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RESUMO: O homem vem construindo templos, esculpindo estatuas e monumentos, de
diversos estilos arquitetdnicos, com intuito de passar para futuras geracées sua crenca
e cultura. Ao longo dos ultimos anos a ciéncia vem reafirmando a necessidade de
preservacado e prevengdo dos monumentos historicos. O presente trabalho tem por
objetivo investigar a atuagdo de um consorcio microbiano isolado da parede do Museu
Nacional do Rio de Janeiro, sobre o processo de biodeterioragédo de corpos de prova,
com a avaliagdo do uso de revestimento e da névoa &cida. Para tanto o trabalho
caracteriza os corpos de prova por Fluorescéncia de Raio-X (FRX), realiza coletas de
imagens, por exemplo por estereomicroscopia, bem como conduz a enumeracao de
microrganismos. O emprego de tinta diminuiu a diversidade e a quantidade de
microrganismos. A presencga de poluentes auxilia no desenvolvimento microbiano bem
como na deterioragao dos corpos de prova, sendo o melhor crescimento o das bactérias

heterotroficas totais, com valor de aproximadamente 107 UFC/cm?.

Palavras-chave: Biofilmes; Biodegradacao ambiental; Biodiversidade.
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EVALUATION OF COATING AND ACID MIST IN THE BIODETERIORATION OF
CEMENT

ABSTRACT: Humankind has been building temples, sculpting statues and monuments,
of various architectural styles, in order to pass its beliefs and culture to future
generations. Over the last few years, science has been reaffirming the need for
preservation and prevention of historical monuments. The aim of this work was to
investigate the performance of a microbial consortium isolated from the wall of the
National Museum of Rio de Janeiro, on the biodeterioration process of test specimens,
with the evaluation of the coating and the acid mist. For this, the work characterizes the
specimens by X-Ray Fluorescence (FRX), collects images, for example by
stereomicroscopy, as well as leads to the enumeration of microorganisms. The use of
paint decreased the diversity and quantity of microorganisms. The presence of pollutants
assists in the development of microorganisms as well as in the deterioration of the
specimens, with the best growth being the total heterotrophic bacteria, with a value of
approximately 107 CFU/cm?2.

Keys-word: Biofilms; Environmental biodegradation; Biodiversity.
1. INTRODUGAO

Ao longo de sua histéria, 0 homem vem construindo templos e esculpindo estatuas
e monumentos, de diversos estilos arquiteténicos, motivados em principios religiosos,
preservagao da crenca e de sua cultura, inclusive para se impor como forma de poder.
A civilizagdo moderna, além de continuar a veneragao a seus deuses, santos e mortos,
encontra no turismo, um potencial de desenvolvimento econébmico, como uma segunda
motivacao para a conservagao, recuperacao e criacdo de monumentos (1).

Os monumentos sdo compostos por diferentes materiais, de natureza organica ou
inorganica, tais como pinturas, metais, vidro, marmore, argamassas, concreto e rochas,
quando expostos ao ar livre, estao sujeitos ao processo de desgaste natural, em razao
da interacéo dos diferentes determinantes, tais como, chuva, vento, salinidade, poluicdo
atmosférica e o desenvolvimento de microrganismos. Em consequéncia, esse processo
promove alteragbes de diferentes naturezas, especialmente nas superficies desses
materiais, resultando, por exemplo, a formagéo de crostas, a perda de material e as
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alteragcdes na coloragao, que envolvem acgoes que produzem custos elevados, além das
questdes relacionadas ao valor histérico e cultural (2-5).

A deterioracdo causada por microrganismos, ou biodeterioracdo, vem sendo
estudada em monumentos histéricos, obras de arte e estatuas. Em uma classica revisao
sistematica publicada no inicio da década de 90, fica evidente a preocupag¢ao em torno
da tentativa de protecédo e perpetuagdo do legado histérico para futuras geragoes,
quando foram identificados mais de 500 artigos cientificos tratando de questdes
envolvendo agentes promotores do processo de corrosdo, participacdo da poluicdo
atmosférica no processo, indicadores microbiolégicos, biocidas, conservagao,
biorremediacao e biofilmes, embora até os dias atuais, algumas dessas abordagens
ainda nao possuam informacdes suficientemente concisas (6).

Ao longo dos ultimos anos, muitos outros estudos foram publicados, visando
entender o mecanismo de biodeterioragao, reafirmando a necessidade de preservacao
e a valorizacao de obras artisticas como patrimdnio e identidade cultural, sobre a 6ptica
da ciéncia. Em geral, os objetivos desses estudos foram semelhantes, prevencéo e
preservagao, bem como o entendimento do fendbmeno. Porém cada caso investigado
configura uma matéria em particular, em fungéo das caracteristicas préprias, isto é,
composicao, localizagao, idade, tempo de exposicéo, grau de deterioracéo e estimativa
do valor histérico-cultural e afetivo da obra, dentre outros fatores.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo investigar a atuacdo de um
consorcio microbiano isolado da parede do Museu Nacional do Rio de Janeiro (MN),
sobre o processo de deterioracdo de corpos de prova confeccionados com material
semelhante ao da parede, em ambiente climatizado, investigando a interferéncia de
condigbes atmosféricas do Rio de Janeiro, na presenca e auséncia de revestimento.

2. MATERIAIS E METODOS

Matriz do experimento

Foi construido para este estudo um sistema experimental composto de um reator
de vidro de 60 cm de largura x 30 cm de profundidade x 40 cm de altura, dividido em 5
compartimentos, com tampa, dotada da parte superior de um sistema de iluminacéo
artificial com dois reatores de duas lampadas fluorescentes de 60W, um higrobmetro
(Incoterm) e um umidificador (Multitoc Health) utilizado durante 30 minutos por dia para
umidificar o sistema. Durante os testes (Tabela 1) foram monitorados a temperatura
(28°C£3°C) e umidade (30-50%). O tempo total da simulagéo foi de 100 dias, sendo
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realizadas anadlises de quantificagdo celular das culturas adicionadas aos corpos de
prova e dos microrganismos desenvolvidos ao final do processo de biodeterioragao.

Os corpos de prova confeccionados em paralelepipedos de 4 cm de comprimento
x 2 cm de largura x 1 cm de altura, com mistura de areia/cimento/barro e agua, numa
relagdo de 20/30/5/13, baseado na caracterizagao por andlises de FRX do material
proveniente da parede do MN.

Tabela 1. Estudo da avaliacdo da formacao de biofilmes sob os corpos de prova.

Condicao  Microrganismo Revestimento Névoa
1 Ausente Ausente Agua destilada
2 Ausente Presente Agua destilada
3 Ausente Ausente Acida
4 Ausente Presente Acida
5 Presente Ausente Agua destilada
6 Presente Presente Agua destilada
7 Presente Ausente Acida
8 Presente Presente Acida

Simultaneamente, foram ensaiados corpos de prova nao revestidos e revestidos
com tinta (Coral-premium) para observagédo da formacéo do biofilme a superficie. A
névoa &cida simulou aquela encontrada na cidade do Rio de Janeiro: NaNOs (1607
ug/L); CaS04.2H20 (5281 pg/L); KoaSO4 (1570 pg/L); (NH4)CI (1118 pg/L); NaCl (3680
pg/L); NaOH (212 pg/L); pH (5,12) (7) e o controle com névoa de dgua destilada.

Coleta, cultivos de microrganismos e meios de cultura

A coleta do material de superficie do Museu Nacional do Rio de Janeiro foi
realizada mediante raspagem, com bisturi estéril (Medbisturi 23) em 5 diferentes pontos
de uma parede, com area por ponto de 4 cm?, adicionada em um frasco de penicilina de
50 mL de solugao redutora (8,5 g/L de NaCl). O consércio microbiano foi composto a
partir da mistura de grupos-chaves, isolados em meios de cultivo especificos (8):
bactérias heterotroficas aerdbias (caldo nutriente - 10 UFC/mL), heterotréficas
anaerébias (meio tioglicolato - 108 Cels/mL), ferrobactérias (caldo citrato férrico
amoniacal - 108 UFC/mL), fungos (caldo sabouraud - 108 UFC/mL) e microrganismos
fotossintetizantes (caldo difco - 10° Cels/mL). Posteriormente, os isolados foram
incubados separadamente e ap6s misturados para compor um volume final de 2 mL de
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suspensao celular a ser transferidas para a superficie dos corpos de prova. A suspensao
celular foi mantida sob refrigeracéo e usada por mais duas vezes no t=7 e t=14 dias de

experimento.

Quantificacao em meios de cultura

Ao final do experimento foi realizada a raspagem dos corpos de provas em solugao
redutora para quantificagdo dos grupos microbianos. As amostras foram misturadas em
vortex durante aproximadamente 3 minutos, difundindo o material, tornando a solucao
redutora mais turva e homogénea. Foi realizada a diluicao em série aplicando a técnica
Spread Plate para Fungos (Agar Sabouraud), Bactérias aerdbias heterotréficas totais
(Agar Nutriente) e Ferrobactérias (Agar citrato amoniacal), e Niumero Mais Provavel
(NMP) para Bactérias Anaerdbias heterotroficas totais e microrganismos
fotossintetizantes (Difco). Os meios foram mantidos de 3 a 28 dias de incubacao, sendo

as algas sob luz constante (8).

Deteccao da biodeterioracao

Para a caracterizacao da superficie foi realizada a captacdo de imagens com
camera (Nikon) e a microscopia 6tica foi feita com auxilio de estereomicroscépio
(Opton).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlise de FRX

A Tabela 2 apresenta a caracterizagdo da composicao do corpo sintético préxima
com as amostras do MN, expressos em percentual (%). Houve variagdo quanto a perda
por calcinacédo, 13,4% e 12,1% nos pontos 1 e 2 das paredes, respectivamente,
enquanto a perda do CP foi de 6,2%. Isto se deve a presenca de matéria organica na
tinta usada no recobrimento da parede e microrganismos aderidos, residuos de plantas,
particulas de solo e outros materiais presentes nos biofilmes, trazidos pelo vento e pela
chuva, inclusive polissacarideos produzidos pelo metabolismo microbiano que dao

origem a matriz do préprio biofilme.
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Tabela 2. Caracterizagao por FRX do corpo de prova e de duas paredes do
Museu Nacional do Rio de Janeiro.
Id MgO AlOs SiO2 K20 CaO Fe20: *PPC
P1 045 385 608 0,72 17,6 0,58 13,4
P2 0,56 4.2 60,4 0,77 18,8 0,57 12,1
CP 1,9 11,2 53,6 1,2 21,5 1,6 6,2

Id. Identificacdo; P1. Parede 1 do Museu Nacional; P2. Parede 2 do Museu Nacional;

CP. Corpo de prova; PPC - Perda Por Calcinacao; Foram determinados os seguintes
componentes com baixa variagdo: Nax (0-0,5%); P20s (0,06-0,43%); SOs (1,3-1,7%);
TiO2 (0,14-0,37%).

Elementos como Ca, K, Mg, Zn, S, Mn, Na e Fe contribuem para o
desenvolvimento de microrganismos, e a grande maioria desses elementos existem em
superficie de monumentos histéricos (9). Os microrganismos se desenvolvem
naturalmente sobre os monumentos historicos, formando comunidades complexas
(biofilmes), pelas quais s&o estabelecidas interagbes tanto sinérgicas quanto
antagbnicas entre as espécies de diferentes grupos microbianos envolvidos (10).

Biodeterioracao dos corpos de prova

A Figura 1 apresenta as imagens dos corpos de prova nas condi¢ces ensaiadas.
Na primeira coluna de imagens sao apresentados os CPs, com e sem revestimento,
logo antes de iniciados os experimentos. Na segunda coluna, tém-se os CPs decorridos
100 dias, na auséncia de microrganismos, enquanto na terceira foram compiladas as
imagens dos CPs inicialmente inoculados. Por fim, a quarta coluna compreende os
corpos de prova da terceira coluna apés efetuar a raspagem das suas superficies para
remocao dos biofilmes sobre elas formados.
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Apods raspagem

Inicial Sem biofilme Com biofilme do biofilme

Condigao 1 Condicdo 5

Condicéo 2 L ’Condit-;éo‘a

Condigao 3 Condicao 7

Condicao 4 Condigao 8

Figura 1. Fotografias dos corpos de prova em fase inicial, nas condi¢des

estudadas e apés raspagem para quantificagao.

Nos CPs sem atuacao de microrganismos (condicdes 1, 2, 3 e 4) ocorreu maior
alteragdo da cor nos que continham revestimento (condigdes 2 e 4). A descoloragéao
pode ser causada pela umidade, e pode ser tdo ou mais intensa quanto maior contato
com agua. Adicionalmente, a presenca de solutos refor¢a a acao da umidade, ou seja,
a presenca desses solutos interfere nas trocas com o ambiente favorecendo uma maior
umidade sobre a superficie (11).

A literatura reporta testes qualitativos com corpos de prova, com e sem biocida
com o intuito de avaliar a descoloragdo do material, atribuindo-se pontuacao de 0 a 5,
segundo a seguinte classificacdo: 0 - quando nao havia nenhuma modificagdo, 1 -
menos de 10%, 2 - de 10 a 30%, 3 - de 30 2 60%, 4 —de 60 a 80% e 5 - de 80 a 100%
de alteracdo da cor em relacdo ao material original. Como conclusdo os autores
verificaram que em todos os casos ocorreu alteracdo da cor dos CPs, em especial
escurecimento. Na presenca do biocida, o efeito foi classificado como 2. Adicionalmente,
eles observaram que o desenvolvimento dos biofimes ocorreu de forma néao

homogénea (12).
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Observou-se nos CPs com biofilme, a presenga de substancias oriundas do
crescimento microbiano. Nos CPs revestidos com tinta, um precipitado marrom foi
detectado em razado da metabolizacao de ferrobactérias. Em materiais compostos de
dolomita e calcario, os microrganismos foram a principal causa da deterioracao (13). A
atividade dos microrganismos sobre os materiais teve piores consequéncias em
comparagdo com a agao da agua, o que resultou em aumento da porosidade do
material, com diminuicdo da sua resisténcia e provocando seu esfarelamento.

Em alguns casos, a colonizacado microbiana resulta em lixiviacdo dos minerais. A
carbonatagdo auxilia na deterioragdo de materiais a base de cimento. Por isso, os
materiais a base de cimento quando expostos a fatores ambientais, tais como umidade,
chuva &cida, e neve, entre outros, estao mais sujeitos a lixiviagao (14).

Os CPs sem revestimento expostos a névoa (condicao 5) apresentaram aspectos
diferenciados em sua area, abrangendo partes mais e menos ressecadas, e diferentes
coloragdes, variando de amarelo mostarda a roxo. Apds a raspagem do biofilme, os CPs
perderam grande parte da pigmentagdo, retornando a cor original cinza. Quando
CPsltinta foram mantidos sob névoa (condigao 6) aparentemente apresentaram poucas
alteracoes.

As superficies dos CPs sem revestimento e expostos a deposicdo acida
apresentaram coloragdo verde (condigdo 7). Provavelmente, decorrente do
desenvolvimento de microrganismos fotossintetizantes. Nota-se ainda que grande parte
do material apresenta coloragao alaranjada, possivelmente relacionada a atividade de
ferrobactérias. Apds a raspagem dos biofiimes, esses CPs foram os que mais
apresentavam alteragdes visuais, com inumeras manchas por toda a superficie.

Quando CPs/tinta foram expostos a névoa acida (condicao 8), partes das suas
superficies se tornaram esbranquicadas, o que remete ao crescimento de micélio
fungico. Ap6s remogao do biofilme, foi constatada a alteragdo de cor da tinta para
amarelo forte, bem diferente dos CPs expostos a névoa. Tal fato ratifica que a névoa
acida causa mais danos ao material do que exclusivamente a umidade decorrente da
névoa.

Dados da literatura sobre a avaliacao do aspecto visual de amostras de diversos
materiais expostos a condicées atmosféricas distintas (rural, industrial e urbana) indicam
que as amostras da zona rural apresentaram poucos pontos de deterioracdo. Os demais
corpos de prova apresentaram uma superficie coberta por produtos de corrosédo, sendo

que os da zona urbana apresentavam um filme verde. Os autores indicam ser o grau de
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deterioracdo dessas areas decrescente na seguinte ordem: zona urbana > zona
industrial > zona rural (15).

Observados por estereomicroscopia, pdde-se obsevar as imperfeicdes de cada
CP, sobretudo daqueles sem revestimento. Isto ja era previsto, uma vez que a aplicagao
de revestimento torna a superficie do material menos biosusceptivel (2). A Figura 2
apresenta as imagens dos CPs obtidas por estereomicroscopia nas condigbes
estudadas e apdés raspagens nas condicdes que havia a presenca de microrganismos.

Condigao 1 Condigéao 2 Condigédo 3 Condigao 4

Figura 2. Imagens dos corpos de provas com desenvolvimento de

microrganismos com aumento de 50 vezes.

E possivel notar a formagao de biofilmes heterogéneos, bem como estruturas
como hifas e um provavel exopolimero aderido. Percebe-se facilmente a diferenca de
coloragao. Quando se associam a presenga/auséncia da cobertura ao tipo de névoa, a
visualizacao da diferenca de coloragéo é observada nas condi¢des 5 a 8.

Ha também presenca de ranhuras e pites no revestimento, provavelmente pela
atuagdo dos microrganismos. O revestimento com rupturas pode criar ambientes
favoraveis ao depdsito, com maior acumulo de impurezas, substancias organicas e

inorganicas, e principalmente agua.
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Os CPs sem revestimento, quando comparados aos com revestimento,
apresentaram um maior desenvolvimento dos microrganismos, com formagédo de
biofilmes heterogéneos, abrangendo toda a area superficial exposta, principalmente
devido a dificuldade de adesdao a superficie (biosusceptibilidade para os
microrganismos). Quando comparadas as condi¢cdées 5 e 7, fica notdéria uma maior
aderéncia a superficie quando sofre influéncia da névoa acida (condicdo 7), essa
diferenca foi devido principalmente a retencdo de umidade na superficie e pelos
componentes da névoa acida que auxiliam para um melhor desenvolvimento de
algumas populagées microbianas (7). A condicdo que apresentou o pior
desenvolvimento foi a condigdo 6, menos agressiva aos CPs. Mesmo com condigdes
menos favoraveis, ocorreu biodeterioracdo uma vez que somado ao alto crescimento de
microrganismos foi observada a diferenciacéo da cor original apds remocao do biofilme.

Estudos na literatura complementam os achados da presente pesquisa, por
exemplo, a observacdo de uma densa colonizagdo microbiana sobre fissuras na
superficie de azulejos, causando descamagdo, provavelmente como resultado de
mudancga de volume, penetragdo na matriz e langamento de metabdlitos, tais como
acidos organicos e inorganicos, como ocorre em argamassas (16).

Outro exemplo ocorreu no estudo com corpos de provas expostos por um ano na
regido de Fontivegge e Cortonese (Peruggia), onde n&o foram encontradas significantes
variagbes na composicdo mineralégica atribuidas pela interagdo com poluentes
atmosféricas. Em contraste, as analises microbianas indicaram niveis altos de
contaminacéo, principalmente pela participacdo de fungos, onde foram significantes
apds 5 meses de exposicao, com valores maiores de 2 UFC/cm?, os valores cresceram
progressivamente e chegaram a atingir nimeros maiores que 150 UFC/cm? (17).

No presente trabalho nao foi possivel observar a interagao entre os poluentes e a
atuacao diretamente na deterioracdo, entretanto foi confirmada a influéncia da névoa
acida no desenvolvimento dos microrganismos, apresentando um biofilme bastante

aderido e de forma intensa, levando a danos ndo somente estéticos e sim estruturais.

Quantificacao da comunidade microbiana

Na Figura 3 estdo apresentadas as densidades celulares das diferentes
populacdes microbianas nas quatro condicbes ensaiadas. Em todas as condicdes
ensaiadas, as bactérias heterotréficas foram as dominantes, sendo as aerdbias
ligeiramente prevalentes sobre as anaerdbias. A pouca variagao entre estas populagoes
sugere a presenca de bactérias facultativas.
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Nota-se ainda que a colonizagdo microbiana foi mais intensa nos CPs néao
revestidos em relacdo aos cobertos com tinta. Nos CPs expostos a névoa acida, nao
houve diferenciacdo expressiva de algumas popula¢cées microbianas em funcéo da
presenca ou nao de revestimento. Adicionalmente, a névoa acida parece ter favorecido
o desenvolvimento microbiano sobre os CPs, sobretudo os revestidos (Condigdes 6 e
8), porém nao houve diferenciacao expressiva entre as populagdes microbianas em
funcao da presenca ou ndo de revestimento.

Os numeros de bactérias heterotroficas aerébias nos biofilmes foram similares,
com excegéo da condigédo 6, apresentando valor em torno de 10° células/cm?. Por outro
lado, a pintura teve efeito ligeiramente adverso no desenvolvimento das ferrobactérias
nos biofilmes expostos a névoa (Condicoes 5 e 6) e névoa acida (Condicdes 7 e 8),
sendo possivel notar que os CPs sem revestimento apresentaram crescimento um

pouco maior (condicdes 5 e 7).
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Figura 3. Quantificagdo dos microrganismos nas condicées 5,6, 7 e 8.

Para os fungos o maior desenvolvimento foi constatado na condi¢ao 5, com 1,6 x
10% UFC/cm?. Nos biofilmes das condigbes 7 e 8 observou-se densidade um pouco
menor, e na condi¢do 6 foi evidenciado o valor minimo (1,9 x 10° UFC/cm?). Em suma,

desenvolvimento decrescente foi observado para estes eucariotos na seguinte ordem:

Sumé-PB, 29 de novembro a 01 de dezembro de 2017



Anais do |l Simpdsio de Engenharia de Biotecnologia e
e Bioprocessos do Semidrido (ISSN: 2359-1153)

PRAEL. 69 BATTECINRDR ) S
DF 29 OF NOYEMGAR0 A 01 3 0

£ 14 (KT
EZEMERD

CP + névoa (condigdo 5) > CP/tinta + névoa acida (condicao 8) > CP + névoa acida
(condicao 7) > CP/tinta + névoa (condicao 6). Portanto, pode-se observar que a tinta
assegura a atividade dos fungos, especialmente quando associada a névoa.

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

Em geral, o crescimento dos microrganismos foi maior nos biofilmes formados
sobre 0 CP sem tinta exposto, exposto a névoa acida (condigdo 7), onde observou a
maior densidade. Possivelmente, a névoa &cida conduziu a maior producdo de
exopolissacarideos como forma de protecado, o que contribui para o desenvolvimento
das espécies microbianas presentes. A reducdo de maior quantidade microbiana
possivelmente pode ser explicada pela presencga do revestimento, nos corpos de prova
que o receberam, uma vez que a biossusceptibilidade é alterada. Segundo o fabricante
da tinta, aditivos como diéxido de titanio, piritionato de zinco e aménio-solugao aquosa,
etano1,2-diol e Kaolin atribuem ao revestimento, o carater biocida. Entretanto, ao
observar a Figura 3, pode ser constado que mesmo com a presenga do revestimento, a
nevoa acida favoreceu o0 desenvolvimento microbiano, exceto ao grupo
fotossintetizante. Se o ambiente natural exp6e aos monumentos estas condi¢des, o
revestimento pode nao ser eficiente com relagéo a reducdo da densidade microbiana,

carecendo de mais investigacdes para melhor entendimento destas lacunas.

4. CONCLUSAO

O emprego de tinta com fungicida e bactericida em corpos de provas de
argamassa (CPs) tiveram efeito positivo para diminuir a diversidade e a enumeragéo
dos microrganismos. Os CPs sem tinta, expostos a névoa acida apresentaram maior
enumeracao, maior diversidade de populacdes microbianas e biofilmes mais aderidos a
superficie. Entretanto a exposicdo dos CPs sem revestimento a névoa resultou em
biofilmes mais volumosos e de facil remogao mecénica (raspagem). Houve reducao da
populacdo fungica em 3 ordens de grandeza, quando comparados os CPs néao
revestidos e revestidos quando expostos a névoa, no entanto nao foi detectada variacao

de densidade populacional sob influéncia da névoa acida.
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