural valioso para a populacdo, mas sdo obras de arte que estdo em constante exposi¢ao aos
fatores ambientais principalmente os de origem bioldgica que podem levar a biodeterioragéo.
Os micro-organismos sdo um dos principais agentes envolvidos no processo de
biodeterioragcdo do patrimonio cultural. Nesse sentido objetivo dessa pesquisa foi investigar a
presenca de comunidades microbianas nas superficies de painéis de azulejos do seculo XVI e
XIX integrados a monumentos historicos nas cidades Recife e Olinda, até 0 momento este é o
primeiro trabalho cientifico no pais que explorou a diversidade microbiana (fungos, bactérias,
cianobactérias e microalgas) em pecas de azulejos portugueses no Brasil. Foram realizadas
duas coletas em periodos distintos, a primeira foi na fachada externa de azulejos do século
XIX da Academia Pernambucana de Letras (APL) em dezembro de 2015. A segunda
procedeu na fachada interna de azulejos do século XVI do Convento de Sdo Francisco em
Janeiro de 2019. Para obtencdo das amostras foram feitas raspagens superficiais nos painéis.
Em seguida foram feitas suspensdes dos materiais coletados (0,1g em 5mL de agua destilada).
Para o isolamento microbiano foi adotado a técnica de Spread Plate, utilizando os seguinte
meios de cultura; BDA, MEA, PGRBA, MH, R2 e TSA, e ndo foi visto na literatura outro
trabalho de biodeterioragcdo microbiana que tenha recorrido a uma variedade de meios de
cultura como este apresentado. A identificacdo da populagdo microbiana foi por taxonémica
classica, extracdo de DNA e andlise protedmica. Fragmentos dos dois painéis de azulejos
(século XVII e XIX) foram analisados, por Fluorescéncia de raios X, para conhecer a
composicdo mineraldgica das amostras e por em microscépio eletrénico de varredura (MEV)
e corados com calcoflur. Ndo houve diferenca significante entre os meios de cultura
utilizados, mas sugerimos a utilizacdo de meios de cultura especificos, dois para fungos
(MEA e PGRBA) e dois para bactérias (TSA e R2), sendo um rico e o outro pobre em
nutrientes. A diversidade microbiana isolada na APL foi 175 cepas bacterianas e 188 de
fungos. Enquanto o nimero de isolados do Convento de S&o Francisco o foi de, 49 fungicos,
51 bactérias, 5 taxons (género e espécie) de cianobactéria e 4 taxons (género e espécie) de
microalgas. O género Aspergillus foi que apresentou maior diversidade nos dois monumentos.
Dos fungos isolados as espécies Syncephalastrum racemosu, Lichtheimia hyalospora,
Phenerochaete chrysosporiu e Aspergillus allahabadii até 0 momento sdo os primeiros relatos
dessas cepas em azulejos vitrificados portugueses. A partir da composicdo mineralégica dos
azulejos foi possivel confirmar diferencas cronoldgicas, confirmando que os azulejos do
Convento de S. Francisco sdo 0s mais antigos. Os pontos dos paineis externos ou internos
mais deteriorados foram 0s que maior apresentaram unidades formadores de coldnia e n° de
isolados, 0 que pode ser verificado atraves das imagens do MEV e da coloracdo com
calcofluor a presenca de estruturas microbianas entre o vitrificado e o corpo cerdmico. Diante
do exposto foi possivel verificar que os painéis estudados requerem medidas de conservacao
para conter possiveis dados causados pela biodeterioragdo microbiana.

Palavras chaves: Biodeterioragéo; micro-organismos; azulejos.



ABSTRACT

According to Simoes, Brazil is considered one of the most representative regions of buildings
with internal and external facades of tile panels in the world. They are a valuable cultural
heritage for the population, but they are works of art that are constantly exposed to
environmental factors, especially those of biological origin that can lead to biodeterioration.
Microorganisms are one of the main agents involved in the process of biodeterioration of
cultural heritage. The objective of this research was to investigate the presence of microbial
communities on the 16th and 19th century tile panel surfaces integrated with historical
monuments in the cities Recife and Olinda, so far this is the first scientific work in the country
that explored microbial diversity (fungi, bacteria, cyanobacteria and microalgae) in
Portuguese tiles in Brazil. Two collections were performed at different times, the first was on
the nineteenth-century external tiled facade of the Pernambuco Academy of Letters (APL) in
December 2015. The second was on the seventeenth-century inner tiled facade of the Séo
Francisco Convent in January. 2019. To obtain the samples, surface scrapes were made on the
panels. Then, the collected materials were suspended (0.1g in 5mL of distilled water). For
microbial isolation, the Spread Plate technique was adopted using the following culture
media; BDA, MEA, PGRBA, MH, R2 and TSA, and no other microbial biodeterioration work
using a variety of culture media such as this one has been seen in the literature. The
identification of the microbial population was by classical taxonomy, DNA extraction and
proteomic analysis. And fragments of the tiles were analyzed by scanning electron
microscope (SEM) and stained with calcoflur. There was no significant difference between
the culture media used, but we suggest the use of specific culture media, two for fungi (MEA
and PGRBA) and two for bacteria (TSA and R2), one rich and the other poor in nutrients. The
isolated microbial diversity in the APL was 175 bacterial strains and 188 fungal strains. While
the number of isolates from the Convent of Sdo Francisco was 49 fungal, 51 bacteria, 5
cyanobacterial taxa (genus and species) and 4 microalgae taxa (genus and species). The genus
Aspergillus presented the highest diversity in both monuments. Of the isolated fungi
Syncephalastrum racemosu, Lichtheimia hyalospora, Phenerochaete chrysosporiu and
Aspergillus allahabadii so far are the first reports of these strains in Portuguese glazed tiles.
The points of the most deteriorated external or internal panels showed the highest colony
forming units and number of isolates, which can be verified by SEM images and calcoflur
staining the presence of microbial structures between the vitrified and the ceramic body. .
Given the above it was possible to verify that the studied panels require conservation
measures to contain possible data caused by microbial biodeterioration.

Key-words: Biodeterioration; microorganisms; tiles.
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1 INTRODUCAO

O patriménio cultural brasileiro possui inimeros exemplares de importancia mundial
desde bens imdveis e integrados, moveis e imateriais. Os painéis de azulejos brasileiros sdo
bens arquitetdnicos integrados as paredes de alguns monumentos historicos, tais como
conventos, igrejas, casardes, jardins, parques e outros, fazem parte do patriménio do pais.
Mas, esse acervo vem se perdendo em consequéncia da deterioracdo natural e da acdo do
homem (Machado, 2009; Lima et. al., 2012).

A deterioracdo causa modificacbes indesejadas oriundas de agbes antropogénicas e/ou
pela influéncia das condigdes ambientais, ambos causam processos de degradacdo. As
alteracdes provocadas pelos organismos vivos, principalmente pelos micro-organismos, sdo
chamadas de biodeterioracdo. As acbes provocadas pela atividade metabdlica dos micro-
organismos podem causar alteracbes na composi¢do fisico-quimica dos azulejos e
consequentemente efeitos estéticos indesejaveis ou a pecar da pec¢a (Sanjad 2002; Caldeira et.
al., 2015).

A colonizacdo microbiana dos painéis de azulejos esta relacionada aos processos de
biorreceptividade entre o substrato e os micro-organismos, além das interacdes entre a
comunidade microbiana, presente no biofilme, que por sua vez sofrem influencia direta dos
fatores ambientais. Essa relacdo ecoldgica entre o material e 0s organismos colonizadores
estabelece condicBes para ancoragem, desenvolvimento e multiplicacdo dos micro-

organismos (Guillitte,1995).

O importante papel dos organismos é bem estabelecido na biodeterioracdo de materiais de
construgdo do patriménio cultural. E importante investigar os processos metabélicos que os
micro-organismos realizam na degradacgéo, apesar da sua importancia cultural poucos estudos
tém sido realizados com foco na identificagdo da colonizagdo de microbiana em painéis
azulejos, em comparacdo com o0s estudos de monumentos feitos de pedra (Coutinho et. al.,
2015).

Pernambuco é dos estados que possui um acervo azulejar reconhecido nacionalmente e
internacionalmente. E possivel encontrar na regifo azulejos dos séculos XVI, XVII, XVIII e
XIX oriundos principalmente de Portugal, mas também de outros locais como, Franca,
Holanda e Espanha (Sylvia e Cruz, 2002).
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Neste contexto, 0 presente projeto investigou as comunidades de micro-organismos em
paineis de azulejos dos séculos XVI e XIX, integrados a monumentos histdricos
Pernambucanos. O acervo azulejar do século VXI faz parte da arquitetura interna do
Convento Sdo Francisco em Olinda. Enquanto o acervo, do século XIX estd integrado a
fachada externa da Academia Pernambucana de Letras, Recife. Sendo assim, a partir dos
resultados apresentados espera-se contribuir para futuras atividades de preservacdo aos

acervos azulejares.



20

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PATRIMONIO CULTURAL BRASILEIRO

O patriménio representa um conjunto de bens materiais e imateriais que compendiam
a heranca da humanidade. Reconhecidos de acordo com sua ancestralidade, importancia
historica e cultura de uma regido (pais, localidade ou comunidade) adquirem um valor unico
(Quintas, 2013; Siviero, 2015). Assim, de acordo com sua particularidade e significativa
forma de expressdo cultural, é classificada como patriménio cultural, determinando-se sua
salvaguarda, para garantir a continuidade e preservacdo. Com a intencdo de assegurar, para as
geracOes futuras conhecer seu passado, suas tradicdes, sua histdria, os costumes, a cultura,
a identidade de seu povo (Braga, 2003; Suchodolski, 2016).

A Constituicdo Federal de 1988, em seu Artigo 216, ampliou o conceito de patrimonio
estabelecido pelo Decreto-lei n° 25, de 30 de novembro de 1937, substituindo a nominacgéo
Patrimdnio Historico e Artistico, por Patriménio Cultural Brasileiro. Essa alteracdo
incorporou o conceito de referéncia cultural e a definicdo dos bens passiveis de

reconhecimento, sobretudo os de carater imaterial (IPHAN, 2014).

Os dois caminhos principais para a preservacdo sdo via a educacao, ou seja, todas as
atividades governamentais e ndo governamentais que visam a conscientizacdo das
comunidades, direcionando-as ao conhecimento de si mesmo e de seus valores como um todo
e pelo tombamento — acdo do Estado que é regida pelo Decreto Lei 25/37, que normatiza a

acao de protecéo.

O 6rgao nacional federal encarregado de promover a protecdo patrimonial € o Instituto
do Patrimbnio Historico e Artistico Nacional (IPHAN), ha também os érgdos_estaduais:
Secretaria de Estado da Cultura, através do Conselho do Patrimdnio Histdrico, Artistico e
Natural. Municipais: Secretarias da Cultura e Conselhos de Defesa do Patrimdnio Cultural.
Policia Federal: DELEMAPH’s — Delegacias de repressao aos crimes ambientais e contra o
patrimdnio histérico, DMAPH — Divisdo de repressao aos crimes ambientais e contra o
patriménio histdérico (Fernandes, 2015). Os danos e ameagas ao Patriménio Cultural serdo
punidos, na forma da Lei, como também do proprio art. 225 3°, da Constituicdo Federal
(Junior, 2013).
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Os tesouros do patriménio cultural brasileiro ap6s o decreto de 1937 entendem-se
como: bens imdveis e integrados (casarGes, igrejas, casas, pragas € outros), conjuntos
historicos (urbanos e sitios de valor historico, paisagistico, artisticos, arqueoldgico,
paleontologico, ecolégico e cientifico), bens mdveis (pinturas; esculturas, livros,
fotografias, artesanato, dentre outros). Nos bens imateriais considera-se a literatura, a masica,
a linguagem, manifestacGes populares, cultos, tradi¢Ges, criacbes cientificas e tecnoldgicas
(IPHAN, 2014; Almeida, 2014) enquanto o patriménio mundial é aquele reconhecido
pela Organizacdo das NacGes Unidas para a Educacdo, Ciéncia e Cultura (UNESCO) como
tendo importancia mundial para a preservacdo dos patrimdnios histéricos e naturais de

diversos paises (Moura, 2016).

Para atender a diversidade patrimonial e seus novos conceitos o IPHAN criou 0s
inventarios de conhecimento que se tornaram um instrumento fundamental para o
reconhecimento do nosso patriménio (Almeida, 2014). No caso do patrimoénio azulejar, objeto

da presente pesquisa, sendo incorporados ao patriménio de bens imdveis e integrados.

O IPHAN através de edital publico criou o emblema representativo do Patriménio
Cultural Brasileiro que devera ser usado em todos os bens considerados patrimoénio nacional,

criando, assim uma identidade visual unica (Rodrigues, 2017), ver figura 1.

Figura 1. Emblema configurativo do Patriménio
Cultural Brasileiro.

%%
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PATRIMONIO CULTURAL
BRASILEIRO

Fonte: Rodrigues, 2017.

Embora a legislacdo brasileira sobre a preservacdo do patriménio cultural seja bastante

extensa, ainda ndo é possivel afirmar que ele esta protegido (Almeida, 2014).

Inimeros sdo os patriménios culturais que se encontram ameagados ou em risco de

desaparecimento por motivos relacionados a conflitos politicos; questdes étnicas e religiosas;
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trafico ilicito e negligéncia; contaminacdo pelo turismo massivo e mal organizado;
expansdo dos centros urbanos e falta de recursos financeiros para protegé-los e questdes de
intempeéries, tais problemas, contribuem para a deterioracdo do Patrimonio Cultural Brasileiro
(Zanirato, 2010; Correia, 2016).

Outro problema de nossa cultura encontra-se no fato de que sabemos pouco da sua rica
variedade. O primeiro passo para conhecé-la estd em preservar e recuperar 0S nossos bens
materiais e imateriais (Weffort et al., 2001). A identidade cultural de cada bem é constituida

em base do legado recebido de geracdo a geracao (Quintas, 2013).

Nesse sentido é indiscutivel a necessidade de politicas publicas efetivas ao combate as
ameacas ao patriménio cultural brasileiro, desde aplicacdo das penalidades estabelecidas nas
leis existentes passando pela a elaboracdo de novas regras, maior incentivo financeiro as
instituicdes responsaveis pela gestdo do patriménio e apoio ao desenvolvimento e aplicacdo
de pesquisas multidisciplinares na area.

2.1.2 Deterioragdo do patrimonio cultural - bens imdveis e integrados

O patriménio cultural, em especial os monumentos histéricos (bens imdveis) sao
constituidos por diversos tipos de matérias-primas tais como; madeira, barro, tijolos, pedras
naturais e artificiais. Varios monumentos historicos apresentam pecas permanentes também
chamados de bens integrados, encontrados em seus ambientes internos ou externos. S&o
considerados bens integrados como; fontes, chafarizes, arco-cruzeiros, talhas de forros,

pinturas no teto, painéis de azulejos e dentre outros (IPHAN, 2014).

Os bens imdveis assim como 0s bens integrados sdo construgdes em contato com o
meio ambiente e sua durabilidade, vai depender das condi¢fes de conservacdo e das
interacdes com os agentes de deterioracdo. Os agentes de deterioracdo incluem parametros
ambientais como o uso da construcdo, radiacdo, temperatura, agua, umidade, poluicéo

antropogénica e os seres vivos (Shirakawa et. al., 2008; Lutterbach et al., 2013).

Tradicionalmente a deterioracdo dos monumentos histdricos era atribuida apenas aos
agentes fisicos e quimicos. Com o avanco das pesquisas foi visto que a deterioracdo de um
bem construido (imovel e/ou integrado) € consequéncia da acdo em conjunta dos agentes

fisicos, quimicos e biolégico. Embora os estudos voltados para area da biodeterioracdo por
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micro-organismos sejam relativamente novos, ha relatos da acdo microbiana no
ambiente construido chamada de "leprosias" vermelhas e verdes presentes nas paredes das
casas foram descrito na biblia, por exemplo, Leviticus Cap. 14, v. 36 (Sterflinger et al., 2013).
A degradacdo biologica ou também chamada de biodeterioracdo é estritamente associada a
processos quimicos e fisicos. Os processos bioquimicos e biofisicos de degradacdo incluem a
acdo direta e indireta de organismos que modificam as propriedades, estabilidade dos
materiais e causam efeitos estéticos indesejaveis aos monumentos historicos e obras de arte
(Resende et al., 2008; Dakal e Cemeotra, 2012).

S&o inumeras as contribuicGes bioldgicas no arruinamento das construcdes antigas.
Arbustos crescem nas paredes e nos beirais, trepadeiras estendem-se nos telhados e
dependuram-se nas cimalhas®, formando enormes cortinas verdes, vegetacdes de médio porte
como embaubeira, sdo encontradas nas coberturas de casarfes. As raizes dessas vegetacoes
penetram pelas paredes provocando rachaduras e até desabamento de partes da estrutura do
imovel (Lima, 2012).

Independente da matéria-prima que estrutura 0 monumento (madeira, barro, tijolos,
pedras naturais e artificiais) assim como o tipo de material que compde 0s seus revestimentos,
estes podem ser colonizados por plantas avasculares, superiores, insetos, liquens e biofilmes
microbianos (Fazio et al., 2015; Isola et al., 2016). Segundo Werneck (2010), 100% das
edificacBes brasileiras de relevancia histérica, principalmente igrejas e casarfes, estdo
ameagados por cupins, tragas, brocas e micro-organismos. Se ndo forem tomadas medidas
urgentes de acordo com o autor citado, o Brasil perderd, no maximo em 50 anos, 0S acervos

dos séculos XVII, VXIII e XIX, que guardam a memdoria e atraem turismo.

A biodeterioracdo microbiana é considerada como um dos agentes mais importantes
na deterioracdo dos monumentos culturais devido & corrosdo acida, degradagdo enzimatica e
ataque mecanico aos materiais (Sterflinger et al., 2018; Steiger et al. 2011; Ettenauer et al.,
2010). Para tanto alguns parametros especificos dos materiais como, composi¢ao, porosidade
e permeabilidade, e as condi¢Bes ambientais do conjunto arquitetdnico ao qual estdo expostos,
sdo os fatores que determinardo a taxa de ataque de biodeterioracdo por micro-organismos
(Bonieck, et. al., 2017). Entre os micro-organismos que participam da degradacéo estdo as
bactérias quimilitroficas e quimiorganotréficas, actinobactérias, cianobactérias, algas, fungos

filamentosos e leveduras (Gaylarde et al., 2016).

1CIMALHAS: moldura saliente que remata a parte superior da fachada de um edificio, ocultando o
telhado e impedindo que as dguas escorram pela parede.



24

2.2 A ARTE DOS AZULEJOS

A palavra azulejo, confundida com termo “ladrilho”, do qual, em muitos textos antigos
e contemporaneos é sinbnimo, embora seja uma palavra portuguesa e castelhana, € originada
do arabe azuleych, que significa pequena pedra cintilante; € tipo de ceramica considerado uma
peca de rara beleza, cheios de detalhes e influéncias artisticas. Revestindo as paredes de areas
externas e internas dos mais diferentes ambientes, tais como, residéncias, museus, igrejas,
conventos, palécios, cemitérios, pontos comerciais, jardins e dentre outros (Barata, 1995;
IPHAN, 2008).

A variedade de cores, lustros e iconografia desses elementos ceramicos torna seu uso
associado a uma intencdo estética, o que explica o valor artistico e historico das pequenas
pedras cintilantes. Assim, a sua aplicacdo em revestimentos vai muito além das propriedades
praticas, como resisténcia mecanica, impermeabilidade, durabilidade e limpeza (Alcantara,
1980; Filho, 2010; Lima et al., 2012).

Os azulejos apresentam pouca espessura e basicamente duas faces, uma chamada de
biscoito ou chacota. A outra face é a vidrada ou vitrificada, resultado da cozedura de um
revestimento geralmente denominado esmalte, que se torna impermeéavel e brilhante. Esta face

pode ser lisa ou com relevo (figura 2).

Figura 2. Faces do azulejo. (A) face vitrificada (B) face chamada de chacota (C)
vitrificado liso e (D) vitrificado em relevo.
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Os azulejos sugiram no antigo Egito por volta de 3000 A.C depois se espalhou para o
Oriente e em seguida para Europa. No final do século VI esse material foi introduzido na
Europa, com a chegada dos arabes na Peninsula Ibérica, os azulejos difundiram-se para

Espanha, Portugal, Holanda e mais tarde no Brasil (EI Nouhy , 2013).

Esta arte chegou ao Brasil em grande escala em 1620, principalmente no nordeste, no
periodo em que fora colbnia portuguesa o que proporcionou dentre outros aspectos uma
importacdo extraordinaria de azulejos (Costa Junior, 1980 ; Dugnani, 2000). Além do cunho
decorativo de embelezar o imdvel, o azulejo tinha ainda a funcdo utilitaria de proteger contra
a umidade caracteristica do clima tropical de nosso pais. A umidade agravada pela salinidade
existente nas cidades litoraneas ou situada as margens de rios. Tanto assim que aquelas que
mais receberam fachadas azulejares foi as que apresentavam uma ou mesmo as duas
caracteristicas geograficas: Belém - PA; Séo Luis - MA; Recife e Olinda - PE; Rio de Janeiro
- RJ e Porto Alegre - RS. Nestas encontram-se os maiores e mais significativos acervos de
azulejos historicos do Brasil (Cavalcante, 2002).

Dentre os quais os mais belos sdo os tricolores em amarelos, azul e branco —
caracteristicos do século VXII- com ornamentacdo geométrica, os temas dos desenhos no
vitrificado apresentavam motivos florais estilizados, cenas de caga, do cotidiano, cenas
mitoldgicas e biblicas. Existem também no Brasil azulejos de origem espanhola, holandesa,

alemad e francesa (Machado, 2009).

2.1.2 O acervo azulejar Pernambucano

Segundo Santos Simdes 1965, um dos mais importantes especialistas em azulejaria no
mundo, Pernambuco foi, talvez, a primeira regido brasileira no sentindo mais profundo da
palavra: aquela onde pela primeira vez se pelejou por uma independéncia, sendo assim,
considerado que ¢ neste estado que o azulejo se “nacionaliza brasileiro”. O patrimdénio
azulejar Pernambucano é dotado de extrema riqueza, possui pecas de origem portuguesa,
holandesa, francesa e inglesa, distribuidos na Regido Metropolitana, Zona da Mata e Agreste.
Nas cidades de Recife e Olinda é possivel encontrar fachas de azulejos de todas as

nacionalidades citadas anteriormente (Cavalcante, 2002; Sylvia e Cruz, 2002).
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Os azulejos eram considerados pecas artesanais simples, com 0 tempo passaram por
varias transformagdes principalmente entre os séculos XIX e XX. Popularizou-se quando
calharam a ser utilizado no revestimento das fachadas de outras edificacdes, além de igrejas,
conventos e ambientes nobres (Cavalcante, 2002). Porém houve um periodo, na cidade do
Recife, que foi proibido seu uso em fachadas, chegando até serem considerados
nacionalmente uma arte menor, o que levou quase a extin¢do de sua producdo. Atualmente

sdo consideradas pecas artisticas de grande valor historico-cultural (Junior, 1979).

Mas apesar de sua relevancia, muitos dos patrimonios azulejares brasileiros
encontram-se deteriorados. Em consequéncia da falta de manutencdo das pecas, exposi¢ao aos
intemperes ambientais, abandonado do poder publico e/ou dos proprietarios. Mesmo
existindo Leis, em nivel federal, estadual e municipal. Como por exemplo, a Constituicdo
Federal, no seu artigo 216, inciso primeiro: “o poder publico, com a colaboragdo da
comunidade, promovera e protegerad o patriménio cultural brasileiro, por meio de inventarios,
registros, vigilancia, tombamento e desapropriagéo, e de outras formas de acautelamento e

preservacdo” (Romani, 2011; Sylvia, 2006).

Em muitos casos ndo ha o cumprimento da Lei, além do que falta uma politica
nacional efetiva que consigam driblar os entraves, que comeg¢a com auséncia de um
orcamento adequado para 0s organismos responsaveis pela preservacdo poderem aturar.
Infelizmente Pernambuco é um dos locais em o0s acervos de azulejaria estdo relegados ao
abandono, quando ndo, depredados e saqueados, o que coloca em vias de extin¢do (Alcantara,
2001; Romani, 2011).

De acordo com o artigo terceiro da Carta Internacional sobre a Conservacdo e o
Restauro de Monumentos e Sitios, “A conservacao ¢ o restauro dos monumentos t€ém como
objetivo salvaguardar tanto a obra de arte como as respectivas evidéncias historicas.” (Carta
de Veneza, 1964). Portanto, seguindo os preceitos da Carta de Veneza, todos aqueles que
estdo encarregados de sua protecdo — organizagbes publicas e/ou privadas - tém a
responsabilidade de transmitir para as geragdes futuras essa nobre heranca (Reys et. al.,
2008).

As cidades de Recife, Olinda e Jaboatdo dos Guararapes sdo os locais com a maior
quantidade de edificacbes com azulejos de grande valor histérico-cultural no Estado. Sao
encontrados principalmente na arquitetura religiosa e civil, como os observados; Em Recife

(na Capela Dourada, no Convento Franciscano, Igreja da Ordem Terceira do Carmo, Paroquia
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Anglicana do Bom Samaritano, Academia Pernambucana de Letras e outros) Olinda
(Convento Séao Francisco, Igreja Nossa Senhora das Neves Seminério de Olinda, Igreja Nossa
Senhora do Amparo e etc) Jaboatdo dos Guararapes (Igreja Nossa Senhora dos Prazeres e
Igreja Nossa Senhora da Piedade, Parque Histdrico Nacional dos Guararapes dentre outros)
(Romani, 2011; Sylvia, 2001 e 2006).

2.1.2.1 Academia Pernambucana de Letras (APL)

Fundada em 26 de janeiro de 1901, no Recife, por Joaquim Maria Carneiro Vilela e
outros escritores pernambucanos da época, a academia passou a ocupar o prédio em 1966,
apos este ser desapropriado pelo governo do estado e cedido para a APL. E uma instituicio
civil, de utilidade publica, entre seus membros, destacaram-se Ariano Suassuna, Jodo Cabral
de Melo Neto e Gilberto Freyre. Sendo a terceira academia de letras fundada no Brasil, a
primeira foi a do Ceard, criada em 1894, trés anos antes da Academia Brasileira de Letras
(1897). E um monumento tombado desde 1968, pelo Instituto do Patrimdnio Historico e
Artistico Nacional- IPHAN (Quintas, 2013; Suchodolski, 2016).

A APL localizada no bairro das Gragas, possui em seu entono varias espécies arboreas
(palmeiras imperiais, macaibas, pau-brasil, goiabeira, jua, jasmim e outras), proximo ao Rio
Capibaribe e possui um intenso fluxo diéario de veiculos. O solar ou também chamado de
vivenda foi construido em 1870, pelo comerciante portugués Jodo José Rodrigues Mendes,
que ao receber o titulo nobilidrquico ficou conhecido como Bardo Rodrigues Mendes (ver

figura 3).

O prédio possui painéis de azulejos portugueses de autoria desconhecida datados do
século XX, que revestem as fachadas oeste, sul e leste, numa extensdo de 143 m2. As portas e
janelas sdo em arco ver pleno. O piso, em mosaico inglés de retangulos coloridos, exibe
originais desenhos da segunda metade do século 19, apresenta também lustres franceses e
demais ornamentos. Segundo o pesquisador Alberto Jos¢ de Souza ¢ “o casardo do Bardo
Rodrigues Mendes (Figura 3), trata-se de um testemunho da arquitetura classica imperial, o
mais perfeito exemplar de resisténcia que o classicismo do império legou ao pais, uma joia da

arquitetura classicista doméstica mundial” (Passos, 2015).
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Figura 3. Casardo Rodrigues de Mendes século XIX (A), Sede da Academia
Pernambucana de Letras século XXI (B e C) e detalhe do painel azulejar (E).

T I S

Fonte: éoogleimagens (A, B e C), Autora (E), 2018.

2.1.2.2 Convento Sao Francisco de Olinda

O convento de Sdo Francisco é parte de um conjunto arquitetbnico catdlico de
excepcional importancia. Com uma érea total construida de 6.294 m2, o Convento de S&o
Francisco de Olinda esta distribuido em trés blocos (Figura 4). A primeira é a Igreja de Nossa
Senhora das Neves, Capela de Sdo Roque, em vermelho, a segunda seria a area conventual
que pode ser subdividida entre aquela que envolve o claustro, sacristia e varanda, destacado
em azul e a nova portaria, em verde. Por fim, o espaco da Ordem Terceira, em amarelo
(Costa, 2017; Iphan, 2010).

A construcdo inicial desse conjunto religioso deu-se com a chegada da ordem
franciscana no Brasil, datada de 1540, com projeto de autoria do frei Francisco dos Santos,
chegando a se constituir o exemplar franciscano mais antigo do pais. O terreno doado
constituia uma colina com relevo acidentado em direcdo ao litoral — situacdo que demandou
aterros e construcdo de muros de arrimo para aplainar a area de implantagdo do conjunto.
(Iphan, 2010).

A igreja e convento foram tomados pelos holandeses no ano de 1630, e, no ano
seguinte, o conjunto foi destruido no incéndio, ficando abandonado por muito tempo. Em
1654 o local foi reocupado e reconstruido de forma com o convento da cidade vizinha de
Igarassu (Figura 5 a,b e ¢).
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Figura 4. Planta do convento de Sdo Francisco de Olinda com os blocos da igreja
(Vermelho), claustro (Azul), portaria nova (Verde) e da Ordem Terceira (amarelo)
(elaboragdo prdpria). Versdo digital a partir de planta de abril de 1974. Sem escala

Fonte: Costa, 2017.

Apos um periodo de ampliacGes e reformas, o templo franciscano inicia uma fase de
abandono e decadéncia, especialmente registrada em fins do século XIX, associada a
determinacdo do Império Brasileiro de proibir a admissdo de novigos e conventos. No
entanto, no inicio do século XX, a ordem franciscana retorna ao Brasil, dando sequéncia as
interacfes de melhoria e ampliagio no monumento. Em 1945, s&o executadas obras na
cobertura do torredo, onde se localiza a biblioteca e, posteriormente, entre 0s anos de 1952 e

1956 uma nova intervencéo é realizada (JCOnline, 2018).

O claustro e a sacristia sdo famosos pela série de painéis de azulejos portugueses do
século XVIII, com cenas diversas. Na igreja, na sacristia e na capela chama a atencao o rico
trabalho de talha em madeira do teto, com caixotdes contendo pinturas do século XVIII que
relatam a vida de S8o Francisco de Assis. No corredor que liga o claustro a sacristia (Figura
5d),0s azulejos retratam cenas profanas compostas por fidalgos, pescadores, rebanhos,
cacadores, casais, criancas, navios, entre outras. (Cavalcanti, 2006).

Os painéis de azulejos mais antigos de todo o conjunto sdo os que se localizam na
Capela do Capitulo e Escadaria (Figura 5e,f). Sdo provavelmente do periodo do periodo da
construcdo do Convento. Estes podem ser descritos como azulejos do tipo massaroca de
repeticdo (Simdes, 1965, p. 77) nas cores azul e amarelo, sobre fundo branco com 99
desenhos do tipo tapecaria.
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Figura 5.Vila de Olinda (Pernambuco) apés o incéndio de 1631, desenho de Frans Post
no livro de Gaspar Baerleus (A), em detalhe o Convento Franciscano de Olinda (B), Vista
da fachada da frente do Convento (C), painel de azulejos portugueses séc. VXI situados
no corredor (D), Capela Capitulo e Escadaria (E e F), respectivamente.

N

Fonte: Zanchetl; Loretto; Moreira; Tinoco, 2011; Google imagens; Autora.

Capela do Capitulo é bastante exaltada, por ter sido o Unico ambiente que sobreviveu
intacto ao incéndio ocorrido em 1631, ja referido, causado pelos invasores holandeses. Hoje,
esses azulejos encontram-se bem desgastados, apresentando em grande parte perda do
vitrificado e rachaduras, (Silva & Muniz, 2018). O mosteiro tem ainda uma biblioteca com
um precioso acervo de obras raras, e nele foi instalada a primeira biblioteca publica de

Pernambuco.
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Diante do exposto, constata-se que o conjunto franciscano, alem da bela composi¢éo
arquiteténica, dispde de um rico acervo de bens moveis integrados, que agregam valor
artistico e historico ao monumento. Atualmente, o convento tem abrigado o curso de Teologia
do Instituto Franciscano de Teologia de Olinda (IFTO) e foi incluido no rol dos monumentos
do Centro Histérico de Olinda, tombado pela UNESCO como Patriménio da Humanidade
(Iphan, 2010).

2.3 AZULEJOLOGIA

A azulejologia termo utilizado por Santos Simfes aborda o estudo da azulejaria,
embora constitua ramo independente da cerdmica, estd ligado a ela por terem sido
inicialmente produzidos pela mesma matéria prima, e a partir do século XIX tornou-se peca

de fabricacdo a parte da ceramica (Alcantara, 1980).

As formas de producdo dos azulejos apresentam trés tipos: artesanal-producédo
conhecida desde os primdrdios até os séculos XV1, manufatureira- utilizada no século XVII e
industrial de tipo moderna, que inicio no século XVIII popularizando-se no século XIX
(Alcéantara, 1980; Simdes, 1965).

Os azulejos artesanais e manufatureiros séo considerados de qualidade inferior, nos
quais ndo havia na época cuidados na fabricacdo das pecas ceramicas, desde escolha da argila,
a temperatura de cozimento baixa, acabamento final e dentre outros aspectos, gerando pecas
ceramicas mais porosas. Contudo as inovagOes tecnoldgicas advindas com a Revolucdo
Industrial transformaram o processo de fabricacdo dos azulejos. Os azulejos fabricados nessa
época tém como caracteristica a melhoria da argila etilizada (base ceramica de cor branca) é

aparentemente menos porosa e mais resistente do que a de azulejos antigos (Sanjad, 2002).

Acredita-se que os azulejos antigos do século XVI e século XVII sdo mais vulneraveis
a biodeterioracdo microbiana em virtude da baixa qualidade de producgéo, enquanto as pecas
ceramicas produzidas apos a evolucdo tecnoldgica sdo mais resistentes a patologias (Sanjad,
2002; Oliveira, 2001).
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2.3.1 Producao dos azulejos

O azulejo denominado um produto especial da arte do barro cozido, no formato de
placa de forma regular (quadrada, retangular ou poligonal) apresentada na figura 6, com
espessura e tamanho variaveis, destinado ao revestimento de paredes. E constituido por duas
faces: uma externa, vitrificada e decorativa; a outra, em barro, constitui a chacota (face interna
do azulejo, que fica em contato com a superficie sobre a qual € assentado), também chamado
de biscoito ou tardoz. Porém quando o azulejo passa a ser um bem integrado arquitetonico,
ele adquire outros trés integrantes, o suporte onde vai ser inserido, a argamassa e o rejunte que
serdo utilizados no seu assentamento, formando dessa maneira um corpo Unico constituido
por diferentes materiais (Sandaj, 2002; Machado, 2003).

A sua producdo envolve varias etapas, comecando com a preparacdo da pasta
ceramica, secagem, queima de corpo ceramico, vidrado e segunda queima do esmalte
(Andrade, 1995).

Figura 6. Diferentes formatos de azulejos. (A) Quadrado e (B) Poligonal

%; c_\iﬂ)\} ik ? o

Fonte: Cavalcante, 2001. Fonte: Elias, 2014.

2.3.1.1 Corpo do azulejo

Inicialmente o azulejo € constituido por argila que apresente entre 45 a 50 % de
umidade. Para ser utilizada na ceramica deve se acompanhada de outros materiais
antiplasticos e fundentes, denominados de pasta ceramica. A pasta ceramica em geral tém
70% de substancias plasticas e 30% de antiplasticas, os elementos mais frequentes
independente do tipo da argila sdo oxigénio, silicio, ferro, magnesio, potassio e sodio,
destacando-se a silica (SiO2) e a alumina (Al203) (Andrade, 1995; Sandaj, 2001). Durante o
preparo a pasta é bem amassada para evitar bolhas de ar, cuja presenga provoca fraturas na

hora da queima. Depois de bem amassado, € recortada num tamanho maior do que o desejado,
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para que depois da retracdo prevista, 0 tamanho do azulejo seja o esperado. A secagem deve
ser lenta, num local que ndo sofra variagdo térmica, livre do sol e correntes de ar. A argila
deve esta totalmente seca para a cozedura (700° a 1400° C), pois a existéncia de umidade no
seu interior provocara quebras durante o processo, depois de ir ao formo a argila passa ser

chamada de biscoito ou chacota (Machado, 2003).

2.3.1.2 Revestimento vidrado

Ap0s a preparacao da chacota, tem inicio o vitrificado. Trata-se de substancia morfa,
que cobre o corpo ceramico sob a forma de camadas vitrias e tem um ponto de fusdo mais
baixo que o corpo do azulejo, é obtido a uma temperatura de 900°. Além de fazer parte
integrante da decoracdo da peca, torna a superficie cerdmica mais impermeavel e dura,
protegendo-a contra as sujidades organicas e inorganicas. E constituido por compostos de
metais, tais como: sédio, potassio, calcio e chumbo, com pequenas quantidades de 6xidos de
estanho, magnésio, zinco e bario (Machado, 2003). Se ndo houver uma boa adesdo entre o
vidrado e a chacota, umidade e os sais podem provocar microclimas favoraveis a adesdo de

micro-organismos e outros organismos.

Existem varios processos de preparacdo do vidrado, mas apenas os vidrados crus e
’fritas, se destacam ao longo do tempo. Nos vidrados crus, os componentes sdo moidos
normalmente em moinhos de bolas, e depois misturados com agua. Esta mistura € aplicada
sobre a chacota ou sobre o vidrado de base. Nos vidrados fritas, os componentes sofrem
fusdo conjunta, normalmente dentro de um cadinho refratario, o qual deve conter os
componentes crus ja misturados e moidos. Depois da fusdo, é necessario retirar a frita do
cadinho antes do resfriamento. As fritas ttm a vantagem de serem menos toxicos devido as

interacOes ocorridas entre os 0xidos metalicos e os componentes de silicio (Machado, 2003).

Em geral os vidrados se apresentam claros e translicidos, podendo também atingir a
cor amarelada devido ao acido bérico. Os vidrados opacos séo obtidos através da adicdo de
oxido de estanho, ou pela adi¢cdo de 0xido de zircénio e de titanio. A coloracdo dos vidrados
pode ser obtida com Oxidos de metais de transicdo, como por exemplo, com o Oxido de
cobalto produz a coloragdo azul; 6xido de cromo coloracdo verde opaco, o 6xido de cobre a
coloracdo pode variar desde o verde luminoso ao vermelho, o oxido de ferro pode originar um
agama de cores, entre amarelo a castanho vermelhado. As misturas de varios compostos de

Oxidos de metal podem dar origem a diversas cores. Apés a aplicagdo do vidrado tem inicio a
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transferéncia do desenho para o azulejo. Depois de pintados sdo levados novamente ao forno
para a total fixacdo do vidrado e da pintura (Machado, 2003).

Independente da técnica aplicada na fabricacdo dos azulejos, estes podem sofre danos
por patologias que levam a deterioracdo das pecas, como em outros materiais de construcéo as
caracteristicas do substrato como: composi¢cdo, porosidade, rugosidade e mineralogia da
superficie sdo fatores importantes para determinar o grau de deterioracdo (Coutinho et. al.,
2015).

2.3.2 Patologias dos azulejos

Os painéis de azulejos, assim como outras pecas arquitetbnicas estdo expostos as
influencias ambientais que podem levar ao desenvolvimento de varias patologias que
ocasionam deterioracdo de tais pecas. A deterioracdo pode ocorre tdo lentamente que se torna
pouco perceptivel ao longo do tempo ou dependendo das condi¢Bes podem ocasionar a perda

ndo s6 do bem integrado como do monumento em si (Silva et al., 2013).

Em painéis externos a degradacdo se deve principalmente a acdo do sol, chuva, 0s
efeitos dos raios ultravioletas, as mudancas climaticas com variagdes bruscas de temperatura,
e precipitagOes de chuvas, correntes de ar, a grande acumulagdo de umidade no solo e no ar
enquanto dentro dos edificios, umidade, infiltracGes e o vapor ascendente através do sistema
poroso do corpo ceramico (Lima, 2012; Silva et al., 2013). Muitas vezes, as patologias que se
verificam nos revestimentos com azulejos sdo diretamente provocadas pelo mau estado de

conservacao da edificagdo onde estéo integrados (Silva et al., 2002; Aguiar, 2006).

Os principais danos verificados nos painéis azulejares é derivado basicamente de
situacGes como, os defeitos de origem ou adquiridos durante a produgdo, como por exemplo,
diferencas no coeficiente de retracdo do vidrado e do biscoito assim como a distribuicdo nao
homogenia do esmalte produz zonas com camadas de vidrado muito finas. Se ndo houver
uma boa adesdo entre o vidrado e o biscoito, torna-se muito fragil (Machado, 2009). Outros
danos observados sdo: assentamento deficiente; exposicdo aos fatores abioticos como a
umidade e sais; e aos bioldgicos e antropicos. Dependendo do tipo do fator gerador do dano,
estes podem acometer os azulejos em alteracdo cromatica, concrecdo, desagregacéo,
eflorescéncia, elementos espurios, esfoliacdo, craquelé, lacunas, manchas superficiais; perda

do vidrado, trinca, contaminagao sdo apresentadas na tabela 1 (Freitas, 2015).
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Tabela 1. Relacéo das principais patologias que podem ocorrer nos painéis de azulejos.

Alteracdo cromaética

Reacao quimica dos elementos constitutivos do
azulejo ou dos vernizes de protecao.

Desagregacéo

Eflorescéncia

Elementos espurios

Esfoliacdo

Craquelé

Lacuna

Manchas superficiais

Perda

Perda do vidrado

Trinca

Contaminacao

Reacdo fisica de esfacelamento e dissolucéo do
corpo ceramico e vidrado em decorréncia de
acoes fisico-quimicas deletérias. Muito comum
ao rodapé.

Depdsitos geralmente brancos e porosos, sobre o
corpo ceramico do azulejo.

Agressdo a estética do similar e aos materiais do
corpo ceramico, com o emprego de material
grosseiro na tentativa de reparo das pegas.

Desagregacgao com desprendimento de 1aminas.
(descamacéo) do vidrado e biscoito.

Microfissuras da superficie esmaltada,
geralmente com formato circular, ou espiral, ou

em forma de teia de aranha.

Area de perda total de um ou mais pecas de
azulejos.

Sujidades superficiais sem comprometimento do
COrpo ceramico.

Auséncia de uma das partes do azulejo.

Destacamento de parte ou totalidade do esmalte
do azulejo, sem afetar o corpo ceramico.

Fissura no corpo ceramico do azulejo.
Processo deletério de alteragdes fisico-quimicas

no vidrado e biscoito pela proliferacéo de
material bioldgico e quimico.

Fonte: Freitas, 2015.
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As paredes das construgdes antigas, que servem de suporte para os azulejos, sofrem
“stress” interno por receberem agua por ascensdo através de hidroscopia capilar, dissolvendo
sulfatos e sais soluveis ativando os ciclos i6nicos (cristalizacdo de sais). Estes sdo lavados
pela agua através da porosidade, circulando no interior da parede e com a evaporacéo da agua,
provocando o desenvolvimento dos cristais que criam tensdes internas. Como resultado dessas
reacOes, a perda da camada vitrea possibilita a infiltracdo de &gua pluviais, provocando
dilatacdes das particulas componentes e, consequentemente, o aumento e aceleracdo dos
danos (Esteves et al.,2016).

Além disso, o processo fisico-quimico desenvolvido pela presenca dos vapores de
agua e as reacdes ibnicas dos sais provocam uma espécie de troca osmotica por capilaridade
dos azulejos craquelados, destacando o vidrado e criando microclimas favoraveis a
contaminacdo bioldgica. A deterioracdo por contaminacdo € um processo que ocasiona
também modificag¢bes fisico-quimicas no biscoito e vidrado pela proliferacdo de estruturas
bioldgicas, principalmente microbianas que se alimentam de sujeiras organicas e silicatos do
corpo ceramico, provocando danos nos azulejos, podendo chegar a ser o principal causador de
patologias dentre os organismos vivos, ver as figuras 7 e 8 (Esteves et. al.; Braga, 2003;
Lima, 2012).

Figura 7. Distribuicéo das causas da deterioragdo do acervo azulejar

CAUSA DE DETERIORACAO

= INFILTRACAO
m VEGETAGAO
% MICROORGANISMO
= VANDALISMO
® INTEMPERIES

Fonte: Lima, 2012.
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Figura 8. Azulejos da APL danificados por patologias como: craquelé,
perda de vidrado e contaminagéo.

Legenda: Seta (A) Craquelé (B) Perda de vidrado e (C) contaminacao

Fonte: Autora, 2016.

As manifestacfes da acdo microbiologica correm principalmente entre o vitrificado e a
parte ceramica ('biscoito). O caminho de acesso dos micro-organismos a esta regido de
interface entre as duas camadas é o craquelé existente no vitrificado, que atravessa a se¢do
transversal do mesmo (Sanjad et al., 2009). Estes, juntamente com as juntas de qualquer
painel, representam pontos de entrada de contaminacdo é a entrada para a deterioracdo de
cada azulejo a parti do esmalte para o corpo da ceramica e até mesmo a argamassa (Coutinho,
2015).

A biodeterioragdo no patriménio azulejar por micro-organismos preocupa 0s técnicos
de conservagdo e restauro que buscam ajuda cientifica para solucionar os problemas de
preservacdo dos azulejos, visto que a contaminacdo microbiana ao substrato cerdmico é
resultado de processos complexos que necessitam do conhecimento de outras areas como da

microbiologia (Caldeira et. al., 2015).
2.4 A MICROBIOLOGIA NA CIENCIA DA CONSERVACAO

A responsabilidade de preservar o patriménio cultural tem dado lugar a busca
incessante de mecanismos mais eficientes para conservar o patrimdnio, com um enfoque
multidisciplinar e interdisciplinar, envolvendo profissionais ligados as areas da engenharia
dos materiais, arquitetura, quimica, fisica, biologia, historia, arqueologia, restauro e dentre
outras (Callol, 2013).
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As pesquisas cientificas relativas as questdes das &reas da conservagao e restauracao
visam apresentar respostas a problemas levantados pelos profissionais da area de conservagéo
e preservacao do patriménio historico artistico e cultural (Caldeira et al., 2015). Apresentando
respostas técnico-cientificas, sobre a composicdo dos materiais constitutivos, a tecnologia de
manufatura, o periodo histérico, o estado de conservacdo, bem como, o estudo da
biodeterioracdo do artefato, contribuindo para uma melhor abordagem a obra de arte (Zanatta
e Granato, 2016).

Os principais biodegradadores do patriménio histérico sdo os micro-organismos, logo para
combater esses organismos sdo necessarios 0s conhecimentos da microbiologia, ramo da Biologia que
estuda os seres microscopicos, como fungos e bactérias. As primeiras investigagdes sobre

microbiologia aplicadas a ciéncia da conservacao se iniciaram no século XX (Callol, 2013).

A biodeterioracdo ou microbiodeterioracdo causam diversos danos aos materiais, 0s
quais estdo sujeitos a decomposicdo por acdo de enzimas especificas e/ou acidos organicos,
ou outros metabolitos produzidos pelas comunidades microbianas (Urzi et al., 2007). A
ocorréncia de micro-organismos colonizadores de obras de arte pode causar diversas
patologias (Figura 7), incluindo desde danos estéticos e/ou danos estruturais, devido a
alteracdes fisicas e quimicas dos seus constituintes, e podendo também até ocasionar doencas

graves aos manipuladores (Capodicasa et al., 2010; Pepe et al., 2011).

Os conhecimentos da microbiologia aplicados a ciéncia da conservagdo possibilitam
uma investigacdo mais apurada do processo de biodeterioracdo, a partir do isolamento de
micro-organismos presentes nas obras degradadas, por metodologias convencionais de
isolamento em meios de cultura, complementadas com técnicas independentes de cultura.
Embora a metodologia de isolamento caracterize apenas 5% da comunidade microbiana
presente na obra, € importante o isolamento das cepas para realizar estudos de simulacéo
laboratorial e até mesmo a possibilidade do descobrimento de novas espécies de micro-

organismos (Rosado et al.,2014).

Além do isolamento microbiano é utilizado ferramentas da Biologia Molecular, como
a investigacao atraves de DNA metagenémico (DNA total dos micro-organismos presentes),
possibilitam a diferenciagdo de micro-organismos dentro das comunidades microbianas
complexas e permite avaliar a dindmica das comunidades (Pepe et al., 2011, 2009; Rosado et.
al., 2013)
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Figura 9. Obras de arte danificadas por acdo microbiana. (A) Livro de ata dos rodoviarios do acervo
da RFFSA (Rede Ferroviaria Federal) e (B) Detalhe do azulejo deteriorado da fachada da APL
(Academia Pernambucana de Letras).

Fonte: Autora,A201.7.

As pesquisas na area da microdeterioracdo do patriménio cultural tem se aperfeicoado
cada vez mais, atualmente recorrerem-se também a metodologias através de equipamentos
sofisticados como, espectrometria de fluorescénia de raios X dispersa de energias
(composicdo elementar do suporte), calorimetria/espectrometria de emissdao no visivel
(parametros de cor) e espectrometria de infravermelho (informacdo molecular) ou a analise de
microfragmentos removidos de diferentes zonas biodegradadas, utilizando microespetrometria
Raman (u-Raman), microscopia eletronica de varredura (MEV) e dentre outras equipamentos
(Caldeiraet. al., 2015).

A utilizagdo dessas novas metodologias contribuem para a deteccdo do crescimento
microbiano em pecas do patrimoénio histérico, em estagios iniciais possibilitando o emprego
de tratamentos de remedia¢do ndo invasivos, ou até mesmo nédo requerendo intervencdes de

restauracdo (Lutterbach et al. 2013).

E de grande importancia a aplicacdo das ferramentas biotecnolégicas para a preservacio e
restauracdo do patriménio cultural, mas ainda algumas ferramentas ndo sdo suficientemente
utilizadas neste contexto, devido a uma separacdo que naturalmente existe entre arte e ciéncia.
Contudo percebe-se o crescimento de pesquisas cientificas com isolamento e caracterizacdo
molecular microbiana, principalmente de fungos associados a processos de biodegradacéo
principalmente na Europa em especial Portugal (Rakotonirainy et al. 2010).

No Brasil, sdo poucos os trabalhos voltados para o conhecimento tecnoldgico sobre o
azulejo considerado patriménio nacional. Sabe-se de alguns casos de intervencdo bem
sucedidos, mas a com relacdo a biodeterioracdo microbiana, utilizacdo de novos tratamentos e

tecnologias continuam com uma caréncia de investigagdo cientifica (Sanjad, 2001).
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Além do que a implementacdo de estratégias de investigacdo integradas para o estudo e
valorizacdo do patriménio cultural é hoje em dia considerada uma questdo crucial na
perpetuacdo das obras para as geragdes futuras assim como pode constituir igualmente um
notavel contributo para o desenvolvimento socio econémico das regides (Caldeira et. al.,
2015).

O estudo material de obras de arte e bens patrimoniais recorrendo a técnicas de anélise in-
situ ou através da analise laboratorial encontra-se hoje em dia estabelecido em metodologias
que, de um modo geral, estdo bem definidas e, apesar das pequenas diferencas observadas nas
abordagens analiticas, € normalmente possivel obter a informacdo dos materiais constituintes
e dos produtos de degradacdo resultantes de processos fisicos e quimicos. No entanto, no que
respeita aos processos de biodegradagdo, o conhecimento ainda estd no inicio, ndo apenas no
estudo dos biomecanismos, mas também na extensdo dos seus efeitos e no desenvolvimento

de novas metodologias preventivas e de tratamento (ROJAS et al.,2009)

2.5 BIOFILMES EM MONUMENTOS HISTORICOS

A biodeterioracdo da-se com a formacdo de biofilmes no substrato afetado. Os
biofilmes sdo complexos sistemas bioldgicos constituidos por diversos grupos taxonémicos e
metabdlicos de micro-organismos que se encontram associados a superficie ou intrinsecos,
invadindo, em alguns casos, a totalidade do edificio (Morales et al, 1998).

Segundo Schneider (2008), os biofilmes sdo comunidades de micro-organismos que
podem viver aderidas a superficies ou suspensas em solugdo, podendo, ou ndo, estar envoltas
por matriz de exopolimeros, em que a posicdo espacial relativa dos organismos individuais €
fixa durante uma geracdo e relativamente fixa nas geracbes seguintes. O biofilme é um
interessante fenbmeno natural que, muitas vezes, aparece nas formas de microfilmes e/ou
macrofilmes visiveis na superficie. O microfilme refere-se aos micro-organismos, ja o
macrofilme refere-se a organismos maiores. Sabe-se que tanto superficies naturais quanto
artificiais sdo suscetiveis a colonizacdo de micro-organismos, formando uma fina camada de
biofilmes microbianos. Esta consiste de grandes quantidades de metabdlitos microbianos. A
aderéncia bacteriana em superficies é resultado de uma complexa comunicacdo entre as
bactérias no ambiente e as caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas do substrato (Gu,
2005).
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A deterioracdo microbioldgica dos materiais depende da interacdo complexa entre o
clima, os processos quimicos e fisicos, que por sua vez podem ser ainda mais complicados
por novos elementos quimicos decorrentes da combinacéo das caracteristicas do substrato e

poluicdo.

Entre os mecanismos tipicos da biodeterioragdo microbiana esta a producdo de moléculas,
tais como acidos ou agentes complexantes, liberados pelas bactérias quimiorganotroficas e
pelos fungos com o objetivo de diminuir a coesdo do substrato. A acdo direta de metabdlicos
exalados por organismos em substratos inorganicos € a principal causa de biodeterioracao
quimica (Resende et al., 2008; 2001; Coutinho et al., 2015). A composi¢do quimica dos
objetos, o teor de higroscopocidade, pH, presenca de impurezas sobre suporte e as
caracteristicas climatologicas do local favoraveis, sdo fatores também preponderantes para o

desenvolvimento de col6nias fungicas e bacterianas (Esteves et al., 2016).

Quando os biofilmes fototroficos em cobre a superficie sdo estabelecidas uma
sucessao de micro-organismos pode ocorrer, mormente liquens, bactérias, fungos, bridfitas e

finalmente plantas (Coutinho et. al 2015).

Os modelos de colonizacdo consideravam as algas e cianobactérias como 0s
organismos pioneiros na deterioracdo, dado que estes requerem apenas a luz solar, &gua e
minerais para 0 seu desenvolvimento, assumia-se que estes abririam caminho para as
bactérias heterotroficas, fungos e organismos superiores, promovendo o aparecimento de uma
camada de alimento orgénico (Allsopp et al., 2004). Dessa forma, a biomassa dos micro-
organismos fotossintéticos pode ser utilizada por micro-organismos heterotroficos como fonte
de carbono e energia (Miller et al., 2011). Atualmente, porém tem vindo a ser referido que
colonizacdo inicial de monumentos pode ser realizada por bactérias e fungos organotréficos,
em conjunto com organismos fotoautotroficos (Mateus et al., 2013). As comunidades
bioldgicas presentes em um substrato inorgéanico sdo geralmente o resultado de colonizagdes
sucessivas ao longo do tempo (Warscheid, 2004).

Algas verdes e cianobactérias sdo capazes de habitar solos e rochas humidas. Estes
micro-organismos fototréficos usam a luz como fonte de energia para sintetizar a matéria
organica a parti de componentes de dioxido de minerais e carbono pela fotossintese por isso

sdo capazes de crescer em qualquer substrato inorganico
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O importante papel dos organismos na deterioragdo dos materiais de construgao do
Patriménio Cultural € bem estabelecido, no entanto os métodos de controle e mitigagdo para

estes processos de biodeterioracao ainda estdo longe de ser resolvidos (Coutinho et. al 2015).

Entre os mecanismos tipicos da biodeterioracdo microbiana esta a producao de moléculas,
tais como &cidos ou agentes complexantes, como o &cido nitrico e o acido sulfirico,
produzidos pelas bactérias quimiolitotroficas e os &cidos orgéanicos, liberados pelas bactérias
quimiorganotroficas e pelos fungos com o objetivo de diminuir a coesdo do substrato. A acao
direta de metabdlicos exalados por organismos em substratos inorganicos é a principal causa
de biodeterioragdo quimica. Este fendbmeno pode promover o aumento da porosidade capilar
do corpo ceramico e a formacdo de eflorescéncias, que podem enfraquecer a superficie do
azulejo aumentando a susceptibilidade de outros tipos de deterioracdo. Outro mecanismo
importante utilizado por liquens e fungos que podem levar também a destruicdo mecénica é
através da penetracdo no substrato de suas estruturas filamentosas (Resende et al., 2008;
2001; Coutinho et al., 2015). Além disso, a biorreceptividade da superficie do material € um

fator preponderante.

2.6. 0 COMBATE A BIODETERIORACAO

Diferentes métodos de controle tém sido propostos no controle e combate a
biodeterioracdo, entre estes, os métodos fisicos, mecénicos e quimicos. Entretanto, sua
eficiéncia tem sido questionada. Os métodos fisicos, como o uso de jato d’agua, visam a agdo
rdpida e melhoram de imediato a aparéncia do monumento, dando aspecto de limpeza.
Entretanto, favorece a proliferacdo dos micro-organismos devido a umidade proporcionada ao
substrato e, consequentemente, ndo interrompe 0s processos de biodeterioracdo, ja que
estimula o metabolismo, por exemplo, dos fungos e cianobactérias (Santos et al., 2008).

No que se refere aos métodos mecanicos, tem-se o uso de espatulas para remocéo dos
micro-organismos aderidos ao substrato. Por sua vez, esse método ndo traz resultados
positivos, pois fragmentos dos micro-organismos permanecem aderidos, podendo se regenerar
(Mouga et al., 2002)

Outro método fisico usado € o emprego dos raios ultravioletas (UV), dos raios gama,
do calor e do ultra-som. Para algumas situacGes, deve-se ter cuidado, pois o0 uso desordenado
desses processos pode danificar a estrutura, a composi¢cdo dos materiais, como celulose e
tintura, contidas nas superficies dos monumentos. Além do mais, cada micro-organismo

possui uma sensibilidade e tolerancia especifica (Tiano, 1998).
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Segundo Lopes (2003), para a intervencdo nos edificios historicos, pode ser
empregado um método natural. Se a rocha a ser tratada for uma rocha carbonatada, um
procedimento recente é a aplicacdo, nos monumentos, de bactérias capazes de fabricar
carbonato de célcio, que atua como protetor da superficie das pedras calcarias. Os métodos
quimicos merecem destaque e tém-se mostrado promissores, embora poucas pesquisas no
Brasil tenham sido realizadas na tentativa de comprovar a sua eficacia, bem como definir o
melhor biocida, tanto para o controle microbiano quanto para a preservacao das caracteristicas
do monumento.

O desenvolvimento de novos biocidas € importante para 0S responsaveis pela
conservacao de azulejos histdricos, visto que hd pouquissimas pesquisas com aplicacdo de
biocidas em azulejos.

No entanto, a maioria dos biocidas, de uso corrente, foi desenvolvida para fins
agrondmicos e, portanto, ndo especificamente concebidos para utilizacdo na restauracdo de
artefatos de valor histérico, em que as normas sao particularmente elevadas. Nesses casos, as
interacbes com diferentes substratos devem ser cuidadosamente testados para evitar

modificacdes indesejaveis (Koestler et al., 1996).

No controle da biodeterioracdo de monumentos por fungos e bactérias, sao
empregadas, como foi dito, diversas substancias quimicas que podem causar danos ao suporte
e ao ambiente. Seguindo as tendéncias recentes para o desenvolvimento "verde" de materiais
sustentaveis e bio-ferramentas destinadas a enfrentar as necessidades e novos desafios no
dominio da investigacdo aplicada ao patrimdnio cultural, alguns grupos de pesquisa
internacional investigam a descoberta e producdo de novas moléculas bioativas e o
desenvolvimento de novos biocidas mais eficazes e seguros para o utilizador e o ambiente,
concebidos com metodologias biotecnoldgicas, passiveis de ser utilizados na prevencdo de
patologias e tratamento em Conservagdo e Restauro e/ou como aditivos de novos produtos

(por exemplo. tintas e consolidantes), a utilizar no Patriménio Cultural.

Outro ponto que deve ser levado em consideracdo para a analise do rendimento do
biocida é a dosagem necesséria para a eliminagdo dos agentes biolégicos. Assim, quanto mais
eficaz for o biocida, menor serd a quantidade necesséria, 0 que incrementa a relacdo
custo/beneficio e ainda proporciona reducdo dos possiveis efeitos indesejaveis desse
composto (Fazenda, 1995; Saad, 2002). Diante disso, faz-se necessario que, para 0 emprego

de um biocida, deve ser levada em conta sua eficacia contra uma ampla gama de micro-



44

organismos, 0 baixo custo, a biosseguranca (baixa toxicidade) deste durante a manipulagéo

pelo conservador e restaurador do monumento.

3 JUSTIFICATIVA

A deterioracdo de azulejos historicos é um problema emergente no Brasil e necessita de
maiores estudos técnico-cientificos para aprofundar o conhecimento acerca do processo da
biodeterioracdo dado a importancia sociocultural do legado do patriménio historico dos
acervos azulejares brasileiros. Além do que, ha poucas pesquisas sobre o tratamento da
biodeterioracdo de azulejos vitrificados brasileiros. E importante pesquisas como esta aqui
proposta, visto que, o tratamento inadequado de um acervo azulejar deteriorado pode

ocasionar diversos problemas desde danos irreversiveis a obra até impactos ambientais.

4 OBJETIVO

4.1 OBJETIVOS GERAL
Investigar a presenca de possiveis comunidades microbianas biodeterioradoras

existentes em painéis de azulejos localizados nas fachadas externas e internas de monumentos

historicos nas cidades de Recife e Olinda.

4.1.2 Objetivos Especificos

e Diagnosticar ambiental;
e Isolar e identificar os micro-organismos encontrados nos azulejos;

e Analisar da estrutura e composicdo dos azulejos;
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ARTIGO 1

Diversidade de bactérias e fungos em azulejos da Academia Pernambucana de Letras

RESUMO

Os painéis decorativos de azulejos brasileiros constituem um patriménio cultural valioso para
a populacdo. O estado de Pernambuco, no Brasil, é considerado uma das regiées com mais
representantes de edificacGes com valiosas fachadas de azulejos. Sdo obras de arte que estéo
em constante exposicdo ao ar livre e consequentemente vulneraveis as agdes da
biodeterioragdo. Os micro-organismos sdo um dos principais agentes envolvidos no processo
de biodeterioracdo do patrimonio cultural. Objetivo dessa pesquisa foi realizar uma
bioprospeccdo superficial dos fungos e bactérias presentes nas fachadas de azulejos da
Academia Pernambucana de Letras, até 0 momento este é o primeiro trabalho cientifico no
estado que visa isolar e identificar os micro-organismos encontrados nesse substrato. As
coletadas foram realizadas em 11 pontos das fachadas leste, oeste e sul do casardo e
posteriormente levadas para laboratério. Recorreu as técnicas tradicionais de isolamento
microbiano, através seis meios de cultura: BDA, MEA, PGRBA, MH, R2 e TSA, e néo foi
visto em nenhum outro trabalho de biodeterioracdo que tenha utilizado uma variedade de
meios de cultura como este apresentado. A identificacdo da populagdo microbiana foi por
taxondmica classica e fragmentos de azulejos com estruturas aderidas entre vitrificado e 0s
biscoitos foram analisados em microscépio eletrénico de varredura (MEV) e corados com
calcofluor. Ndo houve diferenca significante entre os meios de cultura utilizados, mas
sugerimos a utilizacdo de meios de cultura especificos, dois para fungos (MEA e PGRBA) e
dois para bactérias (TSA e R2), sendo um rico e 0 outro pobre em nutrientes. A diversidade
microbiana sofreu influéncias ambientais, resistentes ao estresse, capazes de crescer a altas
temperaturas, niveis de UV, na presenca de baixa umidade e tdxicas emissdes de
combustiveis fésseis. Foi observada uma relacdo do grau de deterioracdo do suporte com
densidade dos organismos, os pontos 1 e 2, da fachada leste, apresentaram as pegas mais
deterioradas e foram os mais abundantes tanto n° de UFC como em n° de isolados
microbianos. Nesse trabalho foi isolado um total de 175 cepas bacterianas, sendo 23 de
actinomicetes e 188 de fungos, destes sete sdo leveduras. Dos isolados fungicos a espécie
Aspergillus fumigatus correspondeu a 37% da biodiversidade de fungos e o isolado
Syncephalastrum racemosu, até o momento € o primeiro relato dessa cepa em azulejos
vitrificados. Verificou-se a partir das imagens do MEV e da coloracdo com Calcofluor a
presenca de varias estruturas microbianas entre o vitrificado e o corpo ceramico.

Palavras chave: Biscoito de azulejo; Rejunte; Argamassa; Calcofluor; Actinomycetes.
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1 INTRODUCAO

Os bens patrimoniais representam o legado e memoria de uma Nagao, além de possuirem um
valor material e estético, conservam em si elementos da Histdria do lugar e de sua populagéo
(Kother et. al., 2015). Os azulejos vitrificados brasileiros fazem parte desse legado cultural, a
utilizagdo dessa peca ceramica remota desde o antigo Egito por volta de 3000 ac. se tornou
uma tradicdo no Oriente e em seguida na Europa gracas aos &rabes (ElI nouhy, 2013).
Chegando ao Brasil no periodo colonial difundindo-se principalmente nos estados do Para,
Maranh&o, Pernambuco, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul. Nestas regifes encontram-se 0s
maiores e mais significativos acervos de azulejos histdricos do Brasil (Cavalcante, 2002). Em
Pernambuco a cultura de revestir edificacbes nas areas internas ou externas, de diferentes
espacos tais como; igrejas, conventos, casarfes, palcios, jardins e até cemitério com azulejos
foi um marco da arquitetura civil e religiosa de Pernambuco, tornando segundo Simdes o
estado em que o azulejo se “nacionaliza brasileiro”. Uma das edificagdes que expressa bem o
empoderamento dos azulejos na arquitetura civil de Pernambuco é Academia Pernambucana
de Letras (APL), também conhecida como Casardo do Bardo Rodrigues Mendes. O casardo
foi construido em 1870 e revestido com azulejos portugueses do século XIX. Sendo
considerada por especialistas como uma das unicas edificacbes histéricas no estado que
possui extensas fachadas de azulejos vitrificados. Os azulejos da APL, assim como tantos
outros acervos azulejares, estdo expostos a diversos intemperismo, tais como: fatores
antropogénicos (descaso do poder publico, abandono do proprietério e vandalismos) e fatores
ambientais: fisicos (radiacdo solar, chuvas, umidade e ventos), quimicos (sais minerais e
poluigdo atmosférica) e bioldgicos (animais, plantas e micro-organismos). Os fatores bioticos
ou também chamados biodeterioradores sdo apontados como um dos principais causadores de
danos aos azulejos, com destaque ao ataque microbiano que causa danos irreversiveis a obra
(Crespo 2016). A acdo em conjunta ou nao dos fatores citados estdo levando a extin¢do desse
rico patrimonio brasileiro. Identificar os micro-organismos deterioradores € um passo
importante para entender os mecanismos de deterioragdo, para o desenvolvimento de
tratamentos mais especificos e estabelecimento de novas biotecnologias. A presente pesquisa
teve como objetivo investigar os fungos e bactérias possivelmente causadores da deterioracdo
das fachadas de azulejos de um dos mais importantes patrimodnios culturais do estado a

Academia Pernambucana de Letras.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1. LOCAL DE ESTUDO

As amostras de azulejos foram retiradas das fachadas da Academia Pernambucana de Letras —
APL. O casardo da APL esta situado na cidade do Recife-PE/ Brasil em uma area urbana, com
intenso fluxo diario de veiculos automotores, e acerca de 560 metros de distancia Rio
Capibaribe. A edificacdo possui trés fachadas com azulejos, a leste, oeste e sul, o lado norte
ndo possui azulejos. Na figura 1 apresenta o desenho arquitetbnico da Academia
Pernambucana de Letras, detalhe para as fachadas de azulejo portugueses do século XIX.

Figura 1. Desenho arquitetonico da Academia Pernambucana de Letras (APL).

FACHADA OESTE

ACADEMIA PERNAMBUCANA DE LETRAS SO RO By

ACADEMIA PERNAMBUCANA DE LETRAS IO S,

ACADEMIA PERNAMBUCANA DE LETRAS [P S N N T

Fonte: Passos, 2015.
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2.2. COLETA DAS AMOSTRAS
As coletas foram realizadas em 11 pontos das fachadas leste, oeste e sul (figura 2).

Diferentes elementos, tais como; a distancia do solo, umidade, incidéncia solar, manchas e
estado de conservacdo dos azulejos foram considerados para a escolha dos pontos. Com
auxilio de uma espétula esterilizada realizou-se uma raspagem delicada e superficial da regido
do rejunte, para ndo danificar a peca. Também, foram retiradas amostras da parte vitrificada,
parcialmente soltas, assim como, fragmentos da chacota exposta dos azulejos mais
deteriorados. Em seguida o material foi acondicionado em placas de Petri esterilizadas e
levadas ao Laboratdrio de Microbiologia Ambiental e Industrial (LAMAI), departamento de
Antibioticos do Centro de Biociéncias da UFPE (DANTI-CB/UFPE).

Figura 2. Mapeamento dos pontos de coleta nas fachadas de azulejos da Academia Pernambucana de

Letras, Recife-PE/Brasil.

Legenda: 1- Janela Direita no Alto Rui (JDAR); 2- Janela Direita no Baixo Rui (JDBR); 3- Arcos Rui Barbosa (AR); 4- Porta Rui (PR); 5-
Janela Superior Rui (JSR); 6-Janela Esquerda no Alto Rui (JEAR); 7- Janela Esquerda no Baixo Rui (JDBR); 8- Janela Malaquias (JM); 9-
Porta no Alto Malaquias (PAM); 10- Porta no Baixo Malaquias (PBM) e Janela do Estacionamento (JE).
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2.3 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS MICRO-ORGANISMOS

Com os fragmentos dos azulejos e dos rejuntes foram preparadas suspensdes, sendo
pesado 0,1g e transferido para tubos de ensaio contendo 5 mL de &gua destilada esterilizada,
apos homogeneizacdo, em agitador de tubos de ensaio, por um minuto para favorecer o
desprendimento de estruturas microbianas da amostra. Depois, 100 puL da suspensdo foram
transferidas para placas de Petri contendo meios de cultura: Batata Dextrose Agar (BDA),
Rosa de Bengala Peptona Glicose (PGRBA) e Extrato de Malte Agar (EMA) suplementados
com cloranfenicol (50mg/L), para os fungos e Agar Mueller-Hinton (MH), Agar Triptona de
Soja (TSA) e R2 suplementados com 50mg/L de nistatina para culturas bacterianas. As placas
de Petri foram mantidas a 30°C por 168 horas, a cada 24 horas realizada a contagem das
unidades formadoras de colénia (UFC) e no sétimo dia a purificacdo das col6nias. Na
sequéncia os isolados fungicos foram semeados em meio BDA com 50mg/L de Cloranfenicol,
e 0s bacterianos em ISP2 (International Streptomyces Project 2) e MH ambos contendo
50mg/L nistatina. Posteriormente, o material semeado foi incubado a 30°C por cinco dias.
Todo o ensaio foi realizado em triplicata. Os resultados foram analisados estatisticamente
pelo teste T.

2.4. IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DOS FUNGOS

Para os fungos filamentosos a identificacdo foi realizada através da técnica de cultura
em lamina de Sidrim et. al., 2004. Para a identificacdo através de taxonomia classica de todas
as amostras de fungos foram observadas caracteristicas macroscépicas (coloragdo, aspecto e
didmetro das colbnias) e microscopicas (microestruturas somaticas e reprodutivas). A
identificacdo foi realizada através de literatura especifica, como: Benny (1982), Domsch
(1993), Hesseltine & Fennel (1995), Jacobs & Botha (2008), Pitt et. al. (1988); Klich (2002),
Raper e Thom (1949), e Subrahamanyam (1983). As leveduras foram identificadas por testes
bioquimicos de acordo com Barnett et al.,2000 e Hoog, 2000. Complementando a

identificacdo taxondmica classica estdo sendo realizados testes moleculares.

2.5. IDENTIFICACOES MORFOLOGICAS DAS BACTERIAS

Para os isolados bacterianos, procedeu-se o teste de coloracdo de Gram, catalase e de
oxidase, tendo como base a literatura Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. Os
resultados dos testes e das colora¢des foram utilizados para efetuar a identificacdo dos micro-

organismos presentes nas amostras. Enquanto que, os isolados de actinobactérias realizou-se a
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observacdo da micromorfologia, cada linhagem foi cultivada pela técnica de microcultivo
segundo a técnica de Shirling e Gottlieb (1966).

2.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Amostras da parte vitrificada e pedacos do biscoito dos azulejos foram lavados e
fixados em uma solucdo contendo 2,5% de glutaraldeido / 4% de formaldeido em um tampé&o
de cacodilato de sodio 0,1 M, a pH 7,2, posteriormente submetidos a ponto critico usando
CO2 liquido e revestido com ouro coloidal e por ultimo as amostras foram montados em
suporte de aluminio, examinados e fotografados em microscopio eletrénico de varredura
JEOL-5600LV (Jeol, Tokyo, Japan), seguindo a técnica adaptada de Neto et. al., 2017. Os
procedimentos de preparo e leitura das amostras foram realizados no Laboratério de

Imunopatologia Keizo Asami- LIKA/UFPE.

2.7. CORANTE FLUORESCENTE CALCOFLUOR WHITE M2R

A técnica de coloracdo da parede celular fungica foi utilizada para visualizar estruturas
filamentosas no biofilme presente nos fragmentos de azulejos obtidos. Seguindo a técnica
Harrington et al., 2003, o preparo e leitura das amostras foram feitas no Nucleo de Pesquisas

em Ciéncias Ambientais da Universidade Cat6lica de Pernambuco.

2.8. COMPOSICAO MINERALOGICA DOS AZULEJOS

Com o objetivo de caracterizar a composicdo mineralogica dos azulejos do Convento
de S&o Francisco, as pegas foram analisadas por espectroscopia de fluorescéncia de raios X
(FRX) no DEN-UFPE (Departamento de Energia Nuclear) na Universidade Federal de
Pernambuco-UFPE.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. AS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS E OS MEIOS DE CULTURA

As unidades formadoras de colbnias bacterianas aparecerem apds 24 horas e os fungos
filamentosos/leveduras apos 48 horas, o numero de unidades formadoras de colonias das
bactérias foi maior do que dos fungos. E esperado que as bactérias se desenvolvessem mais
rdpido do que os fungos por causa da sua forma de reproducdo, porém a quantidade de
isolados fungicos foi maior do que de bactérias. Estatisticamente ndo houve diferenca
significante no nimero de unidades formadoras de col6nias entre os meios MH e TSA, mas

guando comparados com R2 estes dois meios foram melhores em quantidade de unidades
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formadoras de colbnias, embora o maior nimero de isolados de actinobactérias tenha sido
observado em R2, visto que, ¢ um meio de cultura de baixo valor nutricional favorece o
desenvolvimento de organismo de crescimento mais lento, como o0s actinomicetes. Também

ndo houve diferenca significativa entre os meios BDA, MEA e PGRBA.

Corroborando com o trabalho de Cabo Verde et. al., 2015, em que sua carga microbiana
superficial do painel de azulejos Grande Vista de Lisboa ndo foi significativamente diferente
(P> 0.05), devido ao método superficial aplicado de coleta e a utilizacdo apenas do meio de
cultura TSA. O autor ainda afirma que o nimero maior de isolados microbianos é dependente
de meios de cultura e das interagdes entre 0s micro-organismos presentes na amostra. Logo a
escolha de meios de cultura é também um fator importante na determinagdo do crescimento
microbiano e deve ser levado em consideracdo. Coutinho et. al., 2012 através de métodos de
meio de cultura identificou uma maior diversidade de micro-organismos do que as

identificadas com métodos de biologia molecular.

A utilizacdo de meios com diferentes composicdes possibilita isolar micro-organismos
heterotroficos (separados entre bactérias e fungos) e também autotroficos, como visto por
Mateus et. al.,, 2013 que isolou micro-organismos de superficies rochosas da Sacristia
Incompleta do Convento de Cristo, em Tomar. De forma geral, procura-se o isolamento de
micro-organismos presentes nas obras degradadas, por metodologias convencionais de
isolamento em meios de cultura, complementadas com técnicas independentes de cultura
(Caldeira et al., 2015), nessa perspectiva alguns dos isolados obtidos no presente trabalho

encontram-se em processo de identificagdo molecular.

Dentre 0s onze pontos de coleta, o ponto 1 foi 0 que apresentou tanto 0 maior nimero de
unidades formadoras de colénias 615,2 UFC como de isolados (26) bacterianos, obtidos nos
meios MH, TSA e R2. Enquanto que os pontos 9 e 10 foram 0s que apresentaram 0 menor
namero de UFC (32,2) e (24,1), e o menor nimero de isolado foi no ponto 5 com apenas 2

isolados bacterianos, dados apresentados na tabela 1.

Enquanto o ponto 2 foi 0 que expressou a maior quantidade de unidades formadoras de
colbnias (22,2 UFC) e de isolados fungicos (37) crescidas nos meios de cultura BDA, MEA e
PGRBA, como mostra a tabela 2. Foram isolados um total de 165 cepas bacterianas, sendo 23

de actinomicetes e 197 de fungos, sendo 7 leveduras.
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Tabela 1. Numero de Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) de isolados bacterianos
relacionando o ponto de coleta e 0 meio de cultivo

MH TSA R2 Total MH TSA R2 Total

1 277,5 322,1 15,6 615,2 9 10 7 26

3 183,9 125,7 14,1 323,8 6 8 9 23

5 99 31,3 0,0 130,3 1 1 0 2

7 168,8 101,6 47,4 317,9 9 5 6 20

9 9,5 19,6 3,0 32,2 6 4 1 11

11 52,3 51,8 40,4 144,5 4 6 3 13

MH= Mueller Hinton; TSA= Agar triptona soja; R2= Meio para heterotroficas.

Tabela 2. Nimero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) dos isolados de fungos
relacionando o ponto de coleta e 0 meio de cultivo

BDA MEA PGRBA Total BDA MEA PGRBA Total

[y

2,2 4,2 0,9 7,4 8 5 5 18

w

0,5 1,5 0,5 2,8 6 6 1 13

ol

0,6 1,3 0,0 1,9 2 5 0 7

~

5,6 3,6 1 10,2 13 11 5 29

[{e]
N
o

1,7 2,7 7,5 6 5 7 18

11
BDA= Batata Dextrose Agar; MEA= Agar Extrato de Malte; PGRBA= Agar Peptona Rosa de begala.

=
]

2,6 3,3 7,4 4 5 3 12

7’
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Provavelmente um dos fatores que contribui para a diversidade microbiana encontrada nas
fachadas de azulejos foi o estado de conservagdo dos mesmos, 0s pontos 1 e 2 apresentavam
azulejos bastante deteriorados, com fragmentos soltos de vitrificado, craquelé?, biscoito
exposto’, desprendimento de rejunte e varias manchas verdes e pretas. Enquanto o lado da
fachada referente aos pontos 8 e 9, seus azulejos haviam passando por processo de restauro a
pouco tempo o que pode explicar o menor nimero de isolados obtidos.

Quando comparado o numero isolados fngicos com os bacterianos dos pontos da fachada
oeste sul o nimero de cepas fungicas é maior do que das bactérias, provavelmente o método
de higienizacéo utilizado no processo de conservacdo dos azulejos tenha removido com mais
facilidade as bactérias do que os fungos, uma vez que, este ultimo possui estruturas
filamentosas que conseguem penetrar e se fixar na superficie rochosa (Boniek et. al., 2017).

Contudo o ponto 5 mesmo sendo uma fachada com azulejos deteriorados, foi a que
apresentou 0 menor n® de UFC e de isolados microbianos, provavelmente por ser o local de
coleta mais distante do solo, incidéncia maior da chuva, alta exposi¢do a radiacdo e baixa
umidade. Além disso, o processo de biodeterioracdo estd diretamente relacionado a
disponibilidade de &gua e nutrientes para os micro-organismos Warscheid, et. al., 2000. John,
et. al., 1988 e Giacomucci, et. al., 2011, também observaram que a biodiversidade de micro-

organismos em pecas de ceramicas arquiteténicas sofreu influéncias ambientais.

Os fungos sdo encontrados em habitats variados, tanto em adgua doce como salgada, terra e
ar, seus esporos podem ser disseminados pelo vento, &gua, insetos, péassaros e até seres
humanos, como o casardo da APL, é um centro que recebe bastante visitante, esta situado em
uma regido muito arborizada, perto de rio e com intenso fluxo de carros automotores, no qual
fornece uma variedade de compostos organicos - principalmente alcanos (produzidos pela
combustdo da gasolina) - que sdo responsaveis pelo revestimento preto nos azulejos, que
serve de nutricdo para o crescimento microbiologico (Pérez-Rodriguez, et. al., 1998) tais
condigdes acima citas, desempenham um papel decisivo no tipo de colonizacdo e dos
processos de deterioracdo experimentados pelos bens culturais (Herrera et al.,2004). Isto €
comprovado pela alta biodiversidade de micro-organismos (Tabelas 1 e 2), bem como os

resultados em imagem das estruturas verdes analisadas pelo MEV.

Embora a metodologia de isolamento ndo permita a caracterizagdo completa das
comunidades microbianas presentes nas obras de arte e alguns micro-organismos ndo possam

ser cultivados em condi¢Oes laboratoriais, a presenca de culturas puras de isolados permite
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efetuar estudos de simulacdo laboratorial, em condigdes controladas e a utilizagéo de elevadas
densidades celulares pode tornar-se uma ferramenta Gtil na compreensdo de alguns processos
(Caldeira et al., 2015).

Portanto a utilizacdo de técnicas de isolamento de micro-organismos biodegradadores é
fundamental para se conhecer os especimes envolvidos no processo, uma vez que ha poucos
trabalhos focados na investigacdo dos mesmos. Ao passo que atende também a necessidade de
informar ao restaurador/proprietario pela obra sobre os possiveis impactos da microbiota

identificada.

3.2. DIVERSIDADE MICROBIANA NOS AZULEJOS DA ACADEMICA
PERNAMBUCANA DE LETRAS

As bactérias encontradas nas faixadas de azulejos da APL correspondem a 45,6% da
comunidade microbiana, a partir das analises morfoldgicas e testes bioquimicos foram
observados diferentes estruturas provavelmente pertencentes ao grupo firmicutes, apresentado
0Ss seguintes arranjos; bastonetes curtos e longos, diplobastonetes, cocos, cocobacilos e
diplococos, ver tabela 3. Laiz et al.,2003 identificou também bactérias na sua grande maioria
pertencentes ao grupo firmicutes, assim como; Pepe et. al.,2010 e Mateus et. al.,2013,
também isolaram bactérias com morfologia de bastonetes e cocos. O grupo firmicutes é
composto por bactérias com capacidade de produzir EPS (Matriz de Polimero Extra celulares)
(Figura 7). Isso permite sua fixacdo e sobrevivéncia em ambientes indspitos, como azulejos
(Coutinho et. al., 2012).

Dos 175 isolados bacterianos 13% sdo de bactérias filamentosas, foram identificados
dois géneros Streptomyces sp. e Norcardiopis sp. O filo Actinobacteria foi identificado em
substratos minerologicos ricos em Ferro, Potasio, Magnésio e outros. Tais componentes
quimicos também foram vistos nos azulejos da APL (imagem 8). Embora a fachada esteja
exposta a sazonalidade de chuvas que podem remover alguns micro-organismos aderidos ao
substrato, porém como as actinobactérias possuem células que formam hifas, esta sua
caracteristica morfoldgica pode esta favorecendo sua fixacao ao substrato. Outra caracteristica
importante de alguns actinomicetes é que sdo conhecidos por produzir diversos tipos de
pigmentos em condigdes de estresse (Oliveira, 2017) e estes pigmentos podem esta
relacionados as manchas presta encontradas no painel (figura 3). Gaylarde, 2016 em
investigou as manchas pretas em fachadas externas de monumentos e actinobactérias, assim

como Ettenauer et al., 2014, e associaram a descoloragdo e manchas bactérias filamentosas.
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Figura 3. Azulejo da APL deteriorado detalhe para a
mancha preta na parede.

Nas fachadas de azulejos da APL foram isolados 16 morfotipos de fungos, sendo 70% dos
isolados pertencentes ao género Aspergillus, com destaque as espécies Aspergillus fumigatus
(39%) e Aspergillus flavus (18%), como mostra a figura 4, de acordo com a literatura ha
apenas um unico relato de isolamento de A. fumigatus em azulejos portugueses do século
XVIII, Cabo verde et. al., 2015, mas existem relatos em monumentos de pedra Sharma, et. al.,
2010; De la Rosa-Garcia, et al., 2011. Outros dois morfotipos bastante frequentes foram os
géneros Penicillium sp. Curvularia sp., com 25% e 20% respectivamente. Os fungos
melanizados, como o Curvularia sp., estdo entre os fungos mais prejudiciais, atacando e
penetrando nas superficies dos monumentos de pedra, como visto por Cappitelli et. al., 2007,
que pesquisou fungos produtores de melanina que atacam polimeros sintéticos utilizados no
patriménio cultural, Coutinho et. al., 2012 observou fungos dematiaceos envolvendo algas
mortas em biofilme presentes em superficies de azulejos vitrificados do Palacio Nacional da
Pena em Sintra, Portugal. Assim como Sterflinger et. al., 2010 e Simonovi cova et. al., 2004,

observaram a presenca de fungos melanizados em monumentos culturais.



Tabela 3. Relagdo das bactérias identificadas por testes bioquimicos.

Coloragéo de

Catalase Oxidade
Gram

Coloragéo Forma

Creme Cocobacilos + +

Creme Diplococos + +

Creme Bastonetes curtos + - -

+
+

Creme Diplobastonetes

+
+

Laranja Cocos

+
+

Laranja Diplococos

+
+

Laranja Diplobastonetes

Mostarda Cocos

+
+
1

+
+

Rosa Cocos

+
+

Amarelos Cocos

Amarelos Bastonetes

+
=+



Figura4. ldentificagdo dos fungos isolados nos azulejos da Academia Pernambucana de Letras (APL).
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Quanto aos géneros Penicillium sp. como Aspergillius sp., sdo considerados uns dos
fungos mais cosmopolitas, oportunistas e pulverulentos, seus esporos sdo resistentes e
facilmente disseminados, ja foram isolados até em vitrais por Carmona et. al.,2006 e
Rodrigues et. al., 2014, a superficie de vidro assim como a superficie vitrificada do azulejos é
um substrato extremamente limitado de nutrientes , porém esses organismos conseguem se
desenvolver em tais superficies, 0 que pode ser explicado pela sua natureza osmofilica e

xerofilica que alguns fungos apresentam.

Ainda de acordo com Isola, et. al., 2016, os fungos que reside em monumentos deve
enfrentar a exposicdo ao sol, periodos prolongados de secura e deficiéncia de nutrientes, bem
como o estresse adicional da poluicdo, j& que os monumentos geralmente estdo localizados
em ambientes urbanos. Sao na maioria espécies de fungos do estado assexuado, que ocorrem
em desertos quentes e frios e em outros ecossistemas temperados do planeta (Ruibal, et. al.,
2009).

Os fungos conseguem obter nutrientes necessarios a sua sobrevivéncia, em superficies
indspitas como, azulejos, vidros e pedras, através da producdo de compostos como acido
carbdnico, nitrico, acido sulfdrico, e outros acidos organicos, tais como o oxalico, glucdnico,
glucurdnico, lactico, fumarico. Além disso, eles podem formar complexos de quelacdo com
cations metalicos, especialmente com minerais de silicatos, ferro e minerais de rolamento de
magnésio, biotite, olivina e fosfatos diferentes (Williams et. al., 1974). Alguns géneros, tais
como Aspergillus e Penicilliium aqui encontrados em azulejos, produzem é&cidos citrico e
oxalico. O &cido oxalico leva a decomposicdo de minerais de argila e os Oxidos de ferro
ferruginoso (Caneva et. al., 1991).

A liberacgéo de acido por fungos pode visar a solubilizacdo de nutrientes encontrados nas
fachadas de azulejos (Videla et. al., 2003), sendo o fator mais efetivo de impacto fngico nas
superficies de pedra, e a atividade acidificante dos fungos é muitas vezes considerada como
uma reacdo adaptativa as mudancas ambientais (Sazanova et al., 2014). Além disso, a
producéo de acidos organicos sugere uma vantagem competitiva para fungos filamentosos em
relagdo a outros micro-organismos, diminuindo o pH ambiental (Liaud et al., 2014). No
presente trabalho estdo sendo feitos testes de producdo de acidos e enzimas com os fungos até
entdo isolados da APL, estas anélises irdo certamente colaborar para entender os mecanismos

utilizados pelos fungos para realizar a biodeterioracao.
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Em relacdo a espécie Syncephalastrum racemosu, pertencente ao antigo filo Zigomycota
(Hibbett et. al. 2007) apareceu apenas no ponto 1 e até 0 momento é o primeiro relato desse
género em azulejos vitrificados, mas os zigomycotas ja foram citados em outros trabalhos de
biodeteioracdo de monumentos histdricos a base de barro (tijolos e pau-a-pique) como os de
Rhodes et. al, 2015 ; Fazio et. al, 2015 respectivamente. A frequéncia de isolamento dos
zigomyecotas foi inferior aos demais géneros, nesta pesquisa, podem estar relacionado com a
composicao do substrato ou com as influencias da competicdo microbiana pelo substrato. As

unicas leveduras encontrada foram Aerobasidium sp. e Rodotrorula sp.

A identificacdo de micro-organismos envolvidos na biodeterioracdo € uma das etapas mais
importantes no processo de preservacao e conservacdo de materiais de construcao e deve ser
feita antes de qualquer intervencdo. Essa identificacdo facilita a compreensdo do papel
desempenhado pelos micro-organismos no processo de biodeterioracdo, correlacionando a
interacdo entre a atividade do organismo e o material. Além disso, tratamentos mais eficientes
para mitigacdo s6 podem ser alcangados com o conhecimento da comunidade microbiana e

seus efeitos (Coutinho et. al., 2012).

No presente trabalho foi observada uma diversidade microbiana dos fungos e das
bactérias, principalmente de fungos, corroborando com os estudos de Coutinho et. al., 2015,
gue pesquisou a diversidade microbiana nos trés tipos de ceramicas; tijolos, telhas e azulejos
vitrificados, e observou que a maior diversidade de fungos foi encontrada em azulejos
vitrificados, mesmo estes apresentando uma superficie lisa e impermeavel o que seria a
principio um obstaculo de biorreceptividade. Contudo os acervos azulejares sdo obras de arte
expostas ao ar livre, logo susceptiveis aos intemperismos fisicos e quimicos, que podem
ocasionar o desprendimento do rejunte e formacdo de fissuras no vitrificado, a perca da
integridade da obra é um dos provaveis caminhos de acesso dos micro-organismos aos
azulejos (Sanjad et. al.,2002; Silva et. al.,2013).

3.3. ANALISES DAS ESTRUTURAS ADERIDAS AO VITRIFICADO

As imagens de MEV da regido interna do vidrado permitiram observar a interacdo dos
micro-organismos com a zona de interface entre a camada vitrificada e o corpo ceramico. A
figura 5 € possivel visualizar a diferenca da regido do vitrificado livre de contaminagdo e com
uma densa camada microbiana, o que sugere que elas sdo a causa do desprendimento do

vitrificado, provavelmente como resultado de mudangas de volume, penetracdo na matriz
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cerdmica e liberacdo de substancias metabdlicas, como acidos organicos e inorganicos, como
ocorre em materiais de pedra (Gorbushina, 2007).

A imagem 6 mostrar varios filamentos dispersos, perpendicular a estes filamentos
observam-se possiveis conidiéforos, que sdo estruturas reprodutivas fungicas. Porém, nédo
foram visualizados conidios aderidos ao conidioforo, pode ser porque esteja em
desenvolvimento ou houve a remocao durante a preparacdo da amostra para analise no MEV,
uma vez que os esporos sao facilmente dispersados. Sanjad et. al., 2014 e Gaylarde et. al.,

2016 também detectaram estruturas filamentosas que concluiram serem fungicas.

Na figura 7, que corresponde ao ponto 4, outras morfologias unicelulares sdo observadas;
cocos e bastonetes de bactérias, colaborando com os resultados obtidos, em que o niumero de
UFC bacterianos foi maior do que dos fungos. Assim como as imagens obtidas a partir da
coloracdo por calcofluor evidenciaram a presenca de estruturas fungicas do ponto 2, no qual
foi o ponto que apresentou a maior diversidade de fungos. Silva et.al.,2014 também observou
estruturas microbianas e alteragdes quimicas provocadas pela colonizacdo, através da

microscopia eletronica de varredura, assim como Coutinho et. al., 2012.

Figura 5. Detalhe da mancha verde entre o vitrificado e o corpo cerdmico do ponto 3: A- densa
massa microbiana e B- superficie livre de contaminacdo, observa-se os vactolos formados
durante o cozimento da ceramica.




Figura 6. Imagem obtida da amostra do ponto 1: A-Emaranhado de filamentos e B-
imagem ampliada dos filamentos, a seta indica possiveis conidiéforos sem esporos.
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Figura 7. Observam-se as estruturas bacterianas. Em (A) seta indica os arranjos na
forma de bastonetes e seta (B) na forma de cocos.

3.4 COMPOSICAO MINERALOGICA DOS AZULEJOS

Na analise por FRX do biscoito (chacota) do azulejo do século XIX (figura 8),
identificam-se principalmente trés minerais formados; calcio (Ca), ferro (Fe) e potassio (K).
Um dos marcadores que indica uma diferenga cronologica é quantidade de célcio. 1sso porque
guanto maior o tempo, mais cal decorrente das argamassas empregadas como massa de
assentamento € absorvido pela chacota (Muniz et al., 2017). Em relacéo aos pigmentos azul e
branco, na imagem 9, observa-se 0s picos para 0s elementos: potassio, calcio, chumbo (Pb) e
cobalto (Co). O dioxido de cobalto é amplamente utilizado nos azulejos portugués, enquanto a
presenca de chumbo nesse ponto provavelmente é referente ao branco. Na producdo do
pigmento branco era adicionado chumbo, como mostra o grafico da composic¢do do pigmento
branco (imagem 10).



Figura 8. Composicdo mineralégica dos azulejos do século XIX da Academia
Pernambucana de Letras. Distribuicdo dos elementos quimicos encontrados no biscoito.
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Figura 9.Composicdo mineralogica dos azulejos do século XIX da Academia
Pernambucana de Letras. Distribuicdo dos elementos quimicos encontrados no
vitrificado detalhe para o pigmento azul.
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Figura 10. Composicdo mineraldgica dos azulejos do século XIX da Academia

Pernambucana de Letras. Distribuicdo dos elementos quimicos encontrados no
vitrificado detalhe para coloracdo branca.
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4 CONCLUSAO

Os micro-organismos isolados podem ser responsaveis pelo processo de deterioracdo
das fachadas de azulejos da Academia Pernambucana de Letras, mesmo que nédo se tenha
feito analises fisico-quimicas das pecas para comprovar as alteracBes no suporte, as imagens
de microscopia de eletrénica de varredura e calcofluor mostraram densas massas
microbianas entre o vitrificado e biscoito, principalmente nos pontos com azulejos
deteriorados foram os que mais apresentaram diversidade de micro-organismos. A utilizacao
de diferentes meios de cultura contribui para obtencdo de um maior nimero de isolados

microbianos.
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ARTIGO 2
Diversidade microbiana em painéis de azulejos dos séculos XV1 no Convento Séo Francisco
da cidade de Olinda

RESUMO

Micro-organismos podem colonizar qualquer ambiente conhecido e modifica-lo devido a sua
extremamente ampla e versatil metabolismo. Do ponto de vista do micro-organismo, o
patriménio cultural representa uma série de habitais heterogéneas (cavernas, castelos,
quadros, estatuas, azulejos e outros), onde eles podem crescer, bem como em habitats
naturais. ModificacOes estéticas e/ou estruturais de materiais culturais devido ao crescimento
e atividade microbiana séo referidas como biodeterioragdo. Nesse sentindo para investigar a
presenca da comunidade microbiana nas superficies de azulejos histéricos mais antigos
encontrados em Pernambuco. O Convento de Séo Francisco em Olinda além de ser o
convento mais antigo do Brasil, possuem um belissimo acervo azulejar. Para tanto, foram
realizadas coletas compostas em quatro ambientes do convento (Capela capitulo, Capela
Santa Ana, corredor e escadaria) através de raspagens superficiais ndo invasivas nos painéis.
Foi adotado o método cultura dependente para obtencéo dos isolados das amostras, em que
foi feita uma suspensdo de 0,1g em 5mL de agua destilada e em seguida 100u foram
transferidos para meios de cultua (Agar Triptona de Soja , R2, Extrato de Malte Agar e Rosa
de Bengala Peptona Glicose). A carga microbiana foi estimada por unidades formadoras de
coldnias por cm?. Fragmentos de azulejos foram analisados por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV), Calcoflur White e por Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios X
(FRX). Os micro-organismos presentes nas amostras foram os fungos, as microalgas, as
cianobactérias, as bactérias firmicutes e as actinobactérias. Os micro-organismos foram
identificados por taxonomia classica, provas bioguimicas, extracdo molecular e analise
protedmica. A maior carga microbiana superficial foi de 356,9 UFC/cm? de células
bacterianas. A Capela Santa foi o local que apresentou maior diversidade de
microrganismos. Dentre os 7 géneros isolados o Aspergillus foi o que exibiu a maior
diversidade de espéecies. Com destaque também para a cepa Phenerochaete chrysosporium
como sendo até o momento a primeira ocorréncia em azulejos historicos. Através das
imagens do MEV e Calcofluor foi possivel observar estruturas microbianas aderidas ao
vitrificado. As analises de FRX confirmaram que os azulejos do Convento de S&o Francisco

de Olinda sdo um dos mais antigos de Pernambuco.
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1. INTRODUCAO

No Brasil ha diversos estudos na area de conservagédo e restauro investigando diversos
tipos de patologias (alteracdo cromatica, desagregacdo, eflorescéncia, esfoliacdo, perda de
vidrado, craquelé, manchas superficiais e dentre outras) que afetam os painéis de azulejos,
encontrados nas &reas externos ou internas dos monumentos. Porém sdo pouquissimos
trabalhos no ambito cientifico investigando as comunidades microbianas que colonizam 0s
painéis podendo ocasionar danos irreversiveis a peca (Silva et al.,2013; Freitas, 2015).
Estudos de biodeterioracdo microbiana em bens integrados sdo imprescindiveis, pois
possibilitam conhecer a relacdo ecoldgica entre o material e os organismos colonizadores.

Contribuindo para uma conservacdo mais eficiente.

O acervo azulejar de fachadas internas mesmo nao extando expostos diretamente aos
intemperismos ambientais (incidéncia raios solares, ventos, chuva, animais, plantas,
aerossois de combustiveis fosseis oriundos de veiculos e dentre outros), estdo passiveis

também de sofrer as a¢cdes dos agentes quimicos, fisicos e bioldgicos.

Inicialmente os primeiros registros arquitetdnicos de painéis de azulejos faziam parte
exclusivamente de ambientes internos das igrejas e conventos trazidos pelos portugueses no
periodo colonial, século VXII, principalmente nos estados da Para, Maranhdo, Pernambuco,
Bahia e Rio de Janeiro. Segundo Sylvia 2006, a Bahia e Pernambuco detém o maior, e mais
belo, acervo de azulejos religiosos do Brasil. A azulejaria que é destaque quando o assunto €
a arquitetura religiosa de Pernambuco € alvo da presente pesquisa. As cidades de Recife,
Olinda e Jaboatdo dos Guararapes sdo os locais com maior quantidade de edificacbes com
paineis de azulejos no Estado.

Dentre os exemplares de monumentos encontrados nas cidades citadas escolheu
como objeto de estudo o Convento Sdo Francisco, em Olinda. O Convento Sdo Francisco é

considerado como o convento franciscano mais antigo do pais, construido em 1585.

O conjunto arquitetbnico composto pela Igreja de Nossa Senhora das Neves,
Convento de S&o Francisco e Ordem Terceira apresenta um dos maiores acervos em
azulejaria portuguesa, dos séculos XVI e XVIII do Nordeste brasileiro. O acervo dos
azulejos tem grande valor histdrico e artistico por ser um dos maiores acervos do tipo no

Brasil e, que conta através dos azulejos o periodo barroco (Martins e Cavalcanti, 2016).
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Segundo Sanjard, 2004, os azulejos dos séculos XVI1, XVIl e XVIII sdo mais vulneraveis
a biodeterioracdo microbiana em virtude da baixa qualidade de producéo, enquanto as pecas
ceramicas produzidas apos a evolugédo tecnoldgica sdo mais resistentes a patologias. Nesse
sentido este trabalho teve como objetivo investigar a presenca de agentes microbianos que

possam causar danos aos painéis de azulejos do Convento de Sdo Francisco de Olinda.

Diante do exposto é pertinente afirmar que o Convento de Sdo Francisco constitui um
conjunto artistico com caracteristicas unicas seculares que deve ser preservado, espera-se
que a presente pesquisa cientifica contribua para alternativas mais eficientes de salvaguarda

desse patriménio.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 LOCAL DE ESTUDO

O convento de S&o Francisco, localizado & Rua Séo Francisco, n° 280, na cidade de
Olinda, em Pernambuco apresenta uma area total construida de 6.294 m?, fica
aproximadamente 290 m de distancia do mar (figura 1b). O Conjunto Franciscano de Olinda
é uma edificacdo de trés andares e que pode ser dividido em dois setores (Figura 1a). O
primeiro setor corresponde ao Convento Franciscano e ocupa todos os andares. O outro setor
corresponde a Ordem Terceira, ocupa apenas o pavimento térreo e primeiro andar (CECI,
2009).

Figura 1. Planta do térreo e localizagao das edificacBes (A) e vista panoramica area
do Conjunto Franciscano (B).
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2.1.2. Coleta das amostras

As coletas aconteceram durante o periodo da manhd e da tarde, no més de Janeiro de
2019. Foram estabelecidos quatro campos de coletas do térreo da Ordem Primeira/Convento
de S&o Francisco (figura 2), distribuidos da seguinte forma; Capela Capitulo (1), Capela
Santa (2) Ana, Corredor (3) e Escadaria (4), ver imagem 4. Parametros ambientais foram
observados (temperatura, iluminacdo natural se os ambientes eram escuros ou claros e se as
paredes apresentavam sinais de umidade e manchas), assim como foi analisado a presenca
de dados nos painéis de azulejos, questdo imprescindivel para determinacdo dos pontos de
coleta e foi tirada a medida da area dos painéis (figura 3). O procedimento para obtencdo das
amostras foi 0 mesmo aplicado na Academia Pernambucana de Letras, ver imagem 4. Em
seguida o material foi levado ao Laboratorio de Microbiologia Ambiental e Industrial
(LAMAI), do Departamento de Antibidticos do Centro de Biociéncias da Universidade
Federal de Pernambuco (DANTI-CB/UFPE).

Figura 2. Planta do pavimento térreo vista da Ordem primeira/Convento de Séao
Francisco e Ordem Terceira, com destague em vermelho para os locais de coleta.
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Fonte: CECI, 2009 ; SEPACCTUR/Olinda.



Figura 3. Dimensoes dos painéis de azulejos do Convento Sdo Francisco de Olinda.
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Fonte: Autora, 2019.
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2.2. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS COLETADAS

2.2.1. Fungos e bactérias

Com os fragmentos dos azulejos e dos rejuntes foram preparadas suspensdes, sendo
pesado 0,19 e transferido para tubos de ensaio contendo 5 mL de agua destilada esterilizada,
ap6s homogeneizagdo, em agitador de tubos de ensaio, por um minuto para favorecer o
desprendimento de estruturas microbianas da amostra. Adotou-se a técnica de “spread plate”
onde, 100 puL da suspensdo foram transferidas para placas de Petri contendo meios de
cultura, em triplicata: Rosa de Bengala Peptona Glicose (PGRBA) e Extrato de Malte Agar
(EMA) suplementados com cloranfenicol (50mg/L), para os fungos, Agar Triptona de Soja
(TSA) e R2 suplementados com 50mg/L de nistatina para culturas bacterianas. Depois as
placas de Petri foram colocadas em estufa a 30°C por 48 h (os meios para bactérias) e por
168 h (os meios para fungos). Como foi observado na pesquisa anterior que a utilizacao dois
meios de cultura (EMA e BDA) néo apresentaram diferengas significativas da diversidade
de fungos, assim como os outros meios (TSA e MH) também ndo expressaram diferencas.
Nesse contexto foram escolhidos para este trabalho os meios, EMA e Rosa B. e TSA e R2.
Para analise estatistica foram utilizados os testes de correlacdo linear de Pearson e o teste t-
student, realizada através do programa Statistica, versdo 8.0, considerando um nivel de
significancia de 5%.

2.2.2. Microalgas e cianobactérias

As amostras foram colocadas em cultivo em meio ASM-1 com pH inicialmente
ajustado para 7,4 conforme descrito em Jacinavicius et al. (2013). As culturas foram
mantidas nas seguintes condicfes: temperatura 23+1 °C, irradiancia 40-50 pumol fétons m-
?/st e fotoperiodo 14-10 h claro-escuro, sendo as cepas observadas apés 30 dias de
crescimento. Ressalta-se que todos os procedimentos de isolamento, de manipulacdo de
meios e de materiais esterilizados foram realizados no interior de cAmara de fluxo laminar
previamente esterilizada por meio de luz UV durante 30 minutos. As receitas dos meios de
culturas utilizados na pesquisa encontram-se em anexo. O estudo com as algas e
cianobactérias foi realizado na Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) no
laboratorio de Ficologia (LabFic).
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2.3. CONTAGEM, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DA
COMUNIDADE MICROBIANA.

2.3.1. Fungos

2.3.1.1. Contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC) e isolamento

As placas com meio para crescimento de fungos foram incubadas durante 168 horas
a temperatura de 30°C. A cada 24 horas, procedeu-se a contagem das col6nias em cada
placa, utilizando-se lupa binocular (3 a 30x). No sétimo dia ocorreu a purificagdo das
colbnias. Em cada placa, foram selecionadas coldnias de fungos filamentosos com aparéncia
macroscopica diferente para isolamento. Tais coldnias foram repicadas para placas de Petri
com o meio EMA. Apos o crescimento da cultura (trés a quatro dias) as colénias eram
observadas para certificar se estavam puras. Em seguida as cepas puras eram transferidas
para tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura (EMA) sélido inclinado para
preservacdo do fungo. Os resultados das contagens, expressos em logaritmos de unidade
formadora de coldnia por cm? (log UFC/cm?).

2.3.1.2. Identificacdo morfoldgica

Depois de isolados, os fungos filamentosos foram submetidos a técnica de cultura em
lamina de Sidrim et. al., 2004, para permitir uma melhor observacdo de suas estruturas
reprodutivas e, assim, poder identifica-las. Para a identificacdo através de taxonomia classica
de todas as amostras de fungos foram observadas caracteristicas macroscopicas da coldnia
(coloracgéo, textura, diametro, aspecto da parte superior e inferior da colonia em placa) e
microscopicas (microestruturas somaticas e reprodutivas). A identificacdo foi realizada
através das seguintes literaturas especificas: Benny (1982), Domsch (1993), Hesseltine &
Fennel (1995), Jacobs & Botha (2008), Pitt et. al. (1988); Klich (2002), Raper e Thom
(1949). Complementando a identificagdo taxondmica classica estdo sendo realizados testes

moleculares.
2.3.2. Bactérias
2.3.2.1. Contagem das unidades formadores de colénias (UFC) e isolamento

As culturas de bactérias (em agar TSA) foram incubadas durante 24 a 48 horas em
estufa a 30° C, de acordo com a metodologia recomendada por Cebalhos, 2017. Apo6s o
periodo de incubagdo, procedeu-se a contagem das colbnias, que foram expressas em

unidades formadoras de colonias por metro quadrado (UFC/ cm?). Para tanto foi utilizado
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um contador de colénias manual. As UFC maior que 350 foram consideradas incontaveis,
nesse sentido foi estabelecido 350 como 0 n® maximo de UFC contados por placa. A selecdo
das coldnias isoladas nas placas foi precedida por observacdes de algumas caracteristicas
morfologicas (coloracdo, forma, elevacdo, bordas, superficie, caracteres Opticos e
pigmentacdo) das col6nias isoladas na placa. Apos essas observagdes as col6nias foram
semeadas em placas de Petri com meio (TSA) para garantir a cultura axénica. Em seguida as
cepas puras foram transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura

(TSA) solido inclinado para manutencao e preservacdo das bacteérias.

2.3.2.2. Identificacdo morfolégica e protedmica

Para os isolados bacterianos, procedeu-se o método de caracterizacdo das expressoes
fenotipicas (figura 6), tendo como base a literatura Holt et al, 1993; Barrow & Felthan,1995;
Song & Leff,2005 . Os resultados dos testes e das coloragdes foram utilizados para efetuar a
identificacdo dos micro-organismos presentes nas amostras. Enquanto que, os isolados de
actinobactérias realizou-se a observacdo da micromorfologia, cada linhagem foi cultivada

pela técnica de microcultivo (figura 5), segundo a técnica de Shirling e Gottlieb ( 1966).

Figura 5. Fluxograma de identificacdo das actinobactérias.
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Figura 6. Fluxograma de identificacdo das provas bioquimicas.
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2.3.2.3. Testes de identificacdo morfologica das bactérias
a) Coloracéao de Gram (Moyes; Reynolds; Breakwell, 2009)

A técnica de coloracdo de Gram é uma técnica de coloracdo diferencial, um método
que reage de forma particular com base na estrutura da parede celular bacteriana. As
bactérias com uma camada espessa de peptidoglicano prendem o complexo Cristal violeta-
lodo e coram-se em roxo e séo designadas como Gram-positivas. As bactérias que possuem
uma fina camada de peptidoglicano, além disso, uma segunda camada externa de membrana,
ndo retém o complexo priméario e descoram-se com alcool. E quando contra coradas com
safranina ou fucsina ficam em tom rosa e sdo designadas como Gram-negativas. Os isolados
foram semeados em Agar Triptona de Soja (TSA), incubadas 24-48h a 30°C em estufa
bacterioldgica, para obtencdo de colbnias jovens. Essa técnica foi empregada para além de
classificacdo das bactérias em Gram-positivas ou Gram-negativas, como também foi
utilizada para analise da morfologia e arranjo das células.

b) Solubilidade em KOH 3% (Moyes; Reynolds; Breakwell, 2009)

Técnica utilizada para confirmacdo da coloracdo do Gram é um método rapido para
diferenciar bactérias Gram-positivas e Gram-negativas sem uso de corantes. O teste é
realizado em uma lamina com a adicdo de uma gota de uma solucdo aquosa de KOH 3%
(m/v) e, em seguida, com o auxilio de uma al¢a bacteriol6gica, mistura-se um indculo obtido
a partir de colénias em TSA a solucdo para fazer uma suspensdo. Neste teste as células
Gram-negativas formam uma emulsdo viscosa e elastica, enquanto as células Gram-

positivas, nao.

c) Coloracao de endosporos (Reynolds; Moyes; Breakwell, 2009)

Diversas espécies de bactérias sdo capazes de formar esporos, sendo essa uma
caracteristica Util para sua identificacdo. Esta técnica foi utilizada para verificar a capacidade
de formacdo de endosporos por bactérias. Os isolados identificados como bacilos Gram-
positivos foram semeados em Agar Nutriente (AN), um meio pobre, para promover a
esporulacgdo, incubadas 24-48h a 30°C em estufa bacterioldgica. Também foi analisada a
localizacdo preponderante dos esporos dentro da célula vegetativa (central, paracentral e

terminal).
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d) Motilidade, indol e producéo de H2S (Koneman et al., 2018)

O meio semissdlido Agar Sulfeto Intol Motilidade (SIM), preparados em camada em alta
tubos de ensaio, foi utilizado para avaliar a capacidade de producdo de H>S e indol pelas
bactérias isoladas, a partir respectivamente, do tiossulfato de sodio e triptofano presente em
sua constituicdo. As bactérias foram inoculadas com auxilio de uma alga bacterioldgica em
agulha e incubadas 24-48h a 30°C em estufa. A natureza semissélida permitiu a avaliacdo da
motilidade destes isolados, observando crescimento difuso em relagdo ao ponto de inoculo.
O sulfeto de hidrogénio foi detectado pela formagéo de um precipitado preto produzido pela
reacao desse gas com o sulfato ferroso presente no meio. A auséncia de uma coloragdo negra
indica resultado negativo. A deteccdo do indol produzido foi feita com a adicdo de reagente
Kovac’s (dimetilaminobenzaldeido), o qual produz uma camada vermelha na superficie do

meio, a auséncia desta colorag&o é considerada como negativo.

e) Catalase (Reiner, 2010)

A produgdo de catalase por micro-organismos é um mecanismo de defesa ao dano
oxidativo, é avaliada através da neutralizacdo do perdxido de hidrogénio em &agua e
oxigénio. A deteccdo dessa enzima é (til para identificacdo e diferenciacdo de género em
algumas bactérias. O teste foi realizado em uma lamina com a adi¢do de uma gota de uma
solucdo aquosa de H202 3% (v/v) e, em seguida, com o auxilio de uma al¢a bacterioldgica,
mistura-se um in6culo obtido a partir de coldnias isoladas crescidas em TSA, a reacdo
positiva foi constatada observando imediato borbulhamento, pela formacao de oxigénio, e

negativa na auséncia da formacéo de bolhas.

f) Oxidase (Shields; Cathcart, 2010)

O teste de oxidase € uma reacdo utilizada para deteccdo da enzima citocromo oxidase. A
producdo dessa enzima foi avaliada utilizando fitas contendo papel de filtro impregnado com
o reagente N,N-dimetil-p-fenilenodiamina (NEWPROV, produtos para laboratério Ltda.,
Brasil). A enzima é capaz de reduzir esse reagente formando uma coloragéo roxa. O teste foi
realizado com o auxilio de uma al¢ca bacterioldgica de plastico, sendo realizado um
esfregaco na fita a partir de col6nias crescidas em TSA por 24-48h a 30°C. Foi considerada
uma reacao positiva o aparecimento da coloragdo roxa entre 15-30 segundos, entre 30-60
segundo reacdo positiva lenta e auséncia na mudanca da coloracdo foram considerados

negativos.
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g) Voges-Proskauer (Mcdevitt, 2009; Rabinovicth; Oliveira, 2015)

O teste Voges-Proskauer € utilizado para pesquisa de acetoina (acetil-metil-carbinol)
produzida através da fermentacdo de acUcares, sendo Util para caracterizacdo de grupos de
bactérias. Foi utilizado o meio caldo glicosado — VP e distribuidas aliquotas de 200 pL em
placa de microtitulacdo de 96 pocgos, de fundo chato estéril (TPP, Switzerland). Os isolados
foram testados em duplicata, utilizando inéculo de 10 pL de uma suspensdo bacteriana
padronizada 0,5 McFarland. A presenga de acetoina foi avaliada apds 48h de incubacgéo a
30°C em estufa bacterioldgica com a adigdo de 50 pL de uma solugdo alcodlica de a-naftol
5% (m/v) seguido da adicdo de 50 pL de NaOH 1N (m/v) e homogeneizacdo. O
aparecimento de uma coloracdo vermelha em até 2h ap6s adicdo dos reagentes foi

considerado positivo e a auséncia negativo.

h) Producdo de &cido por D-glicose, D-Manose, D-manitol e D-xilose (Rabinovicth;

Oliveira, 2015)

A assimilacdo de carboidratos tem importancia diferencial em grupos bacterianos. A
producdo de &cidos a partir de D-glicose, D-manose, D-manitol e D-xilose foi avaliada
utilizando o meio para carboidratos que possui como indicador purpura de bromocresol.
Foram distribuidas aliquotas de 200 pL em placa de microtitulagdo de 96 pocos, de fundo
chato esteéril (TPP, Switzerland). Os isolados foram testados em duplicata, utilizando inéculo
de 10 pL de uma suspensdo bacteriana padronizada 0,5 McFarland. Apds 48h de incubagédo
a 30°C em estufa bacteriolégica o metabolismo dos carboidratos produz &acidos e €
observada pela mudanca de cor do meio, de parpura para o amarelo (reacdo positiva). Nao
alteracdo da cor foi considerado negativo. A producdo de acido a partir de D-glicose foi
utilizado como positivo para crescimento aerdbio e, adicionalmente, em um dos pogos para
esse carboidrato foi acrescido uma camada de 100 pL de 6leo mineral para avaliar o

crescimento anaerébio.

i) Hidrolise de caseina e amido (Rabinovicth; Oliveira, 2015)

A utilizagdo de caseina e amido como fonte nutricional bacteriana foi avaliada pela
prova simultdnea amilGlise e protedlise. Os isolados foram testados em duplicata, utilizando
meio contendo ambos substratos em placa de Petri. O in6culo foi realizado de forma pontos
equidistante a partir de culturas bacterianas mantidas em TSA, com auxilio de alca
bacteriolégica em agulha. Apds incubagdo por 48h a 30°C e crescimento foi possivel

analisar a proteolise da caseina pela formacéo de halos transparentes ao redor das colonias e
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a amildlise colocando a superficie do meio em contato com vapores de iodo (I2). A hidrolise
do amido foi considerada positiva quando observada a auséncia da formacéo de cor roxa ao
redor das colbnias, a cor roxa indica a presenca de amido e é caracteristica do complexo

amido-iodo.

j) Hidrdlise de esculina (Rabinovicth; Oliveira, 2015)

O teste avalia a capacidade de hidrolisar esculina em esculetina por bactérias, que é
detectada pela reacdo deste produto com o citrato férrico presente no meio, € também
utilizada como caractere diferencial taxondmico. Foram feitos semeios bacterianos em agar
esculina (Himedia, Mumbai, india) preparados em tubo inclinado e avaliados apGs
incubacdo por 48h a 30°C em estufa bacteriolégica. A reacdo positiva produz um

precipitado negro e a negativa foi interpretada pela auséncia da formacéo do precipitado.

k) Utilizacéo de citrato (Koneman et al., 2018)

O teste avalia a capacidade de utilizar o citrato como Unica fonte de carbono para o
desenvolvimento de bactérias. Foram feitos semeios bacterianos em agar citrato de Simmons
(Himedia, Mumbai, india) preparados em tubo inclinado e avaliados apds incubagdo por 48h
a 30°C em estufa bacterioldgica. A formacgdo de uma coloragdo azul com crescimento indica
reacdo positiva e a manutencdo da coloracdo verde indica auséncia de crescimento e

metabolismo do citrato.

I) Producéo de fenilalanina desaminase (Rabinovicth; Oliveira, 2015)

Foi utilizado o meio &gar fenilanalina, preparados em tubos inclinados, para deteccdo da
producdo da enzima fenilalanina desaminase. O produto da reacdo é o acido fenilpiravico
que foi constatado apds 48h de incubagdo a 30°C do semeio bacteriano. Os tubos foram
examinados adicionando uma solugcdo aquosa de cloreto ferrico a 10% (m/v) (FeCls) e o
desenvolvimento de uma coloracdo verde na superficie do meio foi interpretado como

reacdo positiva e a ndo reacdo apos adi¢do do reagente indicou resultado negativo.

m) Urease (Brink, 2010)

A habilidade de utilizar a ureia como Unica fonte de nitrogénio foi avaliada utilizando o
meio agar ureia de Christensen. O meio utiliza o indicador vermelho de fenol e hidrolise da
ureia produz metabdlitos alcalinos, essa alcalinizacdo é verificada pela mudanga do meio

para coloracdo rosa, reacdo positiva da urease. O consumo apenas de outras fontes
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nutricionais do meio excetuando a ureia causa a mudanca do meio para coloragédo amarela,

reacao negativa.

n) DNAse (Koneman et al., 2018)

O teste DNAse avalia a capacidade de bactérias degradarem &cido desoxirribonucleico
através da producdo da enzima desoxirribonuclease. Essa caracteristica, além de conferir
viruléncia, é utilizada na diferenciacdo de cocos Gram-positivos. Foi utilizado o meio agar
DNAse (Himedia, Mumbai, india), preparado e distribuido em placa de Petri. O semeio é
realizado através de inoculo denso circular e incubado por 48h a 30°C em estufa
bacterioldgica. Apds crescimento foi utilizado uma solugcdo aquosa de HCI 1N (v/v) como
revelador, foi aliquotado um volume suficiente para cobrir toda coldnia. Observa-se o
desenvolvimento de halos transparentes ao redor das col6nias DNAse positivas e a auséncia

de halo quando ndo ha producao da enzima.

0) Reducdo de Nitrato (Rabinovicth; Oliveira, 2015)

O teste de reducdo do nitrato (NOz") a nitrito (NO2"), mediado pela enzima nitrato
redutase, é um caractere diferencial utilizado na identificacdo dos membros bacterianos. Foi
utilizado o meio caldo nitrato (Himedia, Mumbai, india) distribuido através de aliquotas de
200 pL em placa de microtitulacdo de 96 pocos, de fundo chato estéril (TPP, Switzerland).
Os isolados foram testados em duplicata, utilizando inéculo de 10 puL de uma suspensao
bacteriana padronizada 0,5 McFarland. A pesquisa de nitrito foi realizada ap6s 48h de
incubacdo a 30°C em estufa bacterioldgica. Adicionou-se 50 puL de uma solucdo de acido
sulfanilico 8 g/L dissolvido em &cido acético glacial 5 N (m/v) seguido da adicdo de 50 pL
de a-naftilamina 5 g/L também dissolvida em 4&cido acético glacial 5 N (m/v). O
aparecimento de uma coloracdo vermelha escura em poucos minutos indica presencga de
nitrito e resultado positivo. A ndo formacgdo da cor vermelha indica auséncia de nitrito,

portanto resultado negativo.

p) Susceptibilidade a bacitracina 0,04 U e novobiocina 5 pg (Koneman et al., 2018)

A susceptibilidade a bacitracina 0,04U e novobiocina 5 pg sdo testes empregados na
diferenciacdo taxondmica de cocos Gram-positivos. Os isolados foram testados em
duplicata, utilizando o meio agar Mueller-Hinton em placas de Petri. O semeio foi realizado
com o auxilio de um Swab por toda superficie do meio a partir de suspensdes bacterianas

padronizadas a 0,5 na escala McFarland. Adicionado os discos as placas foram incubadas
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em estufa bacterioldgica por 24-48h a 30°C. A sensibilidade a bacitracina foi verificada
através da formagdo de halo de inibicdo >10 mm ao redor do disco e a resisténcia quando <9
mm de didmetro. E para novobiocina o isolado foi considerado sensivel quando foram

verificados halos >16 mm e resistentes se <16 mm de didmetro.

2.3.2.4. Identificagdo protedmica por MALD-TOF MS

Para identificacdo foram utilizadas suspens@es bacterianas cultivadas em NA
(Caldo Nutritivo) a 30°C por 24horas. Os isolados submetidos a analise através da extracédo
proteica por espectrometria de massa (MALDI-TOF Autoflex Il Bruker Laser nd:yag
smartbeam, Bruker Daltonick Inc., USA/Germany). Quarenta isolados bacterianos foram
transferidos para tubos Eppendorf de 1,5mL misturados completamente em 300 uL de agua
destilada e esterilizada e agitadas ao vortéx. Em seguida adicionado 900 pL etanol absoluto,
o0 conteudo cuidadosamente homogeneizado e entdo centrifugado a 12.000 g durante 2min: o
sobrenadante foi descartado e o sedimento seco a temperatura ambiente. O pellet foi
misturado com 50 pL. de 4cido foémico (70%), levado ao vortéx, em seguida adicionado 50
uL de acetonitrila e homogeneizado sobre o vorttéx. A solugdo foi entdo centrifugada a
12.000 g durante 2 min, ¢ 1 puL do sobrenadante foi colocado em duplicata sobre a placa de
aco, seco e temperatura ambiente a 25°C. Posteriormente, cada amostra foi revestida com 1
uL de solugdo de matriz, o qual consiste de uma solugéo de uma solugio de a-aciano- Acido
4 hidroxi-cindmico (HCCA) em 50 % de acetonitrila e 2,5% 4cido trifluoroacético
(concentracéo final: 10mg HCCA/mL) e seca temperatura ambiente a 25°C. A placa alvo em
aco polido de MALD_TOF MS subsequentemente introduzida no espectrometro de massa
para obtencdo dos espectros proteicos. A lista de picos obtidos foi exportada ao software
Biotyper (Biotyper system, versdo 3.0) onde as identificacdes finais foram determinadas
Malakhova et al., 2014.

2.3.3. Microalgas e cianobactérias
2.3.3.1. Identificacdo morfoldgica

A andlise qualitativa das cepas foi realizada via microscopio optico binocular Carl
Zeiss, modelo Axioplan-2 com camara clara e ocular de medigdo. Durante a analise
qualitativa foram observadas as caracteristicas morfologicas e métricas de no minimo 50
individuos de cada cepa com objetivo de registrar a variabilidade morfométrica. O material

foi fotografado por meio de cdmera digital Canon SD890 IS adaptada a ocular micrometrada
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do microscépio e os dados métricos foram obtidos analisando as fotografias por meio do
programa Carl Zeiss AxioVision Rel. 4.6.3.

A identificacdo taxondmica foi baseada em literatura especializada (Gardner 1927,
Desikachary 1959; Komarek & Anagnostidis 1998, 2005; Komarek 2013; Komarek &
Hauer 2014), além de artigos mais recentes e especificos para cada género. Sempre que
possivel, as descri¢bes originais dos tdxons também foram analisadas para que o conceito
inicial fosse preservado e eventualmente comparado com demais estudos. O sistema de

classificacéo adotado foi o de Komérek et al. (2014).

2.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E LUPA BINOCULAR

Amostras da parte vitrificada e pedagos do biscoito dos azulejos foram lavados e
fixados em uma solucdo contendo 2,5% de glutaraldeido / 4% de formaldeido em um
tampdo de cacodilato de sddio 0,1 M, a pH 7,2, posteriormente submetidos a ponto critico
usando CO2 liquido e revestido com ouro coloidal e por ultimo as amostras foram montados
em suporte de aluminio, examinados e fotografados em microscépio eletrénico de varredura
JEOL JSM 5600LV (Jeol, Tokyo, Japan), seguindo a técnica adaptada de Neto et. al., 2017.
Os procedimentos de preparo e leitura das amostras foram realizados no Nducleo de

Pesquisas em Ciéncias Ambientais da Universidade Catélica de Pernambuco.

2.5. CORANTE FLUORESCENTE CALCOFLUR WHITE M2R.

A técnica de coloracdo da parede celular fungica foi utilizada para visualizar estruturas
filamentosas no biofilme presente nos fragmentos de azulejos obtidos. Seguindo a técnica
Harrington et al., 2003, o preparo e leitura das amostras foram feitas no Nucleo de

Pesquisas em Ciéncias Ambientais da Universidade Catélica de Pernambuco.

2.6. COMPOSICAO MINERALOGICA DOS AZULEJOS

Com o objetivo de caracterizar a composi¢do mineraldgica dos azulejos do Convento
de Sao Francisco, as pecas foram analisadas por espectroscopia de fluorescéncia de raios X
(FRX) no DEN-UFPE (Departamento de Energia Nuclear) na Universidade Federal de
Pernambuco-UFPE.
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3. RESULTADOS E DISCURSAO

3.1 AS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS E OS MEIOS E OS PONTOS DE
COLETA

Assim como foi observado na pesquisa anterior (Diversidade microbiana nos painéis
de azulejos da Academia Pernambucana de Letra-APL) a utilizagdo dois meios de cultura
(MEA e BDA) ndo apresentaram diferencas significativas no numero de unidades
formadoras de col6nia (UFC), os resultados quantitativos das unidades formadoras de
coldonias dos fungos do Convento mostraram também que ndo houve diferencas
significativas entre os meios de cultura Extrato de Malte Agar (EMA) e Rosa de Bengala
Peptona Glicose (PGRBA). Assim como os meios (TSA e MH) que ndo expressaram
diferencas significativas para os isolamentos das bactérias da APL, os resultados mostraram
que o TSA comparado ao R2 néo apresentou diferenca significante.

Mesmo que ndo sida estatisticamente significante a diferenca UFC entre os dois
meios citados € importante utilizar no minimo dois tipos meios de cultura com composicdes
distintas. Recomenda-se utilizar um meio mais complexo (TSA e EMA) ricos em fonte de
carbono e/ou nitrogénio. Estes sdo voltados para fungos e bactérias autotréficas (Tortora et
al.2012). E um seletivo com mais componentes minerais (R2 e PGRBA). A utilizacdo de
meios com componentes minerais unifica 0 tempo de crescimento de colonias de
crescimento mais lento ou rapido, visto que, 0os micro-organismos que sdo isolados em
ambientes construidos sdo adaptados a condicGes indspitas e uma vez em condicdes de
crescimento em vitro com um meio de cultura rico em fontes organicas dificulte o
desenvolvimento de col6nias de crescimento lento ou fastidiosas (Mateus, 2013; Coutinho,
2015; Cabo Verde, 2015).

E imprescindivel que as comunidades microbianas sejam investigadas através de
métodos diferentes, podendo ser por método dependente de cultura (com base na cultura de
microrganismos) ou por cultura independente (com base na analise de moléculas de
diagnostico, principalmente &cidos nucleicos). Mesmo que o0s métodos de cultura
dependentes permitam estudar a fisiologia e 0 metabolismo dos microrganismos isolados
(Qi-Wang et al. 2010; Otlewska et al.2014; Cebalhos,2017; Cavalieri, 2018).

Um total de 356,9 UFC/cm? de coldnias bacterianas foram contabilizadas a partir dos
dados obtidos dois meios dos meios TSA (208,5 UFC/cm?) e R2 (148,4 UFC/cm?), dessas
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foi possivel isolar 51 cepas. Em todos os quatro locais de coleta as unidades formadoras de
colbnias apareceram, com destaque para o ponto dois (Capela Santa Ana) e ponto quatro
(Escadaria), 131,45 UFC/cm? e 108,29 UFC/cm?, respectivamente. Em contra partida os
pontos um (Capela Capitulo) e trés (Corredor) corresponderam as regifes com menores
nameros de colbnias bacterianas, ver tabela 1. Observou-se que a quantidade de bactérias
isoladas apresentou uma uniformidade na distribuicdo entre os quatro pontos coletados,
tabela 1.As cianobactérias e microalgas, de acordo com o método adotado, ndo foram
possiveis contabilizar as unidades formadoras de col6nias e consequentemente o isolamento.
A partir da analise de presenca ou auséncia dos organismos autotréficos nas amostras, foi
possivel identificar a presenca de 4 géneros e 2 espécie de cianobactérias e 3 géneros de
microalgas com apenas 1 espécie identificada. Dos trés pontos, a Capela Santa Ana foi o

local de coleta que apresentou 0 maior numero de individuos presentes na amostra.

Em relacdo as unidades formadoras de colonias dos fungos foram observados um
total de 1,77 UFC/cm?, destes sendo EMA (0,94 UFC/cm?) e RGRBA (0,83 UFC/cm?), foi
visto que os maiores dados de UFC e de isolados fangicos foram observados no ponto 3
(Corredor) e ao ponto 4 (Escadaria), ver tabela 3. Caracterizando um padrdo de distribuigédo
das cepas um pouco diferente dos demais grupos citados, principalmente em relacdo ao
ponto 3 (Corredor), em que ndao houve crescimento de organismos autotréficos e os dados de
UFC bacteriano foi o menor. Do total de unidades formadoras de coldnias foi possivel isolar
49 cepas. Dessas cepas 0 maior nimero de isolados foi observado na Capela Santa Ana
(tabela 2)
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Tabela 2. Numero de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) e de isolados bacterianos
relacionados ao ponto de coleta e meio de cultivo.

UFC/cm?2 N° de isolados (unidades)

TSA R2 Total TSA R2 Total

1 57,26 21,59 78,85 7 3 10

3 26,5 11,81 38,31 7 7 14

Legenda: MH= Mueller Hinton; TSA= Agar triptona soja; R2= Meio para heterotroficas. 1(Capela capitulo); 2 (Capela
Santa Ana); 3(Corredor) e 4(Escadaria).

Tabela 2. Distribuigdo dos organismos autotroficos aos locais de coleta.

Pontos

Cianobactéria 1 1 0 1

Cianobactéria 0 1 0 1

Cianobactéria 1 0 0 0

Microalga 0 1 0 0

Microalga 1 1 0 1

Legenda: Presenca (1) e Auséncia (0). 1(Capela capitulo); 2 (Capela Santa Ana); 3(Corredor) e 4(Escadaria).
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Tabela3. Nimero de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) e de isolados fungicos relacionados ao
ponto de coleta e meio de cultivo.

UFC/cm2 N° de isolados (unidades)
Meios de cultura

EMA RGRBA Total EMA RGRBA Total
Ponto
1 0,08 0,14 0,22 4 5 9
2 0,2 0,2 0,4 6 9 15
3 0,34 0,25 0,59 6 7 13
4 0,32 0,24 0,56 6 6 12

Legenda: BDA= Batata Dextrose Agar; MEA= Agar Extrato de Malte; PGRBA= Agar Peptona Rosa de begala. 1(Capela
capitulo); 2 (Capela Santa Ana); 3(Corredor) e 4(Escadaria).

Quando foram comparados os pontos ndo houve diferenca significativa em relacdo as
unidades formadoras de colénia e numero de isolado, todavia, é interessante salientar que o
corredor foi o ambiente com mais unidades formadoras de coldnias fungicas
(0,59UFC/cm?), menos bactérias (38,31 UFC/cm?) e nas amostras desse ponto ndo houve
desenvolvimento de organismos fotoautréficos. A auséncia do desenvolvimento de
cianobactérias e microalgas podem estar relacionadas com a baixa incidéncia de luz desse
ponto, porém ndo é possivel afirmar porque esse parametro fisico ndo pode ser avaliado
através de equipamentos especificos. Foi observado que assim como na Academia
Pernambucana de Letras, os painéis do Convento de Sdo Francisco apresentavam varios
pontos de deterioragdo, o que pode estar favorecendo a colonizagdo microbiana, segundo
Sanjad, 2009, as manifestagdes da acdo microbiologica correm principalmente entre o
vitrificado e a parte ceramica (biscoito). O caminho de acesso dos micro-organismos a esta
regido de interface entre as duas camadas é o craquelé existente no vitrificado, que corta a
secdo transversal do mesmo. Estes, juntamente com as juntas de qualquer painel,
representam pontos de entrada de contaminagdo sendo o inicio para a deterioracdo de cada
azulejo a partir do esmalte para o corpo da ceramica e até mesmo a argamassa (Coutinho,
2015).
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3.2. DIVERSIDADE MICROBIANA NOS AZULEJOS DO CONVENTO DE SAO
FRANCISCO

3.2.1. Identificacdo dos fungos filamentosos

Foram isoladas 49 cepas fungicas, desse quantitativo foram identificados 7 géneros
de fungos (Aspergillus, Curvularia, Lichtheimia, Rhizopus, Syncephalastrum,

Phenerochaete e Penicillium) e 12 espécies (ver figura 7).

Do total de unidades formadoras de colénias 48,5 % foram de fungos pertencentes a
ordem Mucorales; Lichtheimia hyalospora (Kerts. Hoffm, Walther & K. Voigt, 2009),
Rhizopus stolonife (Vuill, 1902) e Syncephalastrum sp. Seguido do género Aspergillus com
26,5% do total de UFC.

O numero maior de taxons (género e espécie) identificados pertence ao género
Aspergillus, Destaque também para o género Curvularia sendo o segundo maior em nimero

de taxons (figura 8).

O numero elevado de UFC dos fungos Mucorales, principalmente de Lichtheimia
hyalospora, Rhizopus stolonife e Syncephalastrum sp, encontrados no ponto 3(corredor)
pode esta sendo influenciada pelas relacdes estabelecidas entre outros micro-organismos.
Sabe-se que no desenvolvimento de uma comunidade microbiana existem varias influencias
entre elas a competicdo pelo substrato. Como o corredor foi o ponto de coleta que
apresentou 0 menor numero de UFC bacteriano e ndo houve crescimento de organismos
fotoautroficos esse contexto pode ter favorecido as cepas em questdo. Em vez que alguns
dos fungos da ordem Mucolares; Rhizopus, Syncephalastrum, Lichtheimia, Mucor e dentre
outros, sdo considerados como, organismos altamente competitivos e se desenvolvem

rapidamente nos substratos, devido ao seu alto poder enzimatico (Lima, 2018).
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Figura 7. Macroscopia e microscopia das col6nias dos fungos e fragmento do azulejo. Lichtheimia hyalospora
(A e B); Syncephalastrum sp (C e D); Rhizopus stolonife (E e F); Phanerochaete chrysosporium (G e H);
Curvularia sp (I e J); Aspergillus niger (L e M); Pnicillium sp. (N e O) e detalhe do azulejo com manchas na

chacota (P e Q).

Fonte: Autora, 2019.
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Figura 8. Distribuicdo dos isolados fungicos nos locais de coleta.

16

14

12

10

Capela capitulo Capela Santana Escadaria Corredor

W Aspergillus sydowii A. niger var niger B A. niger

m A. flavus m A. ochraceus A. japonicus

m A. allohabadii B Curvularia pallescens Curvularia lunata

B Curvularia sp W Rhizopus stolonifer m Syncephalastrum sp.

m Lichtheimia hyalospora Phenerochaete chrysosporium Penicillium citreonigrum
Penicilliu sp
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Existem poucos relatos de Zigomicetes envolvidos na biodeterioragdo de ambientes
construidos (Coutinho, 2015; Fazio, 2016) isolaram Mucorales em monumentos historicos,
porém os autores citados afirmam que até 0 momento nao se conhece quais seriam as acoes
e consequéncias realizadas pelos Zigomicetes na biodeteioragdo. O que caracteriza a

necessidade da realizacédo de futuros trabalhos.

E importante ressaltar que o género Syncephalastrum sp., foi possivel determinar sua
espécie porque foi observado pela identificacdo por taxonémica classica a presenca de
estruturas diferenciadas na conformacéo dos esporangiosporos o que pode ser uma espécie
nova ou variacdo de espéecie. Para atender ao questionamento a cepa encontra-se em

processo de identificacdo molecular.

Em relacdo Phanerochaete chrysosporium, € um fungo popularmente conhecido por
causar a podriddo branca (Wang, 2018) ha relatos da sua acdo de biodeterioracéo
principalmente em superficies de madeira. Sendo até o momento a primeira ocorréncia (de
acordo com a busca realizada no index fungorum) dessa cepa fungicas em painéis de
azulejos, seu isolamento pode esta associado ao processo de fabricacdo dos azulejos mais
antigos, como os do século XVI e VXII, uma vez que nesse periodo a fabricacdo das pecas
eram feitas artesanalmente sendo muito comum encontrar varias impurezas. Pretende-se
realizar analises mais especificas nas pecas de azulejos do século VXII para investigara a
presenca ou auséncia de substancias que comprovem essa hipétese.

Quanto aos géneros Penicillium sp. como Aspergillius sp., sdo considerados uns dos
fungos mais cosmopolitas, oportunistas e pulverulentos, seus esporos sdo resistentes e
facilmente disseminados, j& foram isolados até em vitrais por Carmona et. al.,2006 e
Rodrigues et. al., 2014, a superficie de vidro assim como a superficie vitrificada do azulejos
é um substrato extremamente limitado de nutrientes, porém esses organismos conseguem se
desenvolver em tais superficies, o que pode ser explicado pela sua natureza osmofilica e
xerofilica que alguns fungos apresentam. Além da sua natureza de causar biodeterioracao
alguns fungos, como A. allahabadii vém sendo utilizados para produgdo de biocidas no

tratamento dos biofilmes encontrados em edificios (Hongli Hu,2013).

Gonzéalez-Abradelo, 2019, estudou a primeira demonstracdo de fungos halofilicos

ascomicetos, entre ele esta o fungo Aspergillus sydowii em que removeram 100% das


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830512001552#!
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amostram que continham hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) em &guas residuais
de biorrefinaria salina concluindo que esse fungo pode ser usado para tratamentos de
micotoxicidade em condicdes de salinidade. O corroborando para justificar a presenca de
Aspergillus sydowii em um substrato inorganico que possuem a presenca de sal na
superficie.

3.2.2. Identificacdo das bactérias

Os resultados dos testes de caracterizacdo das expressdes fenotipicas através de
provas diferenciadas, de alguns dos 51 isolados (28/TSA e R2/23), sdo apresentados nas
tabelas 4 e 5. Em relacdo a morfologia das células, 70,5 % foram de bacilos, 17,6% cocos,
11,7% filamentosa. Com base nos caracteres citomorfoldgicos de bacilos Gram-positivos e
cocos Gram-positivos e das analises micromorfologicas das estruturas filamentosas foi
possivel identificar 6 géneros; Bacillius sp., Brevibacillius sp. e Mycobacterium sp.

(bacilos), Micrococcus sp. e Kocuria sp. (cocos) e Streptomyces sp. (actinobactéria).

As analises por MALDI-TOF MS identificou apenas 2 isolados, em nivel de espécie
com valores de registro (score) >2.0, 0s demais isolados ndo foram possiveis de identificar
apresentaram um score abaixo de 2.0. Provavelmente os resultados exibidos de um score
abaixo para maioria dos isolados pode esta relacionado com a base de dados do
equipamento, uma que este, dispdem de mais informacgdes voltadas para identificar cepas
bacterianas de interesse clinico, possuindo poucos dados em relacdo a bactérias de origem
ambiental. Um exemplo do relatério de identificacdo dos isolados com seus respectivos
scores estdo exemplificados na Figura 9.

Figura 9. Resultados das bactérias identificadas pelo MALDI Biotyper.
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1 L | ctila sfaris ri-sl-ilbde i drictil itmd | i) T o=
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Fonte: Fonte: Software MALDI Biotyper versdo 3.1.
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A identificacdo dos isolados bacterianos por via molecular, ndo apresentou resultados
satisfatorios. Mesmo realizando alteragGes ao método de extracdo e PCR (Sambrook,2001),
ndo houve extracdo suficiente de material genético, ou mesmo diante do material extraido
ndo sucedeu a amplificacdo por PCR do DNA. Esse resultado evidencia a necessidade de
novas adaptacgdes aos protocolos de extracdo e de PCR para otimizagéo dos resultados com o
material genético procarioto dos isolados nos painéis de azulejos.

Segundo Cavalieri, 2018, diante da dificuldade de extrair o material genético de
cepas selvagens ambientais, se faz necessario recorrer a diferentes técnicas moleculares de
investigacdo da comunidade microbiana. Atualmente os microbiologistas que investigam a
biodeterioracdo, estdo utilizando técnicas de sequenciamentos de alta geracdo (NGS), pois
apresentam melhorias em relacdo ao processo original de sequenciamento, permitem o
sequenciamento em massa de diferentes amostras de DNA (independentemente de cultivo e
clonagem) dos mais variados tipos de ambientes (Gutarowska, 2015).

Em relacdo a distribuicdo das bactérias no Convento de Sdo Francisco de Olinda, as
cepas Bacillius sp., Brevibacillius sp., Mycobacterium sp., Micrococcus sp. e Streptomyces
sp. foram isoladas em todos os quatro pontos de coleta, destaque para Bacillus sp. que
correspondeu a 33% do total de isolados bacterianos ver tabela 6.

Algumas bactérias do grupo Firmicutes, que incluem principalmente os Bacillus sp.,
apresentam enddsporos, que sdo estruturas de existéncia que garantem a sobrevivéncia da
bactéria por periodos de estresse ambiental. Estes sdo, portanto resistentes a radiacdo
ultravioleta e gama, temperatura, ambientes secos e/ou salinos. Os representantes do
firmicutes sdo organismos com capacidade de produzir EPS (Matriz de Polimero
Extracelular). Isso permite sua fixacdo e sobrevivéncia em ambientes indspitos, como
azulejos (Coutinho et. al., 2012). Cabo Verde, 2015 identificou através de testes de
expressdo fenotipica, verificou que 77 % dos isolados bacterianos foram bacilos Gram-
positivos formadores de enddsporos, das amostras obtidas dos painéis de azulejos na sala do

Museu Nacional do Azulejo (Lisboa, Portugal).
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Tabela 4. Caracterizacao fenotipica através de provas diferenciais de bacilos Gram-positivos.

Caracteres citomorfoldgicos de bacilos Gram-positivos

Gram + + + + + + + + + + + 4+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4

Morfologia das células b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b

Colbdnias pigmentadas:

+
+
+
+
+

2
+
+

\

\
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
2
+

Formagcéo de esporo

Cilindrico

Esporéngio distendido - - - nd nd nd - - - - - - - - 4+ - - - - - - - qnd - nd -

Central + + + + + + + + + + + +

Paracentral + + o+ + o+ + + +
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+
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+
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+

Reducdo de Nitrato
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nd: ndo foi possivel determinar; +lI: positivo lento;

Tabela 5 . Caracterizagdo fenotipica através de provas diferenciais de cocos Gram-positivos.

Caracteristicas

c c

o (@]

O O o < Te] [q\] — o g

S 9 Scococo o9 = 9 O

3 & 808080 d & & o o
Gram + + + + + + + + + +
KOH 3% - - - - - - - - -
Morfologia das células c c c c c c c c c c
Arranjo das células tr trsr st pcd tr  nd st st pcd tr
Colbnias pigmentadas:
Amarelo + + +
Amarelo palido + +
Creme palido a laranja + +
palido
Rosa-vermelho +r
Catalase + + + + + + + + + +
Oxidase + + + - + + + + + +
Voges-Proskauer nd nd - - nd + - nd nd nd
Crescimento aeroébico + + i + + i + 4 + +
Crescimento anaerobico + - - + nd - + - - nd
Producéo de acido por:
D-Glicose + + + + + + + + + +
D-Manose - - + + + - - + - -
D-Manitol - - - - - - - + - -
D-Xilose - - - + + - - - - -
Urease + + nd + - nd + + + nd
DNAse - 4 nd - + nd + nd nd +
Reducéo de nitrato - - - + - - - - - -
Bacitracina 0,04 U S § nd S S S S S R S
Bacitracina 10 U S S nd S S S S S R S
Novobiocina 5 pg S S nd S S S S S S S

c: cocos; tr: tétrades; trsr: tétrades e sarcinas; st: estafilococos; nd: nado foi possivel
determinar; r: rosa; S: sensivel; R: resistente.
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Tabela 6. Distribuicéo das bactérias no Convento de Séo Francisco de Olinda.

Géneros bacterianos
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Corredor 32 0 1 0 0 0 0 0 0 0
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34

36

49

51
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Bacillus  Brevibacillus *Bacillus *Bacillus  Micrococcus  Kocuria  Mycobacterium  Streptomyces N&o
sp. sp. megaterium subtilis sp. sp. sp. sp. identificado

Legenda: * Além da caracterizacdo fenotipica através de provas diferenciais esses dois isolados foram os Gnicos a serem identificados por MALDI-TOF MS.
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Enquanto Sheng, 2010 identificou usando uma abordagem acoplada envolvendo analise
independente de cultivo de desnaturacédo eletroforese em gel de gradiente (DGGE) bactérias
(Bacillus, Massillia, Brevibacillus, Glacialice, Acinetobacter, Brachysporum e
Achromobacter) em um monumento histérico na China. Assim como Gaylarde, 2017,
utilizando técnicas de sequenciacdo de DNA da proxima geracgdo, identificou que os grupos

bacterianos mais abundantes foram o Actinobacteria e Micrococcaceae.

O crescimento bacteriano é frequentemente associado a formagdo de biofilmes,
promovendo descoloracdo, a degradacdo de componentes quimicos do substrato o que leva a
deterioracdo da superficie do monumento. Porém é importante destacar que a presenca do
biofilme bacteriano ndo é exclusivamente maléfica a estrutura do monumento. Estudos
recentes e avancas na area da biorregeneracdo, pesquisam alguns tipos de bactérias (Bacillus
pseudofirmus) como aditivo a mistura de concreto promovendo a sua regeneracdo. Provam
que ao contrario da acdo da biodeterioracdo, a presenca de alguns tipos de bactérias podem

contribuir para solucionar problemas estruturais em ambientes construidos (Claudino, 2017).

3.2.3. Identificacdo das cianobactérias e microalgas

No que se refere a identificacdo de micro-organismos fotossintéticos foram
observadas nas amostras de azulejos a presenca de 4 géneros e 2 espécies de cianobactérias,
que sdo Chroococcidiopsis muralis (Geitler, 1933), Chlorogloeopsis fritschii (Miltra &
Pandev, 1967), Chlorogloeopsis sp., Leptolyngbya sp. e Nostoc sp. E

As cianobactérias Chroococcidiopsis muralis e Nostoc sp. foram o0s Unicos géneros
que apareceram em todos os locais de coleta (ver tabela 7), com excec¢do ao ponto trés
(corredor) que ndo houve crescimento de organismos autotrofos nas amostra desse local
como ja havia sido mencionado. Chroococcidiopsis muralis € Nostoc sp sdo encontrados
amplamente em diversos tipos substratos e ambientes (Galindo-Alcazar, 2018), Malone et.
al, 2016 identificou Nostoc sp e Leptolyngbya sp. em lagos salinos, mostrando que sao
organismo halotolerantes. O que colabora com os dados da presente pesquisa, uma vez que
existe a presenca de sal nas superficies dos painéis de azulejos do Convento de Séao
Francisco.

A maioria das cianobactérias e microalgas encontradas foram relatadas como
organismos fotobiontes com associagdo liquénica tais com Nostoc sp., Coccomyxa sp. e

Scytonema sp. (Ahmadjian, 1993; Salvadori, 2017). Coutinho, 2015 também identificou a
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presenca de Nostoc sp e Tapinothrix sp em painéis de azulejos do Palacio Nacional da Pena
(Sintra, Portugal).

Existem vaérios estudos sobre a acdo microbiana de organismos autotroficos
colonizadores de substratos inorganicos. Os primeiros modelos de colonizacdo em
monumentos consideravam que 0S oOrganismos pioneiros era obrigatoriamente um
fotoautrofico, dado que estes requerem apenas luz solar, &gua e minerais para 0 seu
crescimento. Assumia-se que estes abririam caminho para bactérias heterotréficas, fungos e
organismos superiores, promovendo o aparecimento de uma camada de biofilme que é
enriquecido com matéria organica e com sais inorganicos (Allsopp,2016). Dessa forma a
biomassa dos micro-organismos fotossintéticos pode ser utilizada por micro-organismos
heterotréficos como fonte de carbono e energia. Atualmente, porém, tem sido discutido
principalmente entre os microbiologistas da area de biodeterioracdo, que a colonizagdo
inicial de ambientes construidos pode ser realizada por bactérias e fungos organotréficos, em
conjunto com os organismos fotoautotréficos (Mateus, 2013).

Independentemente se os organismos fotoautotroficos sdo 0s primeiros na
colonizacdo microbiana, eles sdo 0s principais responsaveis por causar manchas verdes e
pretas nas superficies inorganicas e possuem a capacidade de aderir a estas superficies
através da producdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS), que sdo liberados pelas
cianobactérias sob condicdes de estresse tais como dessecagdo e irradiacdo UV (Keshari,
2014). E sdo capazes de desenvolvem-se em ambientes mesmo com pouca intensidade de
luz, como em dentro de igrejas, conventos, cavernas, catacumbas e outros (Macedo et
al.2005; Ma,2015).



113

Tabela 7. Micro-organismos fototréficos identificados por métodos de cultura nos painéis azulejos
do Convento de Séo Francisco de Olinda.

Pontos

Chroococcidiopsis 1 1 0 1
muralis
Geitler, 1933

Chlorogloeopsis sp. 0 1 0 1

Leptolyngbya sp. 1 0 0 0

Scytonema sp. 0 1 0 0

Coccomyxa sp. 1 1 0 1

Legenda: Presenca (1) e Auséncia (0). 1(Capela capitulo); 2 (Capela Santa Ana); 3(Corredor) e 4(Escadaria).
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Figura 10. Cianobactérias e microalgas presentes nas amostras de azulejos do
Convento S&o Francisco de Olinda. Chroococcidiopsis muralis (A e B),
Chlorogloeopsis fritschii (C) e Chlorogloeopsis sp. (D), Leptolyngbya sp. (E e F) (
Nostoc sp. (G e H), Scytonema hofmanni (1) e Scytonema sp (J), Tapinothrix sp. (L e
M) e Coccomyxa sp. (N e O).
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3.3

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E LUPA BINOCULAR

As imagens obtidas através do MEV dos fragmentos de azulejos foram possiveis
perceber alguns longos filamentos (figura 11), provavelmente possa ser estruturas
morfologicas relacionadas aos organismos presentes ha comunidade microbiana aderida ao
azulejo. Dentre 0s micro-organismos que apresentam a morfologia em questdo
(filamentosa); sdo os fungos (Aspergillus, Curvularia, Lichtheimia, Rhizopus,
Syncephalastrum, Phenerochaete e Penicillium e outros géneros), as cianobactérias
(Leptolyngbya e Nostoc), microalgas (Scytonema, Tapinothrix e outros), ha também
actinobactérias (Streptomyces sp.e Nocardiopsis). A presenca desses micro-organismos e
outros no na superficie dos azulejos pode causar mudancas de volume, penetracdo na matriz
cerdmica e liberagdo de substancias metabolicas, como &cidos orgénicos e inorganicos,
como ocorre em materiais de pedra (Gorbushina, 2007; Sanjad et. al., 2014; Gaylarde et. al.,
2016).
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Corroborando com os resultados as imagens obtidas a partir da coloragéo por calcofluor
evidenciaram a presenca de estruturas fungicas (figura 12), do ponto 2 (Capela Santa Ana),
sendo este um ponto que apresentou a maior diversidade de fungos. Silva et.al. 2014,
também observou estruturas fungicas e alteracdes quimicas provocadas pela colonizacéo,
através da microscopia eletronica de varredura, assim como Coutinho et. al., 2019 que testou
a biorreceptividade de uma espécie nova de fungo Devriesia imbrexigena isolada em

azulejos.

Em relacdo a outras estruturas morfologias unicelulares (cocos e bastonetes de
bactérias) ndo foram sdo observadas através do MEV. O que pode estar relacionada com a
densa camada de sal depositada na superficie dos azulejos visualizada através da lupa
binocular (figura 13). Segundo Esteves et al.,2016 um dos problemas mais comuns nos
edificios antigos é presenca de sais, sendo o maior fendmeno de degradacdo de azulejos
(Sanjad, 2002) . Como resultado dessas reacfes temos que a perda da camada vitrea
possibilita a infiltracdo de &gua pluviais, e consequentemente cria um micro-habitat para

micro-organismo principalmente para os haléfilos.



Figura 11. Imagem MEV da crosta aderida ao fragmento de azulejo do século XVI do'17

Convento de S&o Francisco de Olinda. Revelando uma estrutura longa filamentosa
provavelmente microbiana.

*




Figura 12. Imagens por Calcoflur White de estruturas filamentosas de fungos 118
fixados a superficie dos azulejos o século XVI do Convento de Sdo Francisco de
Olinda.




Figura 13. Imagem por lupa binocular do detalhe de um fragmento do azulejo 119

século XVI do Convento de Séo Francisco de Olinda. Observa-se a camada de
sal (seta azul) e pontos de crostas esverdeadas (seta vermelha) depositados na

superficie do azulejo.
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3.5. COMPOSICAO MINERALOGICA DOS AZULEJOS

Através dos resultados das analises por FRX possivel verificar que os azulejos do
século VXI do Convento de S&o Francisco de Olinda sdo de fato os azulejos antigos que 0s
da Academia Pernambucana de Letras. Ao compararmos os dados obtidos do elemento
calcio (Ca) das duas amostras (seculo XVI e XIX), observa-se que o pico de calcio na
amostra do seculo XVI é aproximadamente duas vezes maior do que a amostra do século
XIX (figura 14). Corroborando com Muniz et al.,2017, em relagdo da caracteristica do

calcio ser um dos marcadores que indica diferencas cronologicas.

Figura 14. Gréfico da composicdo mineraldgica dos azulejos do século XVI do
Convento de Sdo Francisco de Olinda. Comparagdo da composi¢do de célcio dos
biscoitos dos azulejos do século XVI com o do século XIX. .
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Em relagdo aos pigmentos presentes no vitrificado amarelo e azul, apresentaram
diferencas na concentracdo de chumbo (figura 15). O que pode explicar essa diferenca na
concentracdo de chumbo de um pigmento para outro na mesma peca, poderia estar
relacionado com a maior complexidade mineraldgica das pecas mais antigas, em decorréncia
de uma argila impura, rica em diversos materiais. Ja 0s biscoitos mais modernos como 0s do
século XIX fruto de um processo semi-indrutrial de produgdo, possuem uma mineralogia
mais simples (Sanjad, 2002; Caldeira et al.,2015).

Figura 15. Grafico da composi¢do mineraldgica dos azulejos do século XVI1 do Convento
de Séo Francisco de Olinda. Composicéo dos pigmentos presentes na cama vitrificada.
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4 CONCLUSAO

E importante lembrar que o monumento construido e seus bens integrados, como
azulejos, estdo inseridos em um meio ambiente, em que tudo nasce se transforma e morre.
No entanto, 0 morrer (biodeterioracdo) do azulejo ndo é bem quisto pelos seres humano
quando o tema é preservacao de patrimoénio, pois se da um valor especial a peca. Na verdade
nada se perde tudo se transforma e essas transformagbes quem realiza sdo os MICRO-
ORGANIMOS, em um processo natural e complexo (geomicrobiologia). Nao h& tamanha
preocupacao negativa quando essas transformacodes sdo ‘“benéficas” aos seres humanos,
como por exemplo, as que sdo feitas dentro do aparelho digestivo pela microbiota, producéo
de bebidas, antibidticos, queijos, pdes e tantos outros. Nessas situacdes citadas o ser humano
ndo entende como transformacgdes deletérias. Independente desse processo natural que
realizam os micro-organismos faz se necessario a preservacdo desses bens que compdem o
patrimoénio cultural que € importante para contar a Histdria dos seres humanos. Essa
preservacdo se da também via estudos como este, onde se analisa a presenca de micro-
organismos, seguida da devida identificacdo para assim relacionar, ou ndo, a existéncia

desses agentes ao estado da deterioracdo da peca, neste caso, os azulejos.
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Tabela 1. Andlise dos dados estatisticamente pelo teste T da Academia Pernambucana de Letras.

T-test for Independent Samples (Nova analise Matriz Meios)
Note: Variables were treated as independent samples

T-test for Independent Samples (Nova andlise Matriz Meios)
Note: Variables were treated as independent samples

Mean Mean t-value |df p Valid N | Valid N |Std.Dev.

Group 1 vs. Group 2| Group 1 | Group 2 Group 1 |Group 2 | Group 1
MHw. TSA 101,347 68,5500( 1,22468: 66 0,22504¢ 34 34 101,462
MH vs. R2 101,347: 22,7470t 4,25438( 66 0,00006¢ 34 34 101,462
MH vs. ROSAB 101,347 2,6558¢ 5,66144° 66 0,00000( 34 34 101,462

T-test for Independent Samples (Nova analise Matriz Meios)

Note: Variables were treated as independent samples

Mean Mean | t-value |df p Valid N | Valid N |Std.Dev.

Group 1 vs. Group 2/ Group 1 | Group 2 Group 1 |Group 2 | Group 1
TSAVS. MH 68,5500( 101,3471 -1,2246¢ 66 0,22504¢ 34 34 118,698(
TSAVS. R2 68,5500( 22,7471 2,1521766 0,03504¢ 34 34/118,698(
TSAvs. ROSAB 68,5500( 2,655¢ 3,2327z66 0,00191¢ 34 34,118,698(

Mean Mean t-value |df p Valid N | Valid N |Std.Dev.
Group 1 vs. Group 2[ Group 1 | Group 2 Group 1 |Group 2 | Group 1
R2 vs. MH 22,7470( 101,347: -4,2543{ 66 0,00006! 34 34 36,2017
R2w. TSA 22,7470( 68,550( -2,1521" 66 0,03504¢ 34 34 36,2017
R2 vs. ROSA B 22,7470¢  2,655¢ 3,1909¢ 66 0,00217: 34 34| 36,2017
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Note: Variables were treated as independent samples

T-test for Independent Samples (Nova analise Matriz Meios)

Mean Mean t-value |df p Valid N | Valid N |Std.De

Group 1l vws.Group 2 | Group 1 | Group 2 Group 1 |Group 2 | Group
ROSAB vs. MH 2,65588: 101,347:| -5,6614! 66 0,00000( 34 34 6,107
ROSABvs. TSA 2,65588: 68,550( -3,2327. 66 0,00191! 34 346,107
ROSA B vs. R2 2,65588: 22,7477 -3,1909( 66 0,00217: 34 346,107
T-test for Independent Samples (Nova analise Matriz Meios)
Note: Variables were treated as independentsamples
Mean Mean | t-value |df p Valid N | Valid N | Std.Dev.
Group 1 vs. Group z| Group 1 | Group 2 Group 1 |Group 2 | Group 1
BDAvs. MH 2,476471101,3471 -5,6800466/0,00000( 34 34 2,67378]
BDAvs. TSA 2,476471 68,550( -3,2449¢ 66/0,00184¢ 34 34 2,67378]
BDAvs. R2 2,476471 22,7471 -3,2560¢ 66/0,00178¢ 34 34/2,67378]
T-test for Independent Samples (Nova analise Matriz Meios)
Note: Variables were treated as independent samples
Mean Mean | t-value |df p Valid N | Valid N |Std.Dev.
Group 1 vs. Group 2/ Group 1 | Group 2 Group 1 |Group 2 | Group 1
MALTEvs. MH [2,99705¢101,3471 -5,64877 66 0,00000( 34 34/3,47697¢
MALTE vs. TSA [2,99705¢ 68,550(C -3,2188¢ 66 0,001997 34 34/3,47697¢
MALTEvs. R2 [2,99705¢ 22,7471 -3,1665% 66 0,00233¢ 34 34/3,47697¢
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T-test for Independent Samples (Nova analise Matriz Pontos)
Note: Variables were treated as independent samples

Mean Mean | t-value |[df p Valid N | Valid N |Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio p
Group 1 vs.Group 2 [Group 1 |Group 2 Group 1 |Group 2 | Group 1 | Group 2 | Variances | Variances
P1(JEAR) vs. P1(JDAR) [15,9833%132,700( -1,4337€¢ 10 0,18215¢ 6 30,8514 197,001¢ 40,775 0,00093¢

P1(JEAR) vs. P2(JDAR) |15,9833%121,150( -1,2382110/0,24391¢ 30,8514 205,745¢ 44,474 0,000761

P1(JEAR) vs. P3(JDAR) |15,9833% 70,733% -0,9960410/0,34272¢ 30,8514131,060¢ 18,047 0,00648(

P1(JEAR) vs. P4(JDBR) |15,9833% 54,133% -1,2914¢€10/0,22559¢ 30,8514 65,451¢ 4,501 0,12435¢

P1(JEAR) vs. P5(JDBR) |15,9833% 19,9667 -0,2720€10/0,791111 30,8514 18,2871 2,846 0,27565¢

P1(JEAR) vs. P6(JDBR) |15,9833% 22,850( -0,4073410/0,69233¢ 30,8514 27,443¢ 1,264 0,80355(

P1(JEAR) vs. P4(PBM) |15,9833: 2,3667 1,0787410 0,30603 30,8514 2,0461 227,34t 0,00001¢

P1(JEAR) vs. P5(PBM) |15,9833: 4,6167 0,8912410/0,393731 30,8514 4912¢ 39,43¢ 0,001017

P1(JEAR) vs. P6(PBM) |15,9833: 8,033 0,6173€10 0,55079¢ 30,8514 6,568¢ 22,05¢ 0,00406(

P1(JEAR) vs. P1(JSR) |15,9833% 22,033% -0,29487100,77412¢ 30,8514 39,673t 1,654 0,59439(
P1(JEAR) vs. P1(JSR) |15,9833% 12,933 0,2053€10/0,84139¢ 30,8514 19,273¢ 2,562 0,32495¢
P1(JEAR) vs. P2(JSR) |15,9833% 19,9167 -0,2259% 10 0,82580¢ 30,8514 29,439¢ 1,098 0,92060¢
P1(JEAR) vs. P3(JSR) |15,9833: 27,1837 -0,6074E£ 10 0,55709¢ 30,8514 32,983t 1,143 0,88697:

P1(JEAR) vs. P1(AR) 15,9833 58,8667 -1,2126% 10/0,25313¢ 30,8514 80,943C 6,883 0,05401¢

P1(JEAR) vs. P2(AR) 15,9833% 90,100( -1,2597%10/0,23637: 30,8514/140,775i 20,821 0,004647

P1(JEAR) vs. P3(AR) 15,9833% 13,400C 0,1702710/0,86819¢ 30,8514 20,721¢ 2,217 0,402801

P2(JEAR) vs. P1(JDAR) |81,5833%132,700( -0,5249¢10/0,61103: 134,434¢ 197,001¢ 2,147 0,42140:

P2(JEAR) vs. P2(JDAR) |81,5833%121,150( -0,3943£10/0,70160¢ 134,434¢ 205,745¢ 2,342 0,37184(

P2(JEAR) vs. P3(JDAR) |81,5833% 70,733% 0,1415€ 10 0,89024: 134,434¢ 131,060¢ 1,052 0,95687(

P2(JEAR) vs. P4(JDBR) |81,5833% 54,133 0,4496¢€ 10 0,66252: 134,434¢ 65,451¢ 4,219 0,14014¢

P2(JEAR) vs. P5(JDBR) |81,5833% 19,9667 1,1124£100,29197% 134,434¢ 18,2871 54,042 0,00047¢

P2(JEAR) vs. P6(JDBR) |81,5833% 22,850( 1,0485:10/0,31907¢ 134,434¢ 27,443¢ 23,99€ 0,00333(

P2(JEAR) vs. P4(PBM) |81,5833% 2,3667 1,44321100,17954¢ 134,434¢ 2,0461 4316,741 0,00000(

P2(JEAR) vs. P5(PBM) |81,5833% 4,6167 1,4014£100,19134¢ 134,434¢ 4,912€¢ 748,861 0,000001

P2(JEAR) vs. P6(PBM) |81,5833: 8,033% 1,3385%100,21035¢ 134,434¢ 6,568¢ 418,82¢ 0,00000:

P2(JEAR) vs. P1(JSR) |81,5833% 22,033% 1,04067 10 0,32253¢ 134,434¢ 39,673¢ 11,48z 0,018071

P2(JEAR) vs. P1(JSR) |81,5833% 12,933 1,2381€10/0,24392] 134,434¢ 19,273¢ 48,65z 0,00061-

P2(JEAR) vs. P2(JSR) |81,5833% 19,9167 1,0976(10 0,29810¢ 134,434¢ 29,439¢ 20,855 0,00463(

P2(JEAR) vs. P3(JSR) |81,5833% 27,183 0,9626£ 10 0,35842: 134,434¢ 32,983¢ 16,61z 0,00784<

P2(JEAR) vs. P1(AR) 81,5833 58,8667 0,3546( /10 0,73025¢ 134,434¢ 80,943( 2,758 0,28972¢

P2(JEAR) vs. P2(AR) 81,5833 90,100( -0,10717100,91677= 134,434¢€ 140,775 1,097 0,92189¢

P2(JEAR) vs. P3(AR) 81,5833: 13,400( 1,2278410 0,24762¢ 134,434¢ 20,721¢ 42,09C 0,00086¢

P OO OO DO OO MO OO MO OO O OO OO
D O OO OO0 DM OO MO OO OO oo O

P3(JEAR) vs. P1(JDAR) |14,4833%132,700( -1,4640110/0,173907 17,680€197,001f 124,14¢/ 0,000061
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T-test for Independent Samples (Nova analise Matriz Pontos)

Note: Variables were treated as independent samples

Mean Mean | t-value |[df p Valid N | Valid N |Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio
Group 1 vs. Group 2|Group 1 |Group 2 Group 1 |Group 2 | Group 1 | Group 2 |Variances
P1(PAM)vs. P1(JM) |21,1500( 8,5500(C 1,2673%10 0,23375: 6 6 19,6901¢14,3309] 1,89
P1(PAM)vs. P2(JM) |21,1500( 9,4833% 0,9453€ 10 0,36675¢ 6 6 19,6901¢22,9366¢ 1,36
P1(PAM)vs. P3(JM) |21,1500(/ 49,8666 -0,8045¢ 10 0,43976¢ 6 6 19,6901¢ 85,1786¢ 18,71
P1(PAM)vs. P1(JE) |21,1500( 18,1333 0,2044(100,84213¢ 6 6 19,6901¢30,3176% 2,37
P1(PAM)vs. P2(JE) |21,1500( 16,3000( 0,3097¢10 0,763077 6 6 19,6901¢ 32,9070z 2,79
P1(PAM)vs. P3(JE) |21,1500(43,4500( -1,1426(/10 0,27982: 6 6 19,6901¢43,5631¢ 4,89
P1(PAM)vs. P4(JE) |21,1500( 39,7833% -0,9875710 0,34665¢ 6 6 19,6901¢41,8126( 4,51
P2(PAM)vs. P1(JM) | 1,8000(C 8,5500( -1,1412(/100,28037¢ 6 6 2,1297¢14,3309] 45,28
P2(PAM)vs. P2(JM) | 1,8000(C 9,4833% -0,8170z10 0,432952 6 6 2,1297¢22,9366¢ 115,9¢
P2(PAM) vs. P3(JM) | 1,8000(49,86667 -1,38182100,19711: 6 6 2,1297¢85,1786¢ 1599,52
P2(PAM) vs. P1(JE) 1,8000(/18,1333% -1,3164(/10/0,21741¢ 6 6 2,1297¢30,3176: 202,64
P2(PAM) vs. P2(JE) 1,8000(/16,3000( -1,0770€/10 0,30674: 6 6 2,1297¢ 32,9070z 238,73
P2(PAM) vs. P3(JE) 1,8000(/43,4500( -2,33912/10/0,041401 6 6 2,1297¢43,5631¢ 418,37
P2(PAM) vs. P4(JE) 1,8000(/ 39,7833 -2,2222¢/10 0,05049¢ 6 6 2,1297¢41,8126( 385,43
P3(PAM)vs. P1(JM) | 0,5333% 8,5500( -1,3690(/10 0,200961 6 6 0,6088214,3309] 554,07
P3(PAM) vs. P2(JM) | 0,5333% 9,4833% -0,95547 10 0,36186¢ 6 6 0,6088222,9366¢4 1419,31
P3(PAM) vs. P3(JM) | 0,5333%49,86667 -1,4186E 10 0,18640¢ 6 6 0,6088285,17865 19573,9:
P3(PAM)vs. P1(JE) | 0,5333%18,1333% -1,4216¢ 10 0,18554¢ 6 6 0,6088230,3176: 2479,7¢
P3(PAM)vs. P2(JE) | 0,5333%16,3000( -1,17342100,26781¢ 6 6 0,6088232,9070z 2921,42
P3(PAM) vs. P3(JE) | 0,5333%43,4500( -2,4129(/10 0,036502 6 6 0,60882/43,5631¢ 5119,82
P3(PAM) vs. P4(JE) | 0,5333%39,7833% -2,29912/10 0,04432( 6 6 0,60882/41,8126( 4716,62
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Tabela 2. Anélise dos dados estatisticamente pelo teste T do Convento Franciscano de Olinda.

T-test for Independent Samples (CONVENTO Nova andlise Matriz Meios)
Note: Variables were treated as independent samples
Mean Mean | t-value |df p Valid N | Valid N |Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio p
Group 1 vs. Group ¢/ Group 1 | Group 2 Group 1 |Group 2 | Group 1 | Group 2 |Variances | Variances
TSAws. R2 229,083:147,625( 1,84462¢ 46 0,07153¢€ 24 24 149,776¢ 156,105¢ 1,09 0,84437¢
TSAvs. MALTE 229,083% 1,027& 7,45909¢ 46 0,00000( 24 24/149,776¢ 1,246S 14428,7¢, 0,00000(
TSAvs. ROSAB 229,083 0,86117,46459746 0,00000( 24 24/149,776¢ 1,129C/ 17600,7z 0,00000(C

T-test for Independent Samples (CONVENTO Nova analise Matriz Meios)
Note: Variables were treated as independent samples

Mean Mean | t-value |df p Valid N | Valid N [Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio

Group 1 vs. Group 2| Group 1 | Group 2 Group 1 |Group 2 | Group 1 | Group 2 | Variances
R2vs. TSA 147,625(229,083% -1,8446%46 0,07153¢ 24 24 156,105%149,776¢ 1,09
R2vs. MALTE 147,625( 1,027& 4,6004%46/0,00003: 24 24,156,105 1,246< 15673,8(
R2 vs. ROSAB 147,625( 0,8611 4,6057(46/0,00003< 24 24,156,105 1,129C| 191194

T-test for Independent Samples (CONVENTO Nova analise Matriz Meios)
Note: Variables were treated as independent samples

Mean Mean | t-value |df p Valid N | Valid N [Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio

Group 1 vs. Group z| Group 1 | Group 2 Group 1 |Group 2 | Group 1 | Group 2 | Variances
MALTEvs. TSA |1,02777¢229,083% -7,4591(46 0,00000( 24 24/1,24689¢€ 149,776¢ 14428,7¢
MALTE vs. R2 1,02777¢147,625( -4,6004% 46/0,00003:< 24 24/1,24689¢€ 156,105: 15673,8(
MALTE vs. ROSAB (1,02777¢ 0,8611 0,48542/46 0,62968¢ 24 24:1,24689¢ 1,129C 1,22

T-test for Independent Samples (CONVENTO Nova analise Matriz Meios)
Note: Variables were treated as independent samples

Mean Mean | t-value |df p Valid N | Valid N | Std.Dev. |Std.Dev. | F-ratio

Group 1 vs. Group 2 [Group 1 | Group 2 Group 1 |Group 2 | Group 1 | Group 2 |Variances
ROSABvs. TSA [0,861111229,083% -7,4646( 46 0,00000( 24 24/1,12896:/149,776¢ 17600,7:2
ROSABvs. R2 0,861111147,625( -4,6057(/46/0,00003: 24 24/1,12896:/156,1057 19119,47

ROSABvs. MALTE

0,861111 1,027€& -0,4854z 46 0,62968¢ 24 24/1,12896% 1,246¢ 1,22
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