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RESUMO
DIVERSIDADE BACTERIANA EM BIOFILMES DE SUPERFICIES EXTERNAS

DE PREDIOS HISTORICOS NA CIDADE DE PORTO ALEGRE!

Autora: Greicy Kiel
Orientador: Jodo Ruy Jardim Freire

A preocupacgado em conservar monumentos historicos tem aumentado a cada dia
na comunidade cientifica, o que tem desencadeado na formacdo de grupos de
pesquisa, 0s quais se dedicam a estudos de fatores que possam estar levando os
monumentos a ruina, e formas de soluciona-los ou minimiza-los. A presenca de
bactérias em rochas ou em pedras de monumentos histéricos tem sido
confirmados por varios pesquisadores. Foram estudadas em Porto Alegre quatro
igrejas e o0 gabinete do Vice Governador, todos de importancia historica,
utilizando-se de técnicas microbioldgicas tradicionais, objetivando avaliar a
diversidade bacteriana em prédios de patriménio em termos de morfologia celular
e de desenvolvimento em diferentes meios de cultivo em laboratério. Foi
encontrado um grande numero de microrganismos em cada biofilme. Muitas
bactérias Gram positivas eram do género Bacillus. Os isolados identificados com
sendo Bacillus spp. se mostraram resistentes a concentracdes de sal (NaCl) a 5%
e algumas a 10%, indicando sua adaptacdo a superficies secas. Este estudo,
associado a literatura, indica que ha muitos problemas em classificar a
diversidade microbiana e que esta deve ser levada em consideragdo em
processos de controle de biodeterioracdo em prédios.

! Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre (78p.). Fevereiro,
2005)
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ABSTRACT

BACTERIAL DIVERSITY IN BIOFILMS ON EXTERNAL SURFACES OF
HISTORIC BUILDINGS IN PORTO ALEGRE*

Author: Greicy Kiel
Adviser: Jodo Ruy Jardim Freire

The preoccupation in conserve of historic monuments has increased day by day in
the scientific community. New research groups have arisen, dedicated to studying
factors that can be taken historic monuments in ruin , and methods to solve them.
The presence of bacteria in rocks or historic monuments of stone has been
confirmed in many studies. Four churches and the Vice-Governor's office, all of
historic importance, were studied in Porto Alegre, using traditional microbiological
methods, with the aim of valuing bacterial diversity of historic and cultural
patrimony and to assess microdiversity on historic buildings using cell morphology
and culture in the laboratory. A large number of microorganisms was found in each
biofilm. Most of the Gram positive bacteria were of the Bacillus genus. The isolates
identifying of Bacillus spp. were resistant to 5% salt (NaCl) and some to 10%,
indicating their adaptation to dry exposed surfaces. This study, together with the
current literature, suggests that there are many problems with the classification of
microbial diversity and that must be considered in attempts to control
biodeterioration of buildings.

! Master’'s Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre (78p.). February,
2005)
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1- INTRODUCAO

Ha uma crescente preocupagdo com a preservacdo de monumentos
que fazem parte do patrimbnio historico e cultural. Este fato tem levado ao
maior interesse nos problemas causados por microrganismos presentes nas
superficies destas construcoes.

A colonizacdo de superficies de prédios por microrganismos como
bactérias, algas, fungos e outros microrganismos acarretam em danos
estéticos e estruturais, podendo levar inclusive a danos da saude de pessoas
com potencial alérgico, e hipersensibilidade, devido a liberacdo de esporos de
fungos.

Em relacdo as atividades microbianas, as quais sdo importantes na
deterioracéo de superficies, pode ser citado o crescimento de microrganismos,
0S quais metabolicamente ativos produzem 4&cidos tanto organicos como
inorganicos, que agem no material. Ha4 ainda a producdo de enzimas
hidroliticas e surfactantes, os quais agem para permitir 0 consumo de matéria
organica, proveniente de particulas de solo, outros organismos e fontes
poluidoras, as quais servem como fonte de carbono e sdo encontrados na
parede. As bactérias autotrdficas e heterotroficas estdo envolvidas em todos
estes processos. O grande problema desses metabdlitos produzidos € o dano
gerado no material.

Os microrganismos encontrados nas superficies externas dos
prédios sdo organismos capazes de viver em condi¢cfes limitadas, como a

baixa concentracdo de nutrientes e resistir a secagem por acao de radiacao.



Isso permite que estes microrganismos sobrevivam a altos niveis de luz
ultravioleta. No caso de bactérias ndo fotossintetizantes, a sua sobrevivéncia
nessas condi¢cdes pode ser garantida pela producédo de enddsporos.

Bactérias sdo detectadas por meios de cultivo com meio de nutriente,
tanto rico, como pobre, e com um pH variavel, para que seja possivel o
desenvolvimento de um espectro maior de microrganismos. Porém, mesmo
com testes de cultivo, grande parte das bactérias ndo sdo cultivaveis em
laboratorio, limitando muito a analise de biofilmes.

O objetivo geral desse trabalho € avaliar a diversidade bacteriana em
biofilmes do patrimdnio historico e cultural. Os objetivos especificos sédo avaliar
a microdiversidade em prédios de patrimdnio em termos de morfologia de
colénia em meios de cultivo em laboratorio, bem como determinar a proporcéo
de bactérias Gram positivas e Gram negativas; investigar o efeito do sal (NaCl)
em duas concentracdes sobre o crescimento dos microrganismos detectados e
estudar a capacidade de sobrevivéncia de bactérias formadoras de enddsporos
sobre superficie coberta com tinta, presentes nas superficies externas de
prédios histéricos na cidade de Porto Alegre, através de métodos tradicionais
de cultivo e testes bioquimicos voltados a atividades fundamentais nos

processos de deterioracdo de parede.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A preocupacdo em desenvolver métodos para monitorar a
conservacdo de monumentos histéricos tem aumentado a cada dia na
comunidade cientifica. Grupos de pesquisa tém se consolidado para auxiliar no
processo em Varios paises.

Institutos tecnoldgicos estdo, portanto, se dedicando a estudos de
problemas estruturais e ambientais, assim como a métodos para prevencao
(Meira, 2001). Estes grupos estdo sendo formados no Brasil em Minas Gerais
e no Rio Grande do Sul, muito recentemente e tem se expandindo com o
passar do tempo.

Para que se conserve, deve-se minimizar a intervencao e nao usar a
“conservacao” como forma de justificar restauracdes mais destrutivas e menos
conservadoras. Porém se faz necessario o conhecimento de atividades que
geram a degradacdo, levando os monumentos a ruina, assim como o
entendimento dos mecanismos que geram estes danos, para que se possa
promover a prevencdo. Ndo se pode, no entanto, combater o efeito do
mecanismo sem conhecer as causas que levam a tal fim, pois o problema nao
seria eliminado (Jiménez, 1999).

Os monumentos criados, em geral sofrem com a degradacao, sendo
que somente uma pequena fracdo dos objetos, prédios e monumentos criados
no passado sobrevivem aos estragos causados pelo tempo, 0 que resiste
torna-se patrimoénio. Este por sua vez é destruido através de ataques de

agentes naturais (de forma lenta) e antropogénicos (de forma



assustadoramente rapida), agindo sobre os materiais que compdem o objeto
ou estrutura monumental (Feilden, 1982).

Os estudos sobre o processo deteriorativo sdo importantes para que
se detecte a evolucdo do problema, diminuindo o custo de reparo de
construcdes histoéricas, sendo possivel também a divulgacdo de manifestacdes
patolégicas incidentes (Andrade, 1997)

Em edificacbes historicas estes estudos agem proporcionando um
maior conhecimento para que se faca um manuseio adequado da obra, visando
a integridade dos materiais e componentes de preservacao.

A norma ASTM (American Society for Testing and Materials) E632
(1998) define fator de degradacdo como “qualquer fator externo que afete de
maneira desfavoravel o desempenho de um edificio ou de suas partes,
incluindo nisto as intempéries, agentes bioldgicos, esfor¢os, incompatibilidade e
fatores de uso”.

Neste trabalho sera pesquisado somente sobre a acdo ambiental e
em especial de microrganismos procariotos, as bactérias, responsaveis pela

biodeterioracao, caracterizando-os através de técnicas tradicionais.

2.1- Biodegradacao e Biodeterioracao:

A colonizacdo microbiana de pedras e concreto geralmente tem inicio
com microrganismos fototroficos que formam um biofilme enriquecido com
biomassa orgéanica e inorganica. Estas possui nutrientes diversos para essa

comunidade (Darlington, 1981).



Dentre os membros danosos desta comunidade, destacam-se as
bactérias heterotroficas e os fungos filamentosos, cuja contaminacdo em
materiais de construcdo e em monumentos historicos eleva os custos de
manutencao e reparos. No Reino Unido este valor € de aproximadamente 400
milhdes de libras ao ano (Singh, 1994).

E muito importante o conhecimento da diversidade microbiana
presente em objetos ou monumentos, para que se possa desenvolver de forma

mais efetiva a conservacéo e possiveis estratégias de restauracdo (Gurtner et

al., 2000).

2.1.1- Definigéo:

Existem muitas definicbes para classificacdo de biodegradacdo e
biodeterioracdo. Para Hueck (2001), biodeterioracdo de materiais € qualquer
mudanca nas propriedades do material causada por atividades vitais dos
organismos (Morton & Surman, 1994).

O fato é que os materiais de construgcdo em sua interacdo com o
meio sofrem transformacdes constantes. Quando estas transformacdes sao
irreversiveis, gerando perda de valor, 0 processo € a deterioracdo. O conjunto
das caracteristicas fisicas e quimicas do material e como reage diante do
ambiente séo todos os fatores de degradacao (John, 1987).

Quando esse processo se da pela atividade metabdlica de
organismos € chamado de biodegradacdo, podendo ser usado também de
forma comum, o termo biodeterioracdo, que € uma classificacdo da

biodegradacéao. (Allsopp & Seal, 1986).



Porém, a biodeterioracdo € vista como um processo que diminui o
valor do que estéa sofrendo a acéo, e biodegradacdo como aquela que aumenta
o valor, tendo, contudo principios idénticos. A definicdo de biodeterioracdo de
materiais de importancia econbmica por organismos, € certamente um
fendbmeno preocupante e necessita de métodos apropriados de estudos.

Convencionalmente, a biodeterioracdo se refere ao dano em
materiais, construcdo e processos de relativamente alto valor, uma vez que a
biodegradacédo refere-se somente a materiais e é distinguida de processos
biolégicos principalmente porque se aplica a materiais de baixo valor ou valores
negativos (Eggins & Oxley, 1980), como por exemplo 0 uso de microrganismos
na biodegradacao de um derrame de 6leo diesel.

A Dbiodeterioracdo vem sendo considerada um processo de
degradacédo que segue o efeito de agentes inorganicos em seu processo inicial.
Tal processo, em especial os biofilmes que sdo formados por microrganismos e
cobrem as superficies, pode proteger os monumentos de fatores ambientais
prejudiciais, porém tem sido descoberto que o0s estagios iniciais de exposicao a
pedra agem com efeito biodeteriorante (Gaylarde & Morton, 1999).

Essa contaminacdo microbiana age na formacdo de crostas em
superficies rochosas, produzindo corrosdo pela producdo de acidos e acéo
oxidoredutora em estruturas minerais (Warscheid & Braams, 2000).

O crescimento destes microrganismos em paredes causa danos
estéticos (mudancas de coloracdo das superficies, manchas e formacao de
biolfime na parede) e afeta a integridade fisica (rachadura e desintegracao de

camadas de tintas) (Ciferri, 1999; Krumbein, 1988).



O estudo da biodeterioracdo procura auxiliar na compreensao dos
fendbmenos quimicos e bioldgicos que levam a degradacéo de diferentes tipos
de materiais. A influéncia de agentes biolégicos sobre construcbes de valor
histérico e cultural fez com que se intensificasse a pesquisa da acao em

prédios e monumentos historicos (Agrawal & Dhawan, 1989).

2.1.2- Histérico:

A historia de recentes investigacdes de biodeterioracdo microbiana é
diretamente relacionada com a histéria de cada local (Zyska, 2004).

Uma evidéncia mais direta de ocorréncia de deterioracdo por
microrganismos foi pontuada por Bunker, em 1946, durante a escavacao da
tumba de Tut Anch Amon no Egito observando a pintura de paredes. Péde-se
notar que havia regi6es com um pigmento amarelo, que continham sulfato de
arsénico. Esta tumba era de 1350 a.C., portanto com grande tempo para acao
de microrganismos e ac¢do dos mesmos (Hueck, 2001).

Em uma caverna na Franca, onde havia varias inscricbes do periodo
Paleolitico, o fluxo de trabalhadores e visitantes acabou carregando para o
interior desta uma grande quantidade de solo e compostos organicos presentes
em seu corpo e vestimentas, aumentando a concentracdo de diéxido de
carbono a niveis quase patoldgicos.

O sistema de luz instalado nesta mesma caverna, para que fosse
permitida a visitacdo, e operando quase que continuamente, criou condicdes de

crescimento exacerbado de organismos fotossintéticos. Por todos esses



motivos o local foi fechado, a fim de ndo permitir o processo de biodeterioracao
acelerada em um local de tdo grande importancia histérica (Ciferri, 1999).
Tendo como base estes dados, pode-se notar que cianobactérias
podiam crescer sob condicbes heterotréficas utilizando moléculas organicas
carregadas para a caverna por visitantes, ndo o fazendo somente de forma
autotrofica (Ciferri, 1999). O fechamento e isolamento desses locais do
ambiente externo € uma das principais maneiras de se conservar as rochas e

pinturas artisticas (Gonzales et al., 1999).

2.1.3- Fatores que influenciam a deterioragéo:

Os materiais de construcdo de modo geral sdo constantemente
submetidos a acdo de esforgcos mecanicos e a fatores naturais, dentre os quais
podem ser salientados: a temperatura, a umidade, a radiacao solar, bem como
a acao de agentes microbiolégicos (Brown, 1999; Warscheid & Braams, 2000).

A poluicdo atmosférica, as fontes antropogénicas e transportes aos
quais sdo submetidas as constru¢cdes aumentam a concentracao de compostos
organicos e inorganicos na atmosfera, os quais acabam por se depositar em
superficies de monumentos, acelerando drasticamente a degradacdo destas
(Arnold, 1993; Zanardini et al., 2000).

Este processo acaba sendo agravado pelo tempo de exposicéo,
além do que, o descaso em preservacdo e restauracdo desses predios e
monumentos histéricos agrava ainda mais o processo deteriorativo (Charola,

1993).



O meio natural onde o biofilme deteriorativo se encontra possui
poucos nutrientes e uma concentracdo elevada de sal em funcdo do estado
seco da superficie. A concentracdo do sal pode até atingir o nivel necessario
para produzir danos em ambientes externos, onde a rocha esta sujeita a chuva
e secagem subsequente (Price, 1996).

No entanto, nem todas as bactérias conseguem se desenvolver num
ambiente que possua uma maior quantidade de sal (acima de 5%). Quando
estas bactérias sdo capazes de se desenvolver em meios hipersalinos, elas
apresentam uma maior capacidade de desenvolvimento nestas superficies e
como consequéncia podem ser responsaveis pela aceleracdo na velocidade de

deterioracdo, apesar desta ainda ser lenta e gradativa (Rdlleke et. al., 1998).

2.1.3.1- Acéo fisica e quimica:

Além dos microrganismos, que se instalam sobre esses materiais,
serem capazes de crescerem sobre a superficie da pedra (sendo desta forma
denominados de microrganismos epiliticos), também as algas e cianobactérias
podem penetrar alguns milimetros através de poros encontrados nas rochas
(agora chamados de fototréficos endoliticos) (Golubic et al., 1981).

Esses organismos sao importantes na deterioracdo de pedras,
especialmente quando associado a poluicdo em climas moderados, sendo que
este processo € caracterizado por:

1-Excrecao de acidos organicos corrosivos (Cavena et al., 1992)
2-Absorcéao e acumulo de enxofre e célcio nas células (Ortega-

Calvo et al., 1994)
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3-Alteracdo de minerais que compdem as pedras (Jones et al.,
1988)

4-Aumento dos poros devido a penetracdo de filamentos dos
microrganismos (Jaton et al., 1985)

Dos problemas quimicos causados pelos mesmos, citam-se a
reducao e oxidacdo, a producéo de acidos organicos e a destruicdo mecanica
através da penetracdo no substrato das estruturas filamentosas de fungos, bem
como a producédo de surfactantes (Becker et al., 1994; Resende, 1997; Berner
et al., 1997).

Uma caracteristica comum de organismos em biofilmes € a producao
de polimeros. Os polimeros agem como colas, retendo sujeira e demais
particulas, aumentando sua acao desfigurante e dificultando a limpeza dos

prédios (Gaylarde & Morton, 1999).

2.1.4- Danos e patologias:

Biodeterioracdo e patologia de organismos diferem em que é
descrito como o fendmeno ocorrido em sistemas de diferentes niveis de
complexidade. Algumas diferencas quantitativas existem devido ao fato de
alguns materiais serem mais apropriados para o desenvolvimento de
organismos que outros (Hueck, 2001). A biodeterioracdo ndo é uma patologia
propriamente dita, porém é geradora de patologias, como fissuras (Eggins &
Oxley, 1980).

E claro que tanto os danos estéticos, como os danos estruturais s&o

fortemente ligados, e que em longo prazo, o dano estrutural afeta



11

profundamente a qualidade estética da pintura de um monumento (Ciferri,

1999).

2.1.5-Biodeterioracdo em monumentos historicos:

O patrimbnio de muitas cidades do mundo, representado tanto por
edificios como por obras de arte e monumentos, estd sendo submetido ha
algum tempo a degradac&o, deterioracéo e até destruicdo. E um fenédmeno que
afeta grandes ou pequenas obras, historicas ou contemporaneas (Giudice,
2002).

Paredes de obras medievais sofrem deterioracdo causada por ruina
biolégica, devido ao grande tempo de exposicdo e acdo dos microrganismos
nestas obras (Taubel et al., 2003).

Pinturas e paredes de monumentos pertencentes ao patriménio
histérico-cultural possuem uma grande cadeia de constituintes organicos e
inorganicos, e diferentes nichos ecoldgicos que podem ser explorados pela
grande variedade de espécies microbianas.

Muitos dos componentes da parede ou pintura sdo biodegradaveis,
outros séo aditivos que facilitam a aplicacdo de camadas de tinta ou prejudicam
a qualidade do produto final (Ciferri, 1999).

A colonizacao e biodeterioracdo dos prédios e monumentos que Sao
expostos ao ar por um periodo de tempo, sdo determinadas pelas condi¢cdes
ambientais (temperatura, umidade, velocidade do vento, sol, intensidade da luz,

poluicdo atmosférica) e pelo tipo de material do qual € composto o objeto. Em
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monumentos as rochas geralmente séo silicaceas ou calcareas, embora exista
uma variacao entre os dois tipos (Gaylarde, 2002; Flores et al., 1997).

Um sistema de biofiimes pode desenvolver-se em paredes de
edificios e construcdes. Atras da natureza organica de suporte, as pinturas
contém moléculas organicas que muitos microrganismos utilizam para crescer,
como acucares, goma, e outros polissacarideos como proteinas, 6leos e
graxas. A sujeira, a fuligem e outros contaminantes ambientais, que se
acumulam na superficie, podem representar outras fontes significantes de
nutrientes (Ciferri, 1999).

E conhecido que a maioria dos microrganismos (bactérias, fungos,
algas e cianobactérias) desempenha papéis colonizadores e degradadores de
pedras e rochas encontradas em construgbdes e monumentos, e que atuam
também no desgaste de rochas. Varios mecanismos tém sido sugeridos sobre
como eles agem para que sejam capazes de deteriorar rochas (Allsopp & Seal,
1986).

Os processos de biodeterioracdo em pedra podem dividir-se em dois
grandes tipos: processos biogeoquimicos e processos biogeofisicos
(Warscheid & Krumbein, 1996). O crescimento microbiano causa deterioracao
quimica (producdo de substancias quimicas, como &acidos organicos e
inorganicos, e surfactantes, que geram lixiviacdo do substrato), e fisica.

A deterioracao fisica se produz principalmente pelo crescimento de
fungos e cianobactérias que conseguem penetram na estrutura rochosa, sendo
organismos endoliticos, causando danos estruturais, como rachaduras e

fissuras. Diferentes mecanismos biogeoquimicos alteram a aparéncia estética e
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a integridade do material estrutural, sendo grande a importancia da
biodeterioracdo de monumentos de pedra do patriménio cultural (Warscheid &
Krumbein, 1996).

Dentre os processos de deterioragdo biogeoquimica, € mais
freqlente a producdo metabdlica de acidos, tanto organicos como inorganicos
0s quais dissolvem o substrato por biolixiviacdo de certos componentes
minerais de material estrutural.

A deterioracdo de concreto e rochas é um fenbmeno dirigido por
diferentes microrganismos através de diversos mecanismos. Por exemplo, a
reducdo quimica de sulfato, presente no concreto, pode resultar em inGmeros
produtos, como tiosulfato, sulfeto e enxofre elementar (Nica, 2000), desta
maneira prejudicando a integridade estrutural do material.

Estes processos de reducdo acontecem na presenca das bactérias
redutoras de sulfato, organismos anaerobicos capazes de crescer sob
depdsitos e juntos com outros organismos utilizadores de oxigénio.

Os microrganismos podem ainda aumentar a taxa de transformacéo
pelas outras atividades metabdlicas, tais como a absor¢cdo de ions e a
producdo de agentes quelantes. Eles também alteram a permeabilidade e
hidrofobicidade de minerais pela deposicdo de materiais poliméricos e
surfactantes (Gaylarde & Morton, 1999).

As pedras constituem ambientes heterogéneos, contendo matéria
organica e com variacdes espaciais de pH, potencial redox, temperatura e
umidade. Estas caracteristicas heterogéneas originam variagcdes no numero e

atividade dos microrganismos (Videla, 2002).
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As bactérias heterotréficas que atacam as pedras de monumentos e
edificios do patrimbénio cultural apresentam um amplo espectro de
caracteristicas taxondmicas e metabdlicas.

Em um habitat tdo especifico como dos monumentos, as técnicas
microbiolégicas tradicionais tém proporcionado o isolamento de grande nimero
de bactérias dos géneros Arthrobacter, Kocuria, Micrococcus, Staphylococcus
e Streptomyces (Tiano, 1993; Saiz-Jiménez, 1994; Gonzalez et al., 1999; Groth
et al., 1999; Laiz et al.,2000), além de bactérias do género Bacillus (Guiamet et
al., 1998) com ampla acéo acidificante.

Bactérias produtoras de biofimes mucilaginosos do género
Pseudomonas e bactérias heterotrofas anaerdbicas redutoras de sulfatos
(BRS), podem ser encontradas em biofilmes aéreos (Videla et al., 2000).
Recentemente, os estudos sdo enfocados em buscas de comunidades halofilas
e Archaea em monumentos deteriorados (Rdlleke et al., 1998; Pifiar et al.,
2001).

As cianobactérias geralmente sdo colonizadores primarios de pedra,
servindo como fontes de carbono para as demais comunidades se proliferarem.
Os fungos deterioram pedras, quimica e mecanicamente por penetracdo do
micélio fungico por fendas ou fissuras, produzindo metabolitos acidos, que
debilitam suas caracteristicas.

O crescimento do micélio fangico em revestimentos internos e
externos em edificacbes causa o aparecimento de manchas escuras e sua
permanéncia em longo prazo pode levar a biodeterioragcdo de argamassas

(Shirakawa et al., 1999). Estes também s&do capazes de crescer dentro das
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rochas, mas ndo se pode afirmar, se tal crescimento endolitico segue a
degradacédo primaria pelos metabdlitos microbianos.

Os fungos presentes nas superficies dos prédios historicos de Minas
Gerais (Resende et al., 1997; 2002) e as bactérias heterotroficas em prédios
histéricos da Europa (Warscheid et al.,, 1993; May et al., 1993: Wollenzien,
1995) ja foram estudados utilizando-se técnicas tradicionais de identificacao.
Entretanto, estas técnicas ndo permitem a deteccdo de todos os
microrganismos presentes devido o processo seletivo de cultivo.

As cianobactérias foram melhor estudadas no Brasil, utilizando-se
técnicas tradicionais e de biologia molecular (Crispim et al., 2004). Nao se tem
conhecimento de nenhum tipo de estudo sobre bactérias ndo fotossintetizantes
no Brasil.

Os liguens estéo relacionados com a biodeterioracdo da pedra de
maneira similar a musgos e plantas superiores (Monte, 1991), que produzem
acido oxalico.

A biodeterioracdo causa alteracdes na distribuicdo do tamanho dos
poros em pedras, alargamento e fissuras, mudancas na circulacdo de umidade,
mudanca da coloracdo de superficies de pedra e finalmente, corrosao
acidolitica e Oxido-redutora e consequiente enfraguecimento dos minerais que
compOe a pedra (Griffin et al., 1991).

Os principais efeitos iniciais do crescimento microbiano nas fachadas
das edificacbes sdo a coloracdo e a aparéncia suja. Acrescido a presenca da
poluicdo, estes tém sido visualmente um dos danos mais marcantes nas

edificacdes do patrimonio cultural.
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A acdo dos microrganismos pode resultar em danos caracteristicos
sobre as superficies da edificacdo, segundo o produto do metabolismo, a acéo

de cada um esté representada na Tabela 01 (Gaylarde, 2000).

2.2- Biofilmes:

Dada a grande cadeia de moléculas organicas e inorganicas que
estdo presentes em todos os tipos de pintura, diferentes tipos de
microrganismos podem crescer em um substrato que possua condicGes

ambientais favoraveis como umidade, temperatura, luz e pH. (Ciferri, 1999).

Tabela 1: Consequéncias da acdo dos microrganismos sobre as superficies da

edificacao
ORGANISMO PRODUTOS e "
' METABOLICOS CONSEQUENCIA NA SUPERFICIE
Bactérias Acidos Inorganicos Dissolucao e coloracéo
Fungos Acidos Organicos Fragilizacdo mecanica e coloracéo
. Algas e Acidos Organicos Retencéo de agua, dissolucéo
Cianobactérias mineral
Liquens Acidos Organicos Aumento da gsg%silcocl)ade € ataque

FONTE: Gaylarde, 2000

Os organismos associados aos processos de biodeterioracéo
crescem em forma de biofilmes, que s&o constituidos por comunidades
complexas de microrganismos, substancia polimérica extracelular (SPE) de
natureza polissacaridica, particulas de origem diversas e uma alta
porcentagem de agua, formando peliculas mucilaginosas (Geesey, 1982;

Morton & Surman, 1994).
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Estas particulas se mantém aderidas ao substrato onde, além de
promoverem sua degradacédo, afetam seu aspecto estético e promovem danos
a superficie. A formacdo de biofilmes pigmentados, biomineralizacéo,
dissolucdo de metais pela producdo de acidos e agentes quelantes sdo alguns
dos fenbmenos danosos causados na superficie pelo crescimento de
microrganismos (Gurtner et al., 2000).

Estas comunidades microbianas sédo freqientemente compostas de
multiplas espécies as quais vivem bem ecologicamente. A adeséo de residuos
organicos como fuligem e muitas outras substancias ajudam no crescimento de
organismos como bactérias e fungos, dentre outros (Flores et al., 1997).

Os biofilmes nas superficies externas e internas de prédios contém
uma ampla faixa de microrganismos, cuja presenca fisica e atividades
metabolicas acarretam a degradacdo do material (Gaylarde e Morton, 1999;
Shirakawa et al., 2002).

Até recentemente, a falta de métodos para proporcionar
conhecimento pleno dessas comunidades in situ tem dificultado andlises mais
detalhadas.

A maioria desses microrganismos persiste aderida a superficie
dentro de um ecossistema estruturado, como se pode notar através de seu
estudo, funcionando como um consorcio cooperativo de forma relativamente
complexa e coordenada, ndo vivendo da mesma forma que os organismos de
vida livre (Costerton et al., 1995).

Os biofilmes ativos sdo encontrados em qualquer local onde haja

microrganismos e umidade. Sua formacéao é afetada pelos tipos de organismos,
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natureza da superficie e condicbes ambientais (Costerton et al., 1987; Walker &
Keevil, 1995).

A importancia dos biofilmes na biodeterioracdo de materiais esta
relacionada com as drasticas modificacdes que produzem nos valores de pH,
concentracdes ibnicas e condi¢cdes de oxido-reducdo na superficie do substrato
e no meio circundante. Estas caracteristicas fisico-quimicas nas interfaces
criam areas localizadas de grande agressividade e que estdo presentes nas

zonas cobertas por biofilmes (Videla & Characklis, 1992).

2.2.1- Microrganismos envolvidos nos processos de deterioracao:

Existe uma enormidade de microrganismos que vivem no ambiente e
que formam biofilmes. Entretanto, métodos microbiolégicos convencionais
permitem o cultivo de somente uma pequena proporcédo destes em condicdes
laboratoriais.

Esses fatores laboratoriais limitam os tipos e numeros de bactérias,
gerando um entendimento ndo acurado das espécies que compdem o biofilme
e da interacdo dos microrganismos no processo de ruina do material (Rolleke
et al., 1998). Isso se da pelo fato que é muito dificil reproduzir a diversidade de
microflora e microfauna do biofilme e sua relacdo interespacial (Morton &
Surman, 1994).

Além do que, é possivel perceber algumas limitacbes nas
capacidades experimentais, como na amostragem, 0 que ndo permite que se
saiba ao certo, quéo diversas sdo as comunidades, se € uma comunidade

estavel, dentre outros dados. De uma forma tradicional, 0s microrganismos tém
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sido classificados de acordo com caracteristicas morfofisioldgicas da cultura
pura, ndo se levando em consideracao sua classificacdo evolutiva (Valinski et
al., 2002)

Os principais microrganismos envolvidos na biodeterioracdo sdo as
bactérias, os fungos, as algas e os liquens. Os fungos e a maioria de bactérias
se alimentam de materiais organicos, vivendo em condi¢cdes de parasitos,
porque estdo privados da realizacédo de fotossintese.

Entre os microrganismos isolados de paredes através de cultivo em
meios artificiais no laboratério, € comum se encontrar a presenca de leveduras
de género Rhodotorula, bactérias dos géneros Bacillus, Micrococcus e
Pseudomonas, e alguns fungos como Ulocladium, Phoma, Alternaria,
Penicilium e Cladosporium (Flores et al., 1997).

Quando se analisa a deterioracdo de concreto, nota-se uma grande
variedade de microrganismos presentes neste, o que confirma a complexidade
de populacdo microbiolégica também neste material, aumentando muito a
capacidade de deterioracdo (Nica, 2000).

Essas comunidades polimicrobianas formam associacdes onde
muitos microrganismos obtém vantagens mutuas, como estocagem e liberacao
de agua e metabdlitos (Flores et al., 1997).

A microflora que se forma nas pedras de constru¢cdo com o passar
dos anos representa um ecossistema complexo, que se desenvolve
variavelmente dependendo de condicdes ambientais e propriedades fisico-
quimicas dos materiais em que se instalam, sendo apresentados em grupos

(Brock et al., 1994):
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1- Organismos fotolitoautotréficos, onde se encontram as algas,
cianobactérias, musgos e plantas superiores, 0s quais Sao
fotossintéticos, dando suporte para inicio da sucessdo ecologica
(Warscheid et al., 1993).

2- Bactérias quimiolitoautotroficas, as quais obtém sua energia pela
oxidacdo de compostos inorganicos e fixam o gas carbbnico da
atmosfera, resultando na liberacéo de acidos.

3- Fungos e bactérias quimiorganotréficas que usam substratos organicos
como sua fonte de carbono e energia, liberando &cidos organicos
biocorrosivos que acabam por enfraquecer a estrutura mineral dos

monumentos.

I
1

Os liguens que sao formados por associacdo simbidtica de um fungo e
uma cianobactéria ou alga, onde os fungos utilizam compostos
organicos produzidos pelas algas e as cianobactérias/algas realizam
fotossintese, fazendo uso de minerais lixiviados da pedra pelos acidos

secretados pelas hifas de liquen.

2.2.1.1- Bactérias:

A presenca de bactérias em rochas ou trabalhos em pedras de
monumentos histéricos tem sido confirmados por varios pesquisadores
(Paine et al.,1933; Webley et al.,1963; Eckhardt, 1978, 1985, 1988;
Lewis et al.,1988; Warscheid et al.,1988; Tayler & May, 1991, 1994,

2000).
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As bactérias e os fungos atuam originando fenédmenos de
decomposicdo quimica (Pace, 1997). Em alguns trabalhos é destacado
gue sua presenca sugere que, em adicado de agentes quimicos e fisicos ,
podem ter um papel na deterioracdo da rocha (Eckhardt, 1985;
Krumbein, 1988; Tayler & May, 1991).

Este fato tem sido mostrado pela capacidade de causar danos
em rochas sob condic¢des laboratoriais (Wood & Macrae, 1972; Vuorinen
et al.,,1981; Eckhardt, 1978, 1985; Lewis et al.,1987; Tayler & May,
2000).

Os procariotos podem habitar em qualguer ambiente que seja
apropriado para formas de vida superiores, assim como locais praticamente
inabitaveis para estes individuos (Madigan et al.,1997). Esta habilidade deve-se
a sua versatilidade metabdlica e plasticidade fenotipica.

Bactérias possuem mecanismos proprios como motilidade flagelar e
diferentes métodos de se translocar em superficies. Algumas produzem
celulose formando uma pelicula fibrosa que auxilia na aderéncia de superficies
(Ross et al., 1991).

Os organismos podem existir independentemente num dado
ambiente, mas em muitos casos eles proliferam mais eficientemente
interagindo e formando comunidades (Caldwell et al.,1997). Em ambientes
extremos, comunidades estruturadas de forma complexa conduzem uma
variedade de processos biologicos, como fotossintese, fixacdo de nitrogénio e

fermentacao.
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Bactérias heterotréficas tém sido encontradas com freqiéncia em
monumentos de rochas deteriorados e em deterioracdo. Acredita-se que
tenham acdo ativas no processo de ruina como resultado de atividades
mineralizadoras, similar aquele observado com bactérias do solo.

Esta atividade realizada por bactérias em rocha é governada pela
disponibilidade de matéria organica armazenada no local. A maioria das rochas
disponibilizam matéria organica suficiente, permitindo desta forma o
crescimento e a atividade de microrganismos (Flores et al., 1997).

Estas bactérias heterotroficas aparecem em rochas, formando
associacdes, as quais sdo habeis na criacao de biofilmes que retém umidade, o
que contribui para remocdo e imobilizacdo de poluentes, e protegem o0s
organismos de substancias téxicas que sdo comumente produzidas (Govan,
1975).

Bactérias quimioautotroficas sdo raras na natureza, mas algumas
espécies de Thiobacillus, que oxidam compostos de enxofre e transformam
enxofre elementar em sulfatos, sdo encontradas em monumentos historicos,
mas sua acao na rocha ndo é muito clara (Flores et al., 1997).

Para se desenvolver um trabalho de investigacdo de bactérias em
rochas muitas técnicas tém sido testadas, envolvendo isolamento e
subsequente identificacdo de culturas puras. Porém € um método que consome
tempo e limita a deteccdo de bactérias para aquelas que sO6 sdo capazes de

crescer em meios especificos (Tayler & May, 1994).
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2.2.1.2- Fungos:

Inicialmente o fungo forma um micélio que auxilia na sua nutricdo, o
que é chamado de micélio vegetativo ou de sustentacdo, para posteriormente
formar o micélio aéreo ou de reproducéo, que como o préprio nome indica, tem
funcdo reprodutiva, produzindo esporos. E exatamente o micélio de
sustentacdo que acaba penetrando pelos poros e fissuras do concreto e de
rochas, agravando ainda mais o processo biodeteriorante.

Estes organismos sdo muito importantes na deterioracédo de concreto
e rochas, e se desenvolvem em condi¢cdes diferenciais quando comparado a
bactérias, crescendo em pH normalmente mais drasticos que bactérias,
podendo variar de 4,5 a 13 (Nica et al., 2000).

Os fungos sédo encontrados em grandes quantidades em biofilmes,
apresentando diferentes linhagens e cores. Em ambientes extremos, como alta
temperatura, seco, ambiente hipersalino, exposicdo direta a luz solar (raios
ultravioletas, consequentemente), os fungos pretos, as leveduras negras e
actinomicetos (que na realidade sdo procariotos) sdo 0s principais
responsaveis pela mudanca na coloragcdo nas superficies das paredes

(Zanardini et al., 2000).

2.2.1.3- Algas e liquens:
As algas produzem seus proprios materiais organicos, complexados
de fontes inorganicas, fazendo uso da luz solar. Os liquens, que sédo formados

pela simbiose de fungos com algas ou cianobactérias, sdo responsaveis pela
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formacéo de camadas escorregadias sobre superficies de edificacbes (Allsopp,
2001).

Algumas das acbes quimicas atribuidas a algas que colonizam
construcdes de rochas, sédo produzidas pela liberacdo de produtos metabdlicos

acidos e quelantes (Flores et al., 1997).

2.2.2- Formacgao do Biofilme:

Colonizadores biodeteriorantes de materiais de pedras sé&o
considerados como microrganismos autotréficos, sendo capazes de sobreviver
em substratos inorganicos, utilizando o diéxido de carbono como fonte de
nutrientes.

Os heterotréficos poderiam colonizar os substratos de pedra somente
mais tarde, de acordo com sucessdo ecologica real, utilizando-se de
substancias organicas liberadas pela lise celular de seres autotroficos e de
contaminacdo do ar que se deposita sobre a superficie (Gurtner et al., 2000;
Zanardini, 2000).

Os fungos séo considerados colonizadores secundarios uma vez que
0s primeiros colonizadores s&o microrganismos fototréficos, bem como
bactérias do ciclo do enxofre, conhecidas pelo seu importante papel na
deterioracéo de rochas.

Isso ocorre principalmente em regides industrializadas, nas quais
existe uma emissao direta de poluentes para atmosfera, especialmente didxido

de enxofre. O acido sulfurico produzido do dioxido dissolve o carbonato de
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calcio, da qual se formam muitas rochas constituintes de monumentos e esta
acao quimica acelera o processo deteriorativo (Urzi et al., 1992).

A morte de células que se aderem a parede vai permitindo a
colonizacdo por outros tipos de microrganismos, ocorrendo a sucessao
microbiana. O crescimento de fungos € considerado o fator predominante de
deterioracéo fisica, sendo responsavel por manchas coloridas presentes nas
superficies de paredes, ja que os fungos produzem hifas que podem penetrar
pelos poros de rochas e ainda liberar um pigmento de dificil remocéo.

O crescimento de fungos por sua vez estimula o crescimento e
sobrevivéncia de bactérias, a qual € suprida por produtos de hidrélise de
macromoléculas, como celulose e proteinas presentes na pintura (Ciferri,
1999).

A formacdo de um biofilme é um processo cumulativo desuniforme
em tempo e espaco (Characklis & Marshall, 1990). O biofiime é formado de
forma muito lenta. A principio ocorre o transporte de moléculas organicas e
organismos autotréficos vao se depositando na superficie formando uma
camada inicial fina e retilinea.

Quando estes conseguem se fixar, organismos heterotroficos
também podem se instalar utilizando como fonte de energia, a matéria organica
que é proveniente do transporte atmosférico, ou gerada pela lise celular dos
organismos formadores da camada de colonizacdo do biofilme. A camada de
microrganismos passa a nao ser mais de forma homogénea e retilinea; &
formada uma camada irregular que passa por modificacbes constantes

(Hamilton & Characklis, 1989; Morton & Surman, 1994).
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Essas modificac6es se déo devido a acdo dos microrganismos e da
camada de ar que passa constantemente pelo biofilme transportando os
organismos ali presentes para outros locais e mesmo os retirando da camada.
Outro fator € a quelacdo de cations por acidos organicos produzidos
microbiologicamente tem importante papel na deterioracdo de materiais de

construcdes rochosos (Wainwright et al.,1993; Morton & Surman, 1994)

2.2.2.1- Aderéncia e biossurfactantes

Uma das fundamentais estratégias de sobrevivéncia dos
microrganismos é sua habilidade de colonizar determinado nicho ecoldgico
onde eles possam se multiplicar. O elemento chave para esta estratégia séo
estruturas presente nas superficies celulares que sdo responsaveis pela
aderéncia dos microrganismos em uma dada superficie (Rosenberger & Ron,
1999).

Os microrganismos podem produzir moléculas surfactantes
(biossurfactantes) ligados a parede para regular as propriedades da superficie,
visando a adesdo ou a liberacdo das células de um determinado local de
acordo com sua necessidade para encontrar novos habitats com maior
disponibilidade de nutrientes ou se o ambiente € desfavoravel.

Neu (1996) fez uma revisdo sobre como os surfactantes podem
afetar a interacdo entre bactérias e interfaces. Se um biossurfactante é
excretado ele pode formar um filme condicionante sobre a interface, e desta

forma estimular a aderéncia de certos microrganismos e inibir outros.
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Os biossurfactantes sdo sintetizados por bactérias, leveduras e
fungos filamentosos durante o crescimento em diferentes fontes de carbono,
desde substancias hidrofilicas como a glicose até substratos hidrofébicos como
os hidrocarbonetos (Mulligan, 2005). Neste caso, pode-se encontrar dois tipos
possiveis de producao: a) extracelulares, quando eles causam emulsificacdo
do hidrocarboneto dentro da célula; b) associados a parede celular, que podem
facilitar a penetracéo do hidrocarboneto no espaco periplasmico.

Embora a exata funcéo fisiolégica dos biossurfactantes ainda néo
tenha sido completamente elucidada, algumas fun¢des como emulsificacdo e
solubilizacdo de hidrocarbonetos ou compostos insollveis em agua, facilitam o
crescimento de microrganismos nestes substratos; transporte de
hidrocarbonetos; aderéncia-liberacdo da célula a superficies e atividade
antibiotica (Nitschke & Pastore, 2002, Mulligan, 2005).

Os biossurfactantes apresentam glicolipideos de alto e baixo peso
molecular, tais como lipopeptideos, complexos lipopolissacarideo - proteinas,
acido graxos e polimeros como lipoproteinas, que geralmente sdo classificados
com base no seu tipo de lipideo. Esses biopolimeros apresentam uma porcéo
hidrofilica e uma hidrofobica.

Na porcao hidrofobica encontram-se lipideos ligados a um ou mais
acidos graxos, 0s quais podem ser saturadas ou insaturadas. Na porgao polar,
a parte solivel em agua do biossurfactante pode ter uma carboxila, uma
hidroxila ou uma mistura complexa de fosfato, carbohidratos, aminoéacidos.

Segundo Willumsen & Karlson, (1997) os biossurfactantes podem ser divididos
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em duas grandes categorias, os surfactantes de baixo peso molecular e o de
alto peso molecular.

Os surfactantes de baixo peso molecular (glicolipidios, acidos
graxos e fosfolipidios), que quando presentes no meio aquoso apresentam a
propriedade de diminuir a tensdo superficial do meio. Enquanto que o0s
surfactantes de alto peso molecular, chamados de bioemulsificantes, formados
por polissacarideos, ndo apresentam a mesma composicao anfipatica, ou seja,
uma porcao hidrofilica e outra hidrofébica.

No meio aquoso estes bioemulsificantes, sdo responsaveis pela
formacdo e estabilidade da emulsdo, porém ndo causam necessariamente a
reducao da tensao superficial. A habilidade de um microrganismo em reduzir a
tensdo superficial e/ou formar uma emulsdo pode ser devido a excrecao de
produtos extracelulares ou pode estar associado com as caracteristicas da

superficie celular (Desai & Banat,1997 ).

2.3- Como evitar a biodeterioragéo:
2.3.1- Biocidas:

Sob condi¢des fisicas e quimicas apropriadas 0s microrganismos
tém papel crucial na deterioracdo de objetos de arte, particularmente sobre
materiais expostos ao ar livre. Esforcos para eliminar microrganismos que
contribuem para o processo nao seria efetivo, sem o melhor conhecimento da
diversidade microbiana.

O mero uso de biocidas e outros tratamentos podem agir

prejudicando ainda mais o objeto a ser preservado. Outros podem destruir
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apenas alguns microrganismos, permitindo que o0s ndo destruidos se
desenvolvam de forma exacerbada. Portanto é melhor entender a
interdependéncia com e entre 0S microrganismos e seu impacto no processo
de deterioracdo de materiais (Rolleke et al., 1998). Segundo Russel (1992),
citado por Morton et.al (1998) a efetividade do biocida é determinada pela sua
natureza e microrganismos envolvidos no biofilme.

O mecanismo de resisténcia bacteriana a alguns biocidas se da
devido a presenca de um polimero de exopolissacarideo associado ao
consorcio. Porém essa barreira fisica pode ser menos importante do que
fatores intrinsecos (fenotipicos) ou adquiridos vistos no interior do biofilme
(Morton et al., 1998).

Outro possivel mecanismo de resisténcia ao biocida esta associado
ao aumento da producao de enzimas degradativas pelas células e sua acao no
glicocdlice, agindo juntamente na quelagem quimica ou fisica de biocidas pela
matriz do biofilme e detritos celulares. (Morton et al., 1998)

O uso de alguns biocidas pode causar sérias contaminacdes
ambientais, devendo-se ter muito cuidado. A seguranca do uso de atividades
biol6égicas e compostos toxicos como o0s biocidas e em menor grau daquelas
moléculas usadas como detergentes, dependem muito da biodegradacao de
suas moléculas no ambiente (Eggins & Oxley, 1980).

A biodegradabilidade dessas moléculas € um critério importante para
sua seguranca durante o uso, ja que se deve ter uma preocupacado com 0 meio

ambiente, no qual se encontra o patriménio (Eggins & Oxley, 1980).
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2.3.2- Resisténcia a biodeterioracao:

Nem todos os compostos organicos liberados sédo utilizados pelos
microrganismos, sendo que estes podem desencadear uma certa resisténcia
ao crescimento e como consequéncia a deterioracao.

Segundo Alexander (1965), citado por Hueck (2001), pode-se
selecionar algumas categorias de resisténcia de biodeterioracdo, as quais
podem ser adaptadas aos problemas encontrados: o material pode ser
inacessivel aos organismos; ambiente estar toxico; agente de dano estar
inativado; a composi¢do quimica e fisica do material ser inadequado para
atague bidtico, como a presenca de lignina e hidrocarbonetos complexos,

fatores estes que dificultam a acdo de microrganismos.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Obtencé&o das amostras:

As amostras foram coletadas de biofilmes visiveis de paredes
externas de prédios historicos, localizados em Porto Alegre. Alguns destes
prédios que serviram como local de coleta das amostras encontram-se em
avancado estado de deterioracdo; outras, em processo mais lento.

Todos os prédios datam do comeco a metade do século XX, sendo
estes: Igreja Nossa Senhora da Dores (1903), Gabinete do Vice-Governador,
Igreja Sdo Geraldo (1940), Igreja Santo Anténio do Partenon (1932) e Igreja
S&do Judas (1943), sendo que com excecao do Gabinete do Vice Governador,
os demais pontos foram estudados por Crispim et.al. (2004), porém em relacéo
a presenca de cianobactérias.

A Igreja Sdo Judas foi construida com tijolos sem qualquer
revestimento, ficando evidente a acdo do tempo em sua estrutura. A Igreja
Santo Antbnio é construida por arenitos, sem nenhuma espécie de pintura e
revestimento apresentando muito biofilme, apesar de seu estado de
conservacgao ser razoavel. Os demais prédios apresentam-se pintados e estéo
em bom estado de conservagcao externa, porém os biofilmes eram evidentes
nas edificacdes (Figuras 1a 8).

As amostras foram coletadas destes cinco prédios, sendo cada uma
feita em trés repeticobes e em trés diferentes meses do ano, sendo estes
setembro, novembro e janeiro. A coleta foi feita pela técnica de raspagem de

biofilmes, com espatula esterilizada, pois esta € a mais indicada para cultivo de
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bactérias, apesar de poder agredir de alguma forma a superficie. Todas as
amostras foram coletadas de pontos localizados a aproximadamente um a 1,5

metros acima do solo e depositadas em tubos de microcentrifugas previamente

esterilizados.

Fig 1: Igreja N. S. das Dores  Fig 2: Biofilme Igreja N. S. das Dores

Fig 3: Gabinete do Vice Governador Fig 4: Igreja Sédo Geraldo
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Fig 5: Vista frontal Igreja Santo Antdnio  Fig 6: Vista Lateral Igreja S. Antdnio

Fig 7: Biofilme Igreja Santo Antdnio Fig 8: Igreja S&o Judas
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3.2- Cultura e isolamento:

Apoés a coleta de amostras do biofilme, o material foi hidratado por
cerca de 5 minutos, com 1 mL de agua destilada e homogeneizado sendo
posteriormente 100uL do material colocado em uma placa de Petri contendo
meio agar nutriente (Apéndice 1), e espalhado com uma alca de Drigalski. As
placas foram entdo incubadas numa estufa D.B.O. (Fanem, modelo 374FG), a
25°C por 24 horas. Todo o processo foi feito em triplicata.

Foi também testado o cultivo e isolamento com meio de cultivo
Thornton (Th) e meio de Knop modificado (MKM) (Shirakawa et.al, 2002),
sendo nestes casos incubados por 15 dias sob as mesmas condi¢cdes de
temperatura. A composi¢cao destes meios encontram-se nos apéndices 2 e 3.

Apoés este periodo, as colbnias foram selecionadas por variacao
morfologica e isoladas por técnica de semeadura de esgotamento, em uma

nova placa contendo também agar nutriente e incubados por mais 24 horas.

3.3- Caracterizacao dos isolados:

As coldnias desenvolvidas foram inicialmente caracterizadas de
acordo com sua morfologia colonial, quanto a: forma, brilho, coloracéo,
estrutura de bordas e textura. As colonias que apresentavam morfologias
diferenciadas foram selecionadas para realizacdo de outros testes padrdes a

fim de determinar as caracteristicas celulares.
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3.3.1- Coloracéao de Gram:

Passadas as 24 horas para crescimento dos isolados na placa foi
feita a coloracdo de Gram (Apéndice 4) para que se pudesse distingui-los em
dois grandes grupos. Todas as células que apresentavam coloracdo Gram
positiva, foram selecionadas para analises mais detalhadas deste trabalho. Os
isolados selecionados foram transferidos para um tubo contendo agar nutriente
inclinado, e incubados em estufa D.B.O. (Fanem, modelo 374FG), a 25°C por
24 horas para permitir o desenvolvimento destes, sendo posteriormente

armazenados em geladeira comum a 4°C.

3.3.2- Producéo de Endésporo:
O teste da producéo de endosporos foi feito de duas forma: através

do teste de resisténcia a temperatura e por coloracdo de enddsporo.

3.3.2.1- Teste de resisténcia a temperatura:

Foram preparados tubos de ensaio com caldo nutriente, os quais
foram esterilizados a 121°C por 15 minutos. Foi adicionado a cada tubo, uma
pequena por¢cdo do isolado com uma alca de platina, e deixado em banho
maria a 60° C por 20 minutos. O procedimento foi repetido com temperaturas
de 80°C, 94°C e 100°C também por 20 minutos.

Todos os tubos, independentemente da temperatura foram entéo
incubados a 28° C durante 24h. Quando ndo apresentavam crescimento, 0S

tubos permaneciam incubados por mais 24 horas, totalizando 48 horas. Apoés
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este periodo foi feita a analise de presenca ou auséncia de crescimento por

turbidez.

3.3.2.2- Teste por coloragao:

Passado um més de incubacdo inicial dos isolados em tubos
contendo &gar nutriente inclinado, tempo este para permitir o desenvolvimento
de endésporos, devida a escassez de nutrientes dentre outros fatores
limitantes, foi feito um esfregaco numa lamina de vidro, e posteriormente fixado
através de calor.

As laminas foram entdo coradas com verde malaquita (Apéndice 5)
para permitir a visualizacdo de enddésporos através da técnica de coloracdo de
endosporos. Depois de coradas e secas, as laminas foram visualizadas por
microscopia optica em aumento de 1000X, com utilizacao de 6leo de imerséo e

analisadas quanto a presenca ou auséncia de enddsporos.

3.3.3- Producéo de Catalase:

Existem algumas bactérias que sdo capazes de produzir catalase, a
qual € uma enzima oxidante e esta localizada no espaco periplasmatico, que é
0 espaco entre a membrana plasmatica e a parede celular.

A catalase encontrada pode atuar em moléculas téxicas que sao
transportadas no interior celular ou que se encontram no ambiente. A enzima é
produzida por bacterias para que sirva como protecdo contra efeitos que
possam causar sua lise e morte (Jouve, 1991). A catalase age catalisando a

reacao que converte peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular



37

Para que se verificasse a producdo de catalase por parte dos
isolados, foi feito com cada um deles o teste de catalase, com uso de peroxido

de hidrogénio 30%, sendo observada a producédo de bolhas de oxigénio.

3.3.4- Producéo de Oxidase:

Citocromo oxidase € uma enzima encontrada em algumas bactérias
que transferem elétrons do oxigénio para a cadeia transportadora de elétrons.
A enzima reduz citocromo e faz com que este transfira energia. A presenca de
oxidase pode ser detectada através do uso de reagente citocromo oxidase, 0
qual pode reagir com a oxidase do microrganismo (Droge, 2002)

Para que fosse possivel a verificacdo da producdo de oxidase por
parte dos isolados, foi feito com cada um deles o teste de oxidase, com uso de
solucéo do reativo citocromo oxidase. Na solucédo foram mergulhadas tiras de
papel filtro estéreis. Sobre a fita foi acrescido, com auxilio de alca de platina,
uma pequena quantidade de bactérias anteriormente isoladas, sendo
observada a mudanca de coloracdo no papel quando em contato com o0s
isolados.

Quando a reacdo ocorreu a fita teve sua coloracdo alterada

tornando-se roxa, quando néo, a fita permanecia sem alteracao.

3.3.5- Crescimento em duas concentracdes de sal:
Alguns microrganismos sdo capazes de crescer em meio contendo

concentracdo de sal (NaCl) acima da indicada em meios de cultivo, como por
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exemplo acima de 5%. Os que o fazem sdo mais danosos no processo
deteriorativo porque serdo capazes de sobreviver nas superficies secas. Foi
feito entdo um teste com agar nutriente, sendo acrescentado neste 5% de
cloreto de sodio.

Este material foi inoculado com os isolados com uso de al¢ca de
platina e incubado por 96 horas a 25°C em uma estufa D.B.O., para permitir o
crescimento de todos os isolados capazes de se desenvolver neste meio. O
mesmo teste foi realizado com meio &gar nutriente acrescido de 10% de cloreto

de sédio, incubado nas mesmas condicdes.

3.3.6- Precipitacdo de carbonato de célcio:

Algumas cianobactérias sdo capazes de solubilizar carbonato de
calcio (CaCOg3). Este carbonato de célcio pode se aderir na parede da
cianobatéria gerando assim uma resisténcia ainda maior.

Esta resisténcia auxilia a atuacdo na degradacdo de subtratos
calcareos (Ortega-Morales et al., 2000) e leva desta forma a degradacédo de
pedras calcareas (Danin & Caneva, 1990). Realizou-se um teste para observar
a mesma capacidade em bactérias Gram positivas, as quais tinham sido
isoladas dos biofilmes.

Foi preparado um meio agar nutriente, contendo 1% de carbonato de
calcio, a qual é a concentracdo recomendada (Hernandez-Marine, M.;
comunicacao pessoal), alterando a caracteristica de coloracdo do meio. Os
isolados foram inoculados com agulha de platina, e incubados em estufa

D.B.O. a 28°C por 24 horas. Apoés este periodo, foi feita analise das placas
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quanto ao crescimento e a mineralizacdo do carbonato, pela presenca ou

auséncia de halo.

3.3.7- Producéo de acidos:

a producdo de acidos € uma caracteristica na acdo de biofilmes
agentes de deterioracdo ( Golubic, 1981; Cavena et al, 1992). No entanto, nem
todos o0s microrganismos produzem Aacidos. Alguns géneros ao se
desenvolverem geram produtos basicos, aumentando, portanto o pH do meio e
minimizando a acdo de outros organismos que produzam acidos (Griffin et al,
1991; Warscheid et al., 1991; Crispim et al., 2004).

Foram preparados tubos de ensaio contendo caldo nutriente com pH
inicial 7,6. Foi inoculada neste caldo, uma porcdo de cada um destes isolados,
com auxilio de uma alca de platina e incubados em estufa D.B.O. a 28°C por 96
horas, a fim de permitir o desenvolvimento destes. Apds este periodo, foi
medido novamente o pH e analisados os resultados.

Posteriormente, para melhor avaliacdo de acdo na parede dos
prédios onde causam deterioracdo o processo foi repetido, porém em meio
Knop modificado (Shirakawa, 2002), sendo este um meio pobre em nutrientes e

com menor poder tamponante.

3.3.8- Producéo de bioemulsificantes:
Varios microrganismos responsaveis pelo processo biodeteriorativo

sao capazes de produzir surfactantes e bioemulsificantes (Tayler & May, 2000).
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Para que se pudesse caracterizar os isolados quanto a esta capacidade, foram
preparados tubos de ensaio contendo 2mL de caldo nutriente.

Nestes tubos com meio de cultura foi inoculado uma por¢éao de cada
um dos isolados, com auxilio de al¢ca de platina, e foram incubados em estufa
D.B.O. a 25°C por 96 horas. Passado este periodo para que as bactérias
pudessem se desenvolver foi acrescentado neste, 2mL de hexano, um
composto hidrofébico, formando assim fases.

Foi feita agitacdo utilizando um vortex, por dois minutos e aguardado
24 minutos para se fazer a leitura, quanto a producdo ou nao de
bioemulsificantes.

A leitura positiva, que apresentava esta faixa, foi feita medindo-se a
fase emulsificada (X), onde havia a producdo de emulsédo e medindo-se toda a
extensdo do liquido no tubo (Y), onde estas medidas foram utilizadas para
calcular o indice de emulsificacdo através da formula: IE=(X/Y)x 100 (Cooper &

Goldenberg, 1987).

3.3.9- Crescimento em anaerobiose e motilidade:

Alguns microrganismos sdo capazes de se desenvolver em meios
aerobico, outros em meios anaergbicos, e ainda, outros que vivem em ambos
sendo facultativos.

Foi feito entdo um teste com tubo de ensaio contendo agar nutriente
em coluna. Os isolados foram inoculados com agulha de platina e
posteriormente nova camada de meio de cultura tipo agar nutriente foi

adicionada nos tubos, os quais foram incubado por 24 horas a 28°C em uma
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estufa D.B.O., para permitir que todos os isolados capazes de se desenvolver
neste meio crescam.

Com esta técnica experimental também foi possivel observar a
capacidade de motilidade dos microrganismos isolados, observando o ponto de

desenvolvimento microbiano no meio em coluna.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Isolamento das bactérias:

Para o isolamento das bactérias inicialmente foram utilizados os
meios Thornton e Knop Modificado. Porém, estes propiciam o desenvolvimento
muito lento de microrganismos, devido a escassez de nutrientes presente, o
que influencia diretamente as caracteristicas dos microrganismos que ali se
desenvolvem.

Apesar disso, a diversidade dos organismos nestes meios foi maior
em relacdo ao do meio agar nutriente, fato este determinado em um pré —
experimento. Apesar da grande diversidade houve uma inibicdo no
desenvolvimento de bactérias do género Bacillus, que também possuem
importancia no processo de deterioracdo de paredes (Flores et. al., 1997).

Por esta razdo, os meios menos nutritivos ndo se mostraram
indicados para o desenvolvimento de bactérias deteriorantes potenciais (Flores
et al., 1997) e foram substituidos por meio nutriente (rico em nutrientes), no
qgual foram feitos todos os testes e desenvolvimento.

Em funcao disso, foram isoladas somente as bactérias heterotroéficas
de crescimento rapido, as quais cresceram até 24 horas de incubagdo no meio
nutriente.

As bactérias que sao espécies causadoras de biodeterioracao
encontram-se freqientemente em biofilmes, nos quais estdo associadas a
outros microrganismos. No caso de paredes externas de prédios estes outros

organismos incluem fungos, algas e cianobactérias (Crispim et. al., 2004),



43

sendo, portanto necessario um isolamento repetitivo das colbnias, apesar do
pouco tempo de incubacdo necessario para que bactérias heterotréficas se
desenvolvam.

As amostras foram inoculadas em meio solido, com uso de alca de
platina. Desta forma, algumas vezes havia presenca de outros microrganismos,
como fungos, necessitando de novas repicagens para que fosse possivel obter
colénias puras de bactérias.

Trés coletas foram realizadas, a primeira em setembro, a segunda
em novembro e a terceira em janeiro, sendo, portanto existente um periodo de
dois meses entre cada uma delas. Foram encontrados no total das coletas 71
isolados, diferenciados de acordo com as caracteristicas morfologicas coloniais

(sesséao 3.3), distribuidos conforme tabela 2:

Tabela 2: Nimero de isolados bacterianos em cada coleta
N° DE ISOLADOS TOTAIS

LOCAL DE COLETA SETEMBRO  NOVEMBRO  JANEIRO
Igreja N. S. das Dores 6 7 6
Gabinete do Vice Governador 3 3 6
Igreja Sado Geraldo 8 4 3
Igreja Santo Anténio 5 2 6
Igreja Sao Judas Tadeu 2 6 4

TOTAL 24 22 25

Com estes dados foi possivel perceber que na Igreja Nossa Senhora
das Dores houve pouca variacdo no niumero de isolados, independente do més
na qual foi realizada. J& nos outros pontos, como no Gabinete do Vice
Governador, na Igreja Sao Geraldo, na Igreja Santo Antbnio e na Igreja Séo

Judas Tadeu esse numero varia em diferentes meses.
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Como a &gua €é essencial para o0 desenvolvimento de
microrganismos, inclusive aqueles que atuam em processos deteriorativos
(Warscheid & Braams, 2000), a umidade pode estar exercendo uma importante
influéncia para alguns organismos.

Isso é facilmente percebido na Igreja Nossa Senhora das Dores que
apresentou maior numero de isolados. A Igreja tem uma das suas paredes
laterais constantemente encoberta do sol, esta localizada em um local de
pavimento em paralelepipedo (que retém maior umidade) e com o tato €

possivel perceber a concentracdo de 4gua em suas paredes.

4.2- Caracterizacao dos isolados:

Quando os isolados foram corados por método de Gram e
visualizados por microscopia oOptica, foi feita uma selecdo de Gram positivas, as
quais tem maior importancia no processo biodeteriorativo em relacdo as
negativas (Gaylarde, comunicacéo pessoal).

Dos 71 isolados, 45 sdo Gram negativos (63,4%), 0s quais séo
geralmente mais comuns no solo, embora uma propor¢cdo maior de Gram
positivas se encontre no solo do que na agua (Atlas, 1988).

Vinte e seis isolados sdo Gram positivos (apenas 36,6%), 0os quais
foram, portanto, selecionados para estudo mais aprofundado, com objetivo de
selecionar os do género Bacillus, ja que comprovadamente possui poder
deteriorativo (Urzi et al., 1992; Flores, 1997)

Esse numero elevado de bactérias Gram negativas presentes nos

biofilmes € um dado comum, pois segundo Walsh (2001), organismos
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envolvidos em biodeterioracdo sdo geralmente os mesmos encontrados no solo
do local, sendo que resultados obtidos de trabalhos com solo podem ter grande
relevancia para estudos de biodeterioracdo quanto a diversidade.

Quando analisados os resultados de Gram positivos e Gram
negativos em diferentes épocas do ano (Tabela 3), pode-se observar que os
isolados Gram positivos tem uma variagdo numeérica menor em relacdo aos
Gram negativos. Isso se da em decorréncia das bactérias Gram positivas

serem mais resistentes a variacbes ambientais (Walsh, 2001).

Tabela 3: Numero de isolados Gram positivos e Gram negativos em diferentes
épocas e locais de coleta

SETEMBRO NOVEMBRO JANEIRO
G+ G- G+ G- G+ G-

Igreja N. S. Dores 3 3 1 6 2 4
Gabinete Vice Governador 1 2 2 1 3 3
Igreja Sao Geraldo 2 6 3 1 2 1
Igreja Santo Anténio 2 3 2 5 2 4
Igreja Sao Judas 0 2 1 5 1 3

Dentre as bactérias Gram positivas h& a presenca de cocos, bacilos
e bacilos formadores de cadeias. De todos os isolados Gram positivos, 42,3%
sédo bacilos, 30,8% s&o cocos, 26,9% sao bacilos formadores de cadeia. A
indicacdo de época da coleta, local e morfologia, assim como denominacfes do
namero do isolado (doravante assim indicado), estdo determinados na tabela 4.

Dos 26 isolados Gram positivos, pode-se perceber que somente oito
sdo cocos, enquanto os outros 18 séo bacilos, formadores ou ndo de cadeias.

Dentre as espécies de cocos Gram positivos ha um predominio de individuos
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anaerobios (Murdoch, 1998), fato este que pode explicar a pouca incidéncia de

cocos dentre os isolados, uma vez que s6 foram avaliados os microrganismos

aerobios e de crescimento rapido.

Tabela 4: Especificacdo do isolado, quanto ao local de coleta e morfologia

celular.
NO
ISOLADO LOCAL MORFOLOGIA CELULAR
Setembro 1 Igreja N. S. das Dores Cocos
2 Igreja N. S. das Dores Cocos
Bacilos formadores de
3 Igreja N. S. das Dores cadeias
Bacilos formadores de
4 Gabinete do Vice Governador cadeias
5 Igreja Sao Geraldo Bacilos
6 Igreja Sao Geraldo Cocos
7 Igreja Santo Anténio Cocos
8 Igreja Santo Antonio Cocos
Bacilos formadores de
Novembro 9 Igreja N. S. das Dores cadeias
10 Gabinete do Vice Governador Cocos
11 Gabinete do Vice Governador Bacilos
Bacilos formadores de
12 Igreja S&o Geraldo cadeias
13 Igreja Sao Geraldo Bacilos
14 Igreja S&o Geraldo Bacilos
15 Igreja Santo Anténio Cocos
16 Igreja Sao Judas Tadeu Bacilos
Janeiro 17 Igreja N. S. das Dores Bacilos
18 Igreja N. S. das Dores Bacilos
Bacilos formadores de
19 Gabinete do Vice Governador cadeias
20 Gabinete do Vice Governador Bacilos
21 Gabinete do Vice Governador Bacilos
22 Igreja Sao Geraldo Cocos
Bacilos formadores de
23 Igreja Sao Geraldo cadeias
Bacilos formadores de
24 Igreja Santo Anténio cadeias
25 Igreja Santo Antonio Bacilos
26 Igreja Sado Judas Tadeu Bacilos

* todos os isolados selecionados sdo Gram positivos
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4.3- Producédo de Enddsporo:

Quando todos os isolados foram submetidos a teste de formacéo de
endosporo, tanto através de resisténcia ao calor, quanto através de coloracéo,
os resultados foram diferentes. Porém o teste por coloracdo se mostrou mais
eficiente e correto uma vez que foi possivel a visualizacdo dos enddsporos
através de microscopia.

Quando observados, todos os isolados que apresentaram tendéncia
de formacdo de enddsporo através do teste de calor também puderam ser
visualizados através do método de coloracdo, porém a reciproca ndo foi
verdadeira. Com isso separou-se em duas diferentes caracteristicas, sendo
estas a producdo de enddsporos propriamente dita e resisténcia ao calor,
conforme demonstrado a seguir na tabela 5.

No teste de resisténcia ao calor, quando utilizadas as temperaturas
de 60°C, 80°C e 94°C, todos os tubos apresentaram desenvolvimento
microbiano. A temperatura do meio foi avaliada pela temperatura de um tubo
controle sem inoculo.

O fato da resisténcia em todos os tubos ndo seria comum, porém,
pode ter sido decorrente da temperatura do tubo controle estar maior que a dos
demais tubos, néo tendo esses atingido a temperatura adequada. Isso pode ter
desencadeado a resisténcia de bactérias formadoras de enddsporos em
temperaturas inferiores a 100°C.

Foi utilizada entdo a temperatura de 100°C ao invés da temperatura
padrdo tendo apresentado resultados mais satisfatorios, onde houve

resisténcia em apenas alguns tubos. Apesar deste fato, tais isolados puderam
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ter seus endosporos visualizados posteriormente por processo de coloracéo,

assim como alguns isolados que ndo se apresentaram resistentes, tornando

desta forma o método de coloracdo mais eficiente para tal experimento.

Tabela 5: Isolados com caracteristicas formadoras de enddsporos e
resistentes ao calor:

ISOLADO MORFOLOGIA ENDOSPORO FORMA/ROSI(;AO DO RESISTENCIA
ENDOSPORO AO CALOR
1 Cocos - - -
2 Cocos - - -
3 Bacilos + Elipsoidais/ Terminal +
formadores de
cadeias
4 Bacilos + Elipsoidais/ Terminal +
formadores de
cadeias
5 Bacilos + Elipsoidais/ Terminal -
6 Bacilos + Elipsoidais/ Central -
7 Cocos - - -
8 Cocos - - -
9 Bacilos + Elipsoidais/ Terminal +
formadores de
cadeias
10 Cocos - - -
11 Bacilos - - -
12 Bacilos + Elipsoidais/ Terminal -
formadores de
cadeias
13 Bacilos - - -
14 Bacilos - - -
15 Cocos - - -
16 Bacilos - - -
17 Bacilos + Elipsoidais/ Terminal +
18 Bacilos - - -
19 Bacilos + Elipsoidais/ Terminal -
formadores de
cadeias
20 Bacilos + Elipsoidais/ Terminal -
21 Bacilos + Elipsoidais/ Terminal +
22 Cocos + Elipsoidais/ Terminal -
23 Bacilos + Elipsoidais/ Terminal +
formadores de
cadeias
24 Bacilos + Elipsoidais/ Terminal -
formadores de
cadeias
25 Bacilos - - -
26 Bacilos - - -

* 0s pontos de coleta de cada isolado estdo indicados na tabela 3
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4.4- Producéo de Catalase:

Todas as bactérias do género Bacillus sdo capazes de produzir
catalase, sendo, portanto um teste importante para a caracterizacdo de género
Bacillus, o qual atua diretamente na biodeterioracdo (Tayler & May, 1991,
Flores, 1997; Ciferri, 1999).

Dentre os isolados, somente o isolado 4, ndo apresentou producao
de catalase. Tal isolado é um bacilo formador de cadeia coletado na superficie
externa das paredes do Gabinete do Vice Governador (localizada num ponto
de grande trafego de veiculos), no inicio do més de setembro, quando as
temperaturas ainda se apresentavam amenas. Todos os demais isolados foram

considerados catalase positivo (produzem tal enzima).

4.5- Producgéo de Oxidase:

O teste da capacidade de producdo da oxidase € mais comum em
se tratando de bactérias Gram negativas, sendo um dos testes utilizados para
identificacdo das mesmas. Porém, foi realizado para que fosse possivel uma
melhor caracterizacao dos isolados Gram positivos.

Existe um numero maior de isolados capazes de produzir oxidase,
em relacdo aos que ndo produzem, havendo também variagcdo nos pontos de
coleta e periodo onde esta foi realizada, conforme demonstrado na tabela 6.

Dentre os bacilos formadores de cadeias somente um €& oxidase
negativo; com relacéo a cocos e bacilos, existe um equilibrio numérico entre os

isolados oxidase positivos e negativos.



Tabela 6: Capacidade dos isolados produzirem oxidase:

ND
ISOLADO MORFOLOGIA CELULAR  OXIDASE
Coleta 1 1 Cocos -
2 Cocos +
Bacilos formadores de
3 cadeias +
Bacilos formadores de
4 cadeias +
5 Bacilos +
6 Cocos +
7 Cocos +
8 Cocos
Bacilos formadores de
Coleta 2 9 cadeias -
10 Cocos
11 Bacilos +
Bacilos formadores de
12 cadeias +
13 Bacilos
14 Bacilos +
15 Cocos +
16 Bacilos +
Coleta 3 17 Bacilos +
18 Bacilos
Bacilos formadores de
19 cadeias +
20 Bacilos
21 Bacilos
22 Cocos
Bacilos formadores de
23 cadeias +
Bacilos formadores de
24 cadeias +
25 Bacilos
26 Bacilos

* 0s pontos de coleta de cada isolado estdo indicados na tabela 3

4.6- Caracterizacao de Bacillus:

50

Através dos testes de morfologia colonial e celular, coloracdo de

Gram, producdo de enddsporos, producdo de catalase e oxidase, foi possivel

gue todos os isolados do género Bacillus fossem caracterizados, sendo que
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este género € uma bactéria Gram positiva, produtora de endésporo, de
catalase e oxidase, e que sua coldnia ndo possui brilho, sendo opaca, possui
bordos desuniformes e aspecto coreaceo (Holt et. al., 1994)

Conforme demonstrado na tabela 7, os isolados antes indicados
com numeracdo simples, passam a ser indicados com numeracdo diferencial,

por se tratarem apenas dos isolados que pertenciam ao género de interesse.

Tabela 7: Membros do género Bacillus isolados dos prédios

INDICAGAO ISOLADO INDICACAO PONTO DE COLETA
DIFERENCIAL NUMERICA COMUM

Bl 3 Igreja Nossa Senhora das Dores
B2 4 Gabinete Vice Governador
B3 5 Igreja Sao Geraldo
B4 6 Igreja Sao Geraldo
B5 9 Igreja Nossa Senhora das Dores
B6 12 Igreja Sao Geraldo
B7 17 Igreja Nossa Senhora das Dores
B8 19 Gabinete Vice Governador
B9 20 Gabinete Vice Governador
B10 21 Gabinete Vice Governador
B11l 22 Igreja Sao Geraldo
B12 23 Igreja Sao Geraldo
B13 24 Igreja Santo Anténio

4.6.1- Crescimento em duas concentracfes de sal:

Dentre os isolados, todos toleram cloreto de sodio em baixa
concentracdo (5% de cloreto de sédio adicionados ao meio), mas quando esta
€ aumentada (10%), o desenvolvimento passa a néo ser viavel. Porém, mesmo
assim, pouco mais de 46% dos isolados (isolados B7, B8, B9, B10, B11 e B13)

toleram concentracdo de 10% de sal no meio de cultura, sendo que estes
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podem ter importante papel deteriorante, uma vez que suportam as grandes
concentracdes de sal encontradas nas paredes (Saiz-Jimenez & Laiz, 2000).

E importante salientar que todos os isolados, sdo organismos de
crescimento rapido e, portanto, no meio de cultura que foram inicialmente

cultivados e isolados havia uma pequena quantidade de cloreto de sodio

(0,5%).

4.6.2- Precipitacdo de carbonato de célcio:

Em isolados de Bacillus essa caracteristica ndo foi comprovada,
sendo que nenhum isolado se mostrou capaz de tal acdo. Todos os isolados
de Bacillus mostraram-se capazes de se desenvolverem em meio contendo 1%
de carbonato de célcio ou na sua auséncia, porém ndo o solubilizaram, n&o
formando halo em seu crescimento.

E interessante salientar que este teste ndo foi anteriormente
realizado em nenhuma pesquisa com bactérias heterotroficas. Em trabalhos
futuros, este teste poderia ser repetido, porém com outras concentracfes de
carbonato de célcio, porém estas sendo suficientes para conferir a turbidez no

meio.

4.6.3- Producédo de acidos e surfactantes:
A producédo de acidos e surfactantes é uma caracteristica destacada
na acao de biofilmes agentes de deterioracéo, pois estas substancias agem na

superficie de paredes ou rochas e aceleram o processo deteriorativo que se
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agrava com o passar do tempo (Golubic, 1981; Jaton et.al, 1985; Cavena et al.,
1992).

Dos 13 isolados analisados, quando em meio nutriente, apenas
cinco produziram acido durante seu desenvolvimento e oito isolados
produziram algum tipo de base (Tabela 8). Essa producdo no entanto, variou
muito entre os isolados, tanto para os acidos, quanto para os alcalis.

Ja quando testados os mesmos isolados, em meio Knop Modificado
(com menor poder tamponante), nove deles foram capazes de produzir 4cidos,
enguanto quatro produziram algum tipo de alcalis, conforme apresentado na
tabela 8 posteriormente.

Vérios autores comentam sobre a producao de acidos, mas nao se
referem a producéo de bases, acredita-se entdo que a producao de acido seria
um parametro mais relevante na deterioracdo (Tayler & May, 2000; Warscheid
& Braams, 2000). Outros se referem a producao de &cidos e bases, mas nunca
somente de bases (Griffin et al., 1991; Warscheid et al., 1991; Garcia Valles et
al., 1997).

Apesar de haver variacdo no pH esta € muito menor que o esperado,
sendo que pblde ser notada pouca diferenca entre o pH inicial do meio de
cultura (7,6) e do pH apods incubacdo de 96 horas. Entretanto, € importante
destacar que o meio nutriente apresenta um poder tamponante maior, o qual
nao permite que o pH varie muito e esta variacdo acontece de forma muito
lenta.

Nas superficies dos prédios, nas quais 0s nutrientes se aproximam

mais as concentracdes de nutrientes do meio MKM, esta variacdo seria maior,
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sendo entdo a acdo sobre este muito maior, gerando maiores consequéncias
indesejaveis.

Os surfactantes sdo um produto gerado para auxiliar na nutricdo dos
microrganismos que utilizam substratos hidrofébicos, jA& que agem como
agentes solubilizantes do substrato (Cooper & Goldberg, 1987). Nem todos os
microrganismos produzem surfactantes e emulsificantes. A producdo de
surfactantes foi medida através do indice de emulsificacdo. Este indice pode
variar de acordo com o desenvolvimento dos microrganismos, substrato
hidrofébico e até mesmo de acordo com o tempo de leitura (Cooper &
Goldberg, 1987).

A maioria dos isolados foi capaz de produzir emulsificantes. Pode-se
observar a existéncia de indices de producdo variaveis, tanto dentre os
isolados, como também sua variacdo com o passar do tempo, mesmo nao
estando estes isolados incubados, conforme tabela 8.

Alguns isolados aumentaram o indice de emulsificacdo quando este
foi medido em 24 horas, outros diminuiram seu valor. Nenhum dos isolados
gue nao apresenta emulsificacdo em 10 minutos foi capaz de produzi-la em 24
horas, 0 que era esperado ja que sua capacidade de producédo ou ndo, pode
ser detectada imediatamente apos o teste.

A capacidade de produzir emulsificantes € uma atividade importante
com respeito a organismos formadores de biofilmes em paredes, uma vez que
tais bactérias podem mudar a caracteristica da superficie, aumentando sua

hidrofilicidade e facilitando a colonizacdo microbiana (Warscheid & Braams,
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2000). A capacidade de producdo de surfactantes, que agem reduzindo a
tensao superficial ndo foi testada.

Toda a caracterizacdo por testes bioquimicos, de resisténcia e
desenvolvimento em variacdes ambientais, serd demonstrada em uma tabela

Gnica (Tabela 8).

4.6.4- Capacidade de desenvolvimento em anaerobiose e motilidade:
Apenas dois dos treze isolados de Bacillus ndo foi capaz de se
desenvolver em anaerobiose, todos o0s demais isolados apresentam
caracteristicas de serem facultativos.
Quanto a motilidade, todos os isolados apresentaram motilidade,
sendo capazes portanto de se “locomover” dentro de um biofilme, tendo um
maior desenvolvimento, pois age minimizando a competicdo existente por

espaco e principalmente por nutrientes.

Tabela 8: Caracterizacao geral dos isolados de Bacillus

ISOL CAT OXlI SAL SAL pH pH IE % ANAER. MOT
(5%) (10%) (NUT) (MKM)
Bl + + + - 7,50+0,2 7,57+0,1* 42,1 + +
B2 - + + - 7,42+0,1 7,17+0,1 31,8 + +
B3 + + + - 8,28+0,3 6,98+0,2 72,3 + +
B4 + + + - 8,20+0,2 7,21+0,2 54,6 + +
B5 + - + - 8,26x0,4 7,57+0,1* 59,3 + +
B6 + + + - 7,53+0,1* 6,98+0,3 57,9 + +
B7 + + + + 7,30+0,2 7,18+0,3 - + +
B8 + + + + 7,50+0,3 8,18+0,5 52 - +
B9 + - + + 7,88+0,2 7,98+0,2 60 + +
B10 + + + + 7,64+0,1* 7,1240,6 55,6 - +
B11 + + + + 8,07+0,5 7,51+0,1 63 + +
B12 + + + - 7,87x0,4 7,92+0,3 63,6 + +
B13 + + + + 7,99+0,5 7,36+0,4 53,6 + +
pH inicial: 7,6 ANAER.- capacidade de
CAT- producéo de catalase desenvolvimento também em
OXI — producgéo de oxidase anaerobiose
IE- indice de emulsificacéo *pouca variacdo no pH inicial

MOT- capacidade de motilidade
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4.6.5- Caracterizacdo em grupos:

Segundo Priest (1993), Bacillus é um género muito versétil e pode
ter uma variedade de acdes, tanto na area alimentar, como controle biolégico e
ainda na biodeterioracao.

Ha uma grande dificuldade de classificar a espécie de cada isolado,
sem o uso de técnicas moleculares, devido ao grande numero e similaridade
entre elas (Holt et al., 1984). No entanto, Priest (1993), cita uma classificacédo
conforme algumas das suas caracteristicas, permitindo entdo que esta seja
feita em grupos, porém ndo é possivel afirmar a qual espécie pertence tal
isolado, somente a qual grupo ele se encaixa.

Esta divisao é feita em seis diferentes grupos. No grupo | (grupo do
B. polymyxa), encontram-se todas as espécies de Bacillus que sdo anaerdbios
facultativos, e crescem fortemente em auséncia de oxigénio. Produzem &cido
de varias fontes de acglcar e que possuem enddosporos elipsoidais.

No grupo Il (grupo do B. subtilis), encontram-se as espécies que
produzem acido de uma variedade de acucar, inclusive a glicose, a maioria €
capaz de crescer na auséncia de oxigénio, particularmente se houver nitrato
presente, seus enddsporos sao elipsoidais.

No grupo Il (grupo do B. brevis), sdo aerbbios estritos que néo
produzem acidos em acucar (ha raras excecdes), e produzem enddsporos
elipsoidais.

No grupo IV (B. sphaericus), todas as espécies produzem
endosporos esféricos, sao estritamente aerobios, mas tem habilidade limitada

para produzir acidos através de acucares.
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No grupo V (grupo dos termofilos) todas as bactérias tem
crescimento 6timo em 50°C, sdo heterogéneos fisiologicamente e
morfologicamente, mas todos produzem enddsporos esféricos.

No grupo VI (grupo dos Alicyelobacillus), encontram-se os termofilos,
acidofilos com membrana contendo acidos graxos (Priest, 1993).

Baseada nestas informacdes, e nos resultados anteriores realizados
com testes bioquimicos e de microscopia, é possivel enquadrar os isolados,
conforme indicado na tabela 09, porém ndo se pode afirmar a que espécie
pertencem. Todos os isolados sao classificados nos grupos |, Il, 1l ou IV. Nao
ha isolados pertencentes ao grupo V ou VI, pois ndo ha microrganismos

termafilos dentre os isolados do género Bacillus.

Tabela 09: Caracterizacao dos isolados, segundo metodologia de Priest (1993).
ISOLADOS GRUPO ESPECIES PERTENCENTES AO GRUPO
Bl Grupo | . alvei
B2 . azotofixans
B6 . flucanolyticus
B9 . amylolyticus
B12 . apiarius
. circulans
. glucanolyticus
. larvae
. lautus
. lentimorbus
. macerans
. pabuli
. polymyxa
. popolliae
. psychrosaccharolyticus
. pulvifaciens
. thiaminolyticus
. validus

WO WO WWOWmIOWWmWDW®mW
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Tab 9: continuacéo
ISOLADOS GRUPO ESPECIES PERTENCENTES AO GRUPO

B3 Grupo I . alcalophilus
B4 . amyloliquefaciens
B5 . anthracis

B7 . carotarum
B11 . firmus

B13 . flexus

. laterosporus

. lentus

. licheniformis
. megaterium

. mycoides

. niacini

. pantothenticus
. pumilus

. simplex

. subtilis

. thuringiensis
. alginolyticus

. anaurinolyticus
. azotoformans
. badius

. brevis

. chondroitinus
. freudenreichii
. gordonae

. aminovarans
. fusiformis

. globisporus

. ansioliticus

. marinus

. pasteuril

. psychrophilus
. Sphaericus

B10 Grupo lI

B8 Grupo IV

WO WO WO WO WO WOIOIOOIIOOIOWOIOIEOIDmmW

A tabela 10 apresenta as caracteristicas mais relevantes dos
isolados do género Bacillus e mostra que ndo ha correlacdo entre
sobrevivéncia em pintura (verniz) e resisténcia dos enddsporos, o que poderia
ser anteriormente esperado, uma vez que a temperatura da parede do prédio

nao atingira os 100°C.



59

No entanto, pode-se afirmar que sendo todos os isolados
pertencentes ao género Bacillus, todos possuem capacidade de producdo de
endosporos, portanto a capacidade de maior sobrevivéncia em condi¢cdes
ambientais adversas.

Tabela 10: Resumo das caracteristicas relevantes dos isolados do género
Bacillus

Isolado Grupo Endosporos  Producéo Producéo de Resisténcia Sobrevivéncia Local do
Priest resistentes acidos/alcalis  emulsificantes  a sal (10%) em pintura  isolamento
(MKM)
Bl I + A* + - + P1
B2 I + A + - - P2
B3 Il - A + - - P3
B4 Il - A + - +++ P3
B5 Il + A* + - - P1
B6 I - A + - + P3
B7 Il + A - + + P1
B8 v - B + + + P2
B9 I - B + + ++ P2
B10 1l + A + + +++ P2
B11 Il - B + + + P3
B12 I + B + - + P3
B13 Il - A + - - P4

P1 - Igreja Nossa Senhora das Dores
P2 - Gabinete do Vice Governador
P3 - Igreja S&o Geraldo

P4 — Igreja Santo Antdnio

* Pouca variacdo de pH

Quanto a resisténcia ao sal, esta ndo demonstra ter grande relacéo
com a sobrevivéncia em pinturas, uma vez que tal género possui outras formas
de resisténcia, como a producéo de enddsporos.

Os isolados, para terem uma capacidade maior de biodeterioracéo
das paredes, devem apresentar caracteristicas de sobrevivéncia, producdo de
acidos e surfactantes, com habilidade de autoemulsificacao.

Acredita-se que em funcao disso, os isolados B4, B6 e B10 sdo os de

maior destaque quanto a acdo em paredes. Os isolados B4 e B6 foram
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isolados da parede da Igreja Sdo Geraldo, enquanto o isolado B10 foi isolado
da parede do Gabinete do Vice Governador. Estes pontos de coleta, também
apresentaram dentre os isolados, o maior nimero dos do género Bacillus.

Uma caracteristica importante é que o0s dois pontos de coleta
encontram-se localizados em ruas de intenso trafego e com grande emissao de
poluentes por veiculos automotores, o que pode estar de alguma forma,
aumentando a concentracdo de nutrientes que agem no desenvolvimento
destes (Ciferri, 1999). Ambos séo revestidos com tinta, que também pode estar

servindo como suporte de nutrientes para o crescimento de microrganismos.
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5-CONCLUSOES

Foram obtidos 71 isolados de bactérias de cinco edificios historicos
em Porto Alegre. Nao houve diferenca aparente entre os meses de coleta em
geral. A Igreja Nossa Senhora das Dores foi 0 ponto que apresentou maior
diversidade, fato que pode ser relacionado com a umidade do local, que é
elevada.

Houve um maior nimero de Gram negativas em relacdo as Gram
positivas. Dentre as Gram positivas a maioria apresentou morfologia celular de
bacilos.

Dos isolados de Bacillus, todos se mostraram resistentes a
concentracdo de 5% de cloreto de so6dio no meio, enquanto menos da metade
foram resistentes a concentracdo salina de 10%. Acredita-se que 0s que
apresentaram desenvolvimento em meios contendo 10% de sal tenham maior
resisténcia e desenvolvimento em paredes.

Alguns isolados foram capazes de acidificar o meio, enquanto outros
foram capazes de alcalinizar o meio. A maioria dos isolados foi capaz de
produzir emulsificantes, o que pode estar ligado diretamente a acao
deteriorativa.

Baseado em todos os resultados anteriores pode-se considerar que
os isolados B4, B6 e B10, os quais pertencem aos grupos IlI, | e Ill do Priest
(1993) respectivamente tendem a apresentar maior atividade deteriorativa de

superficies de prédios, sendo que foram isolados do Gabinete do Vice
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Governador e da Igreja S&o Geraldo, locais de trafego intenso e portanto maior

liberacdo de poluentes.
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6- PERSPECTIVAS FUTURAS

Desenvolvimento de um teste com bactérias Gram positivas
isoladas, verificando sua capacidade de deterioracdo diretamente em pedra,
simulando de forma muito mais proxima a realidade ambiental, poderia gerar
resultados mais significativos e exatos quanto sua acao.

Técnicas moleculares que permitissem a montagem de um
dendoGrama poderia estar auxiliando na classificacdo desses microrganismos
guanto a espécies e possibilitando a tentativa de uma andlise classificacdo x
poder deteriorante.

Testar a sobrevivéncia em diferentes tipos de tintas com e sem
biocidas em sua composicao.

Fazer testes de biodeterioracdo acelerada em camara Umida para

avaliar a capacidade deteriorante dos isolados separadamente e em consorcio.
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Apéndice 2

Meio Thornton

g/L
Fosfato diacido de potassio (K2HPO4) 1,0
Sulfato de magnésio heptahidratado 0,2
Cloreto de célcio (CaCl2) 0,1
Cloreto de sédio (NaCl) 0,1
Cloreto de ferro (FeClI3) tracos
Nitrato de potassio (KNO3) 0,5
Aspargina 0,5
Manitol 1,0

Agar (1,5%)

** Ajustar o pH para 7,4 £0,2



Apéndice 3

Meio de Knop Modificado

Nitrato de potassio (KNO3)
Fosfato diacido de potassio (KH2PO4)

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O4.7H20)

Sulfato férrico (Fe2(S04)3)
Citrato de sodio

Cloreto de célcio (CaCl2.2H20)
Micronutrientes

Agar

** Ajustar o pH para 7,4 £0,2

Micronutrientes:

Acido bérico (H3BO3)

Cloreto de magnésio tetrahidratado (MnCl2.4H20)
Sulfato de zinco heptahidratado (ZnS0O4.7H20)
Molibdanato de sédio (Na2MoO4. 2H20)

Sulfato de cobre hexahidratado (CuCI2.6H20)
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g/L
1,25
1,25
2,50
0,004
0,3
0,036
ImL
1,7%

g/L
2,86
1,81
0,222
0,39
0,045



Apéndice 4

Reagentes para Coloragéo de Gram

Solucéo de Violeta de Genciana (100 mL):

Solucéo A:

Violeta de genciana 29
Alcool etilico 95% 20mL
Solucéo B:

Oxalato de amoénio 0,89
Agua destilada 80mL

Misturar as solucdes A e B, deixar em repouso por 24 horas e filtrar

Solucéo de Lugol (100 mL):

lodo 19
lodeto de potassio 29
Agua destilada 100 mL

Solucéo de Alcool-Acetona (100 mL):
Alcool 95% 80 mL
Acetona 20 mL

Solucéo de Safranina (100 mL):

Safranina 0,25g
Alcool 95% 10 mL
Agua destilada 90 mL
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Apéndice 5

Reagentes para Coloracdo de Enddsporo

Solucéo de Verde de Malaquita (100 mL):
Verde de malaquita 5g
Agua destilada 100 mL

Solucéo de Safranina (100 mL):

Safranina 0,25g
Alcool 95% 10 mL
Agua destilada 90 mL

78



