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Resumo

O patrimonio cultural € constituido por um conjunto de bens que representam a identidade de
uma dada sociedade e o legado historico deixado para as geracdes futuras. Esses bens estdo
sujeitos a diversos mecanismos de deterioracdo, dentre esses destaca-se a biodeterioragdo por
microrganismos. O conhecimento da comunidade fingica associada aos bens culturais e das
caracteristicas fisico-quimicas do substrato sdo importantes subsidios para a compreensao dos
processos deteriogé€nicos e de suas causas, contribuindo para a determinac¢ao de um tratamento
de desinfeccao que seja eficaz e ndo ocasione danos a obra. Nesse sentido, o presente estudo
intitulado  “Caracterizagao fisico quimica pictdrica, prospeccdo e descontaminagao
microbioldgica em uma pintura de Candido Portinari: um estudo de caso” foi desenvolvido a
partir da pintura mural intitulada “Frevo”, datada de 1961, executada pelo pintor Candido
Portinari. Essa pintura integra o complexo paisagistico da Pampulha, que constitui patrimonio
cultural da humanidade, titulo concedido pela UNESCO. Assim, esse trabalho consistiu em
analises fisico-quimicas (ndo-destrutivas) de seis fragmentos pictéricos coletados da pintura,
empregando-se técnicas como o estudo estratigrafico, espectroscopia no infravermelho e
Raman, e microscopia eletronica de varredura, para identificar os materiais e técnicas
empregados pelo artista na execu¢do da obra. Foram encontrados pigmentos como o 6xido de
chumbo/ branco de chumbo (Pb304), 6xido de titanio/branco de titdnio (Ti07), 6xido de
zinco/branco de zinco (ZnO;) e a carga carbonato de calcio/gesso (CaCO3) na base de
preparacado, e, nas camadas pictoricas o amarelo e o vermelho de cadmio (CdSBaSO4e CdS.
CdSe), azul de cobalto (CoOAIL>O3), os azul e verde de ftalocianina (CuCs2Hi6Ng e CuCs2Clye-
nHnNg), o6xido de ferro (Fe2O3/FeOy), lapis lazali/azul ultramarino (Nas-gAlsSisO24 S2.4), € 0
aglutinante encontrado foi o 6leo de linhaca (CisH3202). Adicionalmente, foram coletadas
amostras com swab na superficie pictorica e realizadas as analises microbioldgicas que
consistiram em isolamento fingico, cultivo, identificagdo morfologica e molecular, utilizando
oligonucleotideos universais para as regides ribossomicas ITS4 e ITSS. Dessa forma, foram
identificadas quatorze espécies fungicas pertencentes a oito familias diferentes: seis
(Aspergillaceae); sendo os géneros correspondentes quatro Aspergillus e dois Penicillium, duas
(Didymellaceae); cujos géneros sdo Epicoccum e Didymella, (Apiosporaceae; Arthrinium);
(Hypocreaceae, Trichoderma); (Calosphaeriaceae, Pleurostoma), (Chaetomiaceae,
Chaetomium); (Mytilinidiacea, Mytilinidion); e (Sporidiobolaceae, Rhodotorula). Foram
realizados ensaios de triagem enzimatica dos fungos isolados para avaliar a producdo de
enzimas, € poucos fungos foram considerados produtores de xilanase e celulase. Fundamentado
nos exames fisico-quimicos, foi realizado ensaio de concentracdo inibitdéria minima para
averiguar o crescimento dos isolados em componentes puros do substrato, o resultado
encontrado foi que a maioria dos fungos crescem nos compostos puros testados. Os isolados
fingicos também foram submetidos a irradiagdo gama cobalto 60 em trés dosagens 1kGy, 3kGy
e 5 kGy, esses foram testados em solucdo de esporos e micélio em placas, sendo feitos ainda os
grupos controle para o experimento. No que se refere ao tratamento por irradiacao das solucdes
de esporos, praticamente todas as dosagens testadas foram eficazes, ja no que se refere aos
micélios, todos os fungos se mostraram com baixa sensibilidade as dosagens de irradiacdo. A
partir das andlises integradas supracitadas, o presente trabalho veio colaborar para a
conservagao e preservacao dos bens culturais especificamente de pinturas.

Palavras-chave: fungos, microbiodeterioragdo, pintura, analises microbioldgicas e analises
fisico-quimica, radiagdo gama.



Abstract

The cultural heritage consists in one set of works of arts that represent the identity of a given
society and the historical legacy left to future generations. These assets are subject to several
deterioration mechanisms, among which biodeterioration by microorganisms stands out. The
knowledge of the fungal community associated the cultural heritage and of the physicochemi
characteristics of the substrate are important subsidies for the understanding of the deteriogenic
processes and their causes, it contributes to the determination of a disinfection treatment that is
effective and does not cause damage to the work. In this, the present study entitled “the effect
of gamma radiation on microbiological decontamination of paintings: a case study of Portinari's
work” was developed from the mural painting “Frevo” dated 1961, by the painter italian
brazilian. This painting is part of the Pampulha landscape complex, which constitutes a cultural
heritage of humanity, a title granted by UNESCO. Thus, this work consisted of physicochemical
(non-destructive) analyzes of six pictorial fragments collected from the painting, using
techniques such as stratigraphic study, infrared and Raman spectroscopy, and scanning electron
microscopy to identify the materials and techniques used. by the artist in the execution of the
work. Pigments such as lead oxide (Pb0O3), titanium oxide (TiOy), zinc oxide (ZnO;) and
calcium carbonate (CaCO3) filler were found in the preparation base, and, in the pictorial layers,
the yellow and red of cadmium (CdSBaSOs and CdS. CdSe), cobalt blue (Co0O.Al203),
phthalocyanine blue and green (CuCs2HisNg and CuC32Clis-nHaNg), iron oxide (Fe2O3/FeOy),
lapis lazuli (Nas-8A16S16024S2-4) and the binder found was linseed oil (Ci18H320:2). Additionally,
microbiological samples were collected on the pictorial surface and microbiological analyses
were performed consisted of fungal isolation, cultivation, morphological and molecular
identification using universal oligonucleotides for the ITS4 and ITS5 ribosomal regions. Thus,
fourteen fungal species belonging to eight different families, six were identified:
(Apiosporaceae belonging to families) with the corresponding four families Aspergillus and
Penicillium, two (Didymellaceae) two identified genera are Epicoccum and Didymella,
(Apiosporaceae Arthrinium) (Hypocreaceae, Trichoderma) (Caphaeriaceae Pleurostoma),
(Chaetomiaceae  Chaetomium), (Mytilinidiacea Mytilinidion) and (Sporidiobolaceae
Rhodotorula).Enzymatic screening assays of the isolated fungi were also carried out to evaluate
the production of enzymes, and few fungi were considered producers of xylanase and cellulase.
Based on the physical-chemical tests, a minimum inhibitory concentration test was carried out
to verify the growth of the isolates in pure components of the substrate, the result found was
that most fungi grow in the pure compounds tested. The fungal isolates were also submitted to
cobalt 60 gamma irradiation in three dosages 1kGy, 3kGy and 5 kGy, these were tested in spore
solution and mycelium on plates, and the control groups were also made for the experiment.
Regarding to the treatment by irradiation of the spore solutions, practically all the dosages tested
were effective, as for the mycelia, all the fungi showed low sensitivity to the irradiation dosages.
Based on the above-mentioned integrated analyses, the present work has contributed to the
conservation and preservation of cultural heritage, specifically paintings.

Keywords: fungi, microbiodeterioration, painting, microbiological analysis, chemical
physical analysis and gamma radiation
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1 INTRODUCAO

Os bens culturais em suas diferentes formas de manifestagdes artisticas como pinturas,
esculturas, manuscritos antigos, livros, sitios arqueoldgicos e artefatos historicos estao sujeitos
a processos de deterioragdes fisica, quimica e bioldgica (SAIZ-JIMENEZ 1995;
STERFLINGER; PINAR, 2013). A biodeterioragdo é definida como qualquer mudanga ou
alteracdo, ocasionada pela atividade de organismos vivos, em um dado substrato (HUECK,
1965; ALLSOPP et al., 2004; RESENDE, 2008). Os aspectos envolvidos na biodeterioragao
dos materiais componentes dos objetos culturais sdo determinados por fatores como
composicdo quimica do objeto, ou seja, da natureza do material que o constitui, das
caracteristicas e técnicas utilizadas na sua fabrica¢do, bem como dos parametros fisicos como
aqueles relacionados a superficie desse objeto, do clima e local onde a obra esta situada e dos
processos utilizados na higienizagdo (GAYLARDE et al., 2002, 2011; STERFLINGER;
PINAR, 2013).

Os objetos artisticos podem sofrer alteracdes devido a mudangas climaticas ambientais
em funcao do local onde se encontram, essas alteragcdes sdo ocasionadas a partir da variacao de
umidade e temperatura (SAIZ-JIMENEZ, 1995; CAPITTELLI et al., 2010). Os objetos
artisticos podem ser classificados de acordo com o tipo de material utilizado em sua fabricacao,
sendo aqueles elaborados a partir de materiais organicos, que possuem o carbono como
elemento quimico principal, denominados objetos organicos. O elemento carbono faz ligagdes
covalentes entre si € com outros atomos, que resulta na obtengdo de diferentes materiais
organicos, tais como papel, madeira, cera e gelatina. E aqueles obtidos a partir de materiais
inorganicos, como os pigmentos minerais e rochas, apresentam em sua estrutura diferentes
elementos quimicos, ndo sendo o carbono o elemento principal da ligacdo. A diversidade de
materiais utilizados em um dado objeto cultural remete a complexidade de sua conservacao e
preservacdo. Os objetos cujos materiais apresentam em seu maior percentual os compostos
organicos sao mais susceptiveis a ataques por organismos vivos, incluindo microrganismos
(CANEVA et al., 2000). Bactérias, fungos, liquens (fungos liquenizados), insetos xilofagos,
tracas e outras pragas, causam danos estruturais e estéticos que influenciam na conservagao do
patriménio cultural devido ao seu potencial de biodeterioragio (STERFLINGER; PINAR,
2013).
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Contudo, nota-se a caréncia de trabalhos que abordem a acdo dos microrganismos, o
controle dos processos de biodeterioragdo e a descontaminagdo sobre os bens culturais. Os
estudos existentes desconsideram as técnicas construtivas, os componentes das obras, os efeitos
de tratamentos de desinfec¢do microbiana e a afericdo da interferéncia desses nos objetos
artisticos. Essa questdo de desconsiderar a composi¢ao fisico-quimica dos bens culturais pode
ser danosa para a conservacdo e preservacao desses bens, uma vez que a escolha de um
tratamento de descontaminagdo inadequado que desconsidera esse aspecto fisico-quimico pode
ocasionar danos irreversiveis a estrutura dos objetos culturais. Na literatura ha estudos com
diferentes metodologias de descolonizagao, tais como emprego de biocidas, a atmosfera andxia
e gases (o0xido de etileno). Dentre esses destaca-se a radiacdo gama, ¢ sua aplicagdo na
descontaminagdo e controle do crescimento microbiano em bens culturais. O presente estudo
visa contribuir para a compreensao dos processos de colonizagao, controle ¢ desinfec¢ao com
énfase na interacdo do tratamento por radiacdo gama, utilizando como fonte o cobalto-60
proposto nos testes nos isolados encontrados na obra “Frevo” de Portinari, contribuindo para o
entendimento do processo de desinfec¢do fingica e para o processo de descontaminagio,

possibilitando a conservagao e salvaguarda dos bens culturais.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arte e vida de Portinari

Candido Portinari foi um artista brasileiro nascido em Brodowski, Sdo Paulo- Brasil
(1903-1962), filho de imigrantes italianos, possuia dupla cidadania, italo-brasileiro. Sua
vocacgdo artistica surgiu ainda na infancia, periodo em que Portinari teve acesso a educagdo
formal. Aos 14 anos de idade, uma equipe de pintores e escultores italianos que atuavam na
restauracdo de igrejas passou pela regido de Brodowski e recrutou Portinari como ajudante.
Seria o primeiro grande indicio do talento do pintor brasileiro. Aos 15 anos, ja decidido a
aprimorar seus dons, Portinari deixou Sao Paulo e partiu para o Rio de Janeiro para estudar na
Escola Nacional de Belas Artes (ENBA). Durante seus estudos na ENBA, Portinari comega a
se destacar e chamar a aten¢ao tanto de professores quanto da propria imprensa. Aos 20 anos ja
participava de diversas exposi¢des, ganhando elogios em artigos jornalisticos. O artista
despertou o interesse por um movimento artistico até entdo considerado marginal: o

modernismo (RODRIGUES FILHO, 1962; CALLADO et al., 2003).
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Portinari sonhava e almejava obter premiacdes com seu trabalho no ambito artistico, tais
como a medalha de ouro do Saldo da ENBA. Nos anos de 1926 e 1927, o pintor conseguiu
destaque, mas nao conseguiu a sonhada premiagdo. Portinari chegou a afirmar que suas telas
compostas por elementos modernistas escandalizaram e assustaram os juizes do concurso
(CALLADO et al., 2003). Em 1928, Portinari deliberadamente preparou uma tela com
elementos académicos tradicionais, e finalmente ganhou a medalha de ouro e uma viagem para
a Europa. Morou em Paris por dois anos, periodo importante para o desenvolvimento do estilo
posteriormente denominado Portinari. La ele teve contato com outros artistas como Van
Dongen e Othon Friesz, além de conhecer Maria Martinelli, uma uruguaia com quem o artista
casou-se ¢ passou o resto de sua vida. A distancia de suas raizes despertou em Portinari uma
nostalgia, e profundo interesse pelas questdes sociais brasileiras (RODRIGUES FILHO, 1962;
CALLADO et al., 2003).

Em 1931, Portinari retorna ao Brasil. Nesse periodo mudou a estética de sua obra,
valorizando cores fortes, quebrou o compromisso volumétrico e abandonou a
tridimensionalidade. Aos poucos o artista deixou de lado as pinturas de cavalete pintadas a 6leo
e comecou a dedicar-se aos murais ¢ afrescos. Portinari expds trés telas no Pavilhdo Brasil da
Feira Mundial em Nova lorque de 1939. Os quadros chamaram a aten¢ao de Alfred Barr, diretor
geral do Museu de Arte Moderna de Nova lorque (CALLADO et al., 2003).

A década de 1940 foi satisfatéria para o artista e suas obras elaboradas em formas
geométricas e construidas com esbocos compostos por diagonais e paralelas provocando efeitos
especiais. Nessa época, Alfred Barr comprou a tela "Morro do Rio", e imediatamente a expds
em Nova lorque, ao lado de obras de artistas consagrados mundialmente. O interesse geral pelo
trabalho do artista brasileiro fez Barr preparar uma exposicao individual para Portinari em Nova
Iorque. Nesse periodo, Portinari fez dois murais para a Biblioteca do Congresso em
Washington. Ao visitar o museu de Nova lorque, Portinari impressionou-se com uma obra que
mudaria seu estilo novamente: "Guernica" de Pablo Picasso. Portinari foi ativo também no
movimento politico-partidario em 1945, militando pelo Partido Comunista Brasileiro (PCB) e,
em 1948, exilou-se no Uruguai por motivos politicos (FABRIS, 1996; CALLADO et al., 2003).

Em suas obras, o pintor conseguiu retratar questdes sociais sem desagradar o governo e
aproximou-se da arte moderna européia sem perder a admiracdo do grande publico. Suas
pinturas se aproximam do cubismo, do surrealismo e dos pintores muralistas mexicanos, no se
distanciando da arte figurativa e das tradi¢des da pintura (FABRIS, 1996; BALBI, 2003). O

resultado foi a producdo de uma arte com caracteristicas modernas. Em 1952, uma anistia geral
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faz com que Portinari voltasse ao Brasil. Participou nesse mesmo ano de 1952 da XXV Bienal
de Veneza. Ainda em 52, o artista expde na 1° Bienal de Sao Paulo diversas obras com destaque
em uma sala particular, mas a década de 50 seria marcada por varios problemas de satde.

Em 1954, Portinari apresentou uma grave intoxicacdo pelo componente chumbo
presente nas tintas que empregava em suas obras. Desobedecendo as ordens e recomendagdes
médicas, Portinari continuava pintando e viajando com frequéncia para exposig¢oes nos Estados
Unidos, Europa e Israel (FABRIS, 1996; CALLADO et al., 2003).

Entre suas obras mais prestigiadas e famosas, destacam-se os painéis Guerra e Paz
(1953-1956), que foram presenteados em 1956 a sede da ONU em Nova lorque. Na €poca, as
autoridades dos Estados Unidos ndo permitiram a ida de Portinari para a inaugura¢ao dos murais
devido as ligagdes do artista com o PCB. Antes de seguirem aos EUA, o empresario ¢ mecenas
italo-brasileiro, Ciccillo Matarazzo, tentou trazer os painéis para Sao Paulo, terra natal de
Portinari, para apresenta-los ao publico. Portinari foi o tnico artista brasileiro a participar da
exposicao 50 Anos de Arte Moderna, no Palais des Beaux Arts, em Bruxelas (Bélgica) em 1958.
Ainda foi convidado de honra, expds 39 obras em sala especial na I Bienal de Artes Plasticas
da Cidade do México, em 1958. Neste mesmo ano, expds em Buenos Aires, € em 1959 expds
na Galeria Wildenstein de Nova lorque com outros grandes artistas americanos como Tamayo,
Cuevas, Matta, Orozco, Rivera (FABRIS, 1996; CALLADO et al., 2003). Participou da
exposicao Colegdo de Arte Interamericana, do Museo de Bellas Artes de Caracas (Venezuela).

Candido Portinari morreu no dia 6 de fevereiro de 1962, quando preparava uma grande
exposicao de cerca de 200 obras a convite da Prefeitura de Mildo (Italia), vitima de intoxicag¢do
pelas tintas que utilizava (RODRIGUES FILHO, 1962) e (World Heritage Encyclopedia).
Segundo a World Heritage Encyclopedia e Google Arts & Culture criticos de arte moderna de
ambito nacional e internacional, Portinari foi, e ¢ considerado, um dos principais pintores
brasileiros no mundo e um artista influente e marcante na arte moderna, de suma importancia
dessa expressdo de arte na abordagem de tematicas brasileiras culturais, histéricas e de
acentuada critica ao desenvolvimento social. E o unico artista brasileiro que possui todas as
obras catalogadas em Catdlogo Raisonné publicado em 2004 e intitulado “Céandido Portinari”,
ainda em 2020, o Projeto Portinari em parceria com a Google langaram na plataforma Google
Arts & Culture a historia e obras de Portinari enfatizando a importancia do artista para cultura
e historia do Brasil.

Em novembro de 2010, os painéis “Guerra e Paz” voltaram ao Brasil e, finalmente,

foram exibidos em dezembro do mesmo ano no Teatro Municipal do Rio de Janeiro. Os painéis
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também foram expostos em outras capitais brasileiras, e exibidos por ultimo em 2012, no
Memorial da América Latina, em Sao Paulo. Atualmente os painéis se encontram na sede da

ONU em Nova lorque.

2.2 Historico da obra “Frevo” de Portinari

A obra selecionada para esse trabalho trata-se de uma pintura painel do século XX, com
dimensdes 2,90 m x 3,91 m, técnica mista, 6leo sobre suporte compensado de madeira (cedro
naval), formada pela juncao de 8 blocos. Datada de 1961, a obra ¢ intitulada “Frevo” (FIGURA
1), retrata a cultura da danca frevo, forte expressao cultural na regido do nordeste brasileiro,
especificamente em Recife, capital de Pernambuco. Esse painel foi executado pelo artista
Portinari para decorar um dos saldes do Pampulha Iate Clube (PIC) na sede campestre situada
no Complexo Paisagistico ¢ Arquitetonico da Pampulha, na orla da Lagoa da Pampulha, em
Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. O projeto do clube foi elaborado pelo arquiteto Oscar
Niemeyer (CALLADO et al., 2003), a pedido do prefeito de Belo Horizonte a época, Juscelino
Kubistchek, que pretendia desenvolver e modernizar a regido norte da capital mineira. A pintura
ndo foi finalizada pelo artista, que veio a falecer em 1962 (RODRIGUES FILHO, 1962). O
valor estimado da pintura, mesmo inacabada, esta entre 10 e 20 milhdes de reais pelo marchand

carioca Bergamin, um experiente avaliador especialista em arte moderna.

Figura 1: Fotografia da obra “Frevo” do artista Portinari, técnica (mista), 6leo sobre suporte compensado de
madeira 2,90 m x 3,91 m
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A obra “Frevo” pertencente a colegdo particular do PIC, encontra-se desde 1990 na sua
sede administrativa, que esta situada na Rua Claudio Manoel, n° 1185, Bairro Funcionarios
(FIGURA 2). A pintura encontra-se exposta no /all da sede administrativa do clube desde 1990
(FIGURA 3). O hall do prédio dé acesso direto a rua, fator que resulta em problemas técnicos
de conservacao e salvaguarda da obra. A obra “Frevo” de Portinari juntamente com as demais
obras do Complexo Paisagistico e Arquitetonico da regido da Pampulha, foram eleitas pela
UNESCO em 2016 como Patrimdnio Artistico e Cultural da Humanidade, e representam um

importante complexo turistico e cultural para a capital mineira.

Figura 2: Localizagdo da Sede PIC préximo a Praca da Liberdade em BH-MG, situada ao centro da imagem de
satélite, local de guarda da obra Frevo do artista Portinari
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Figura 3: Planta do Hall da Sede PIC na Praga da Liberdade, onde situa-se a obra Frevo do artista Portinari
representada por um circulo de linha refor¢ada, vista de cima.
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Fonte: (Arquivos do PIC-Sede Administrativa)

A obra “Frevo”, cuja imagem estd disponivel na Figura 3, apresenta as caracteristicas
estilistico-formais das produgdes pictdricas do artista referentes a esse periodo da década de 50,
tais como a geometrizagcdao de formas utilizando retas paralelas e diagonais provocando efeitos
especiais (BALBI, 2003). A obra “Frevo” ¢ composta pela representacao da tradicao da danca
frevo e da cultura nordestina. A composicdo apresenta tons de rosas (predominantes), azuis,
ocres, verdes, amarelos, cinzas, brancos e laranjas e tons vermelhos terra e preto. Apresenta
textura visualmente lisa, porém com leves irregularidades devido as pinceladas marcadas.
Representando uma festa popular, observa-se uma multiddo compacta de onde se sobressaem
passistas de frevo, misicos e uma senhora porta-estandarte. Toda a composi¢ao ¢ geometrizada
criando superposicao de planos que confundem a perspectiva, a excecao do canto superior
esquerdo, onde se v€ a vista de uma praia (CALLADO et al., 2003). No primeiro plano, a
esquerda, destacado da multidao, passista, 3/4 voltado para a direita, dancando, com a perna
esquerda esticada para frente e a direita dobrada servindo de apoio para o corpo. Seus bracos
estao esticados para o alto e segura com a mao direita uma sombrinha (CALLADO et al., 2003).
O passista possui tragos fisiondmicos definidos, usa roupa branca e estd descalgo. No mesmo

plano, ao centro, na frente da multiddo, vé-se a esquerda um passista de frente, com as pernas
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juntas até os joelhos e afastadas embaixo com os pés para dentro. Tem o brago esquerdo para
baixo e o direito para cima segurando uma sombrinha escura, ndo possui tragos fisiondmicos
definidos e esta descalgo. A direita, mésico tocando violdo, sentado quase de perfil para a
direita, com cabeca voltada para frente e para baixo. Tem tragos fisiondmicos indicados, usa
terno branco, meias listradas e sapatos brancos bem pontudos. Um pouco mais para a direita,
mas no mesmo plano, baiana, em pé, de frente, sem tragos fisiondmicos definidos, cesta na
cabega, usando vestido tomara-que-caia e faixa. Tem o braco esquerdo esticado para cima e
direito para baixo. Mais para a direita, um pouco destacado da multidao, outro passista, com a
perna esquerda esticada para a frente e a perna direita dobrada, servindo de apoio ao corpo.
Tem os bragos esticados para frente, usa roupa branca e esta descal¢o. No segundo plano, junto
a multidao, porta-estandarte loura, com tracos fisiondmicos definidos, vestido amarelo e
segurando com as duas maos uma bandeira vermelha (CALLADO et al., 2003). Um pouco mais
para a direita se destaca uma cabecga de equino de perfil para a esquerda; ao centro, busto de
cangaceiro de frente usando chapéu e cartucheiras cruzadas no peito; a direita, parte de dois
musicos, um flautista e um clarinetista e algumas mascaras. Na multidao ainda se destacam
varias pessoas fantasiadas de arabe e de indio. Como toda a composicdo ¢ geometrizada e
inacabada, ha confusao de planos, vendo-se a direita, area em tom mais escuro que o resto da
composi¢do. Ao fundo, a esquerda, area representando vista sobre uma praia com calgada
(FIGURA 3) (CALLADO et al., 2003).

A obra Frevo evidencia o auge da fase cubista do pintor acentuada pelas cores e formas
pictdricas, e nela também ha alguns tracos do surrealismo e do muralismo mexicano. O inicio
de fabricacdo da pintura ocorreu um ano antes da morte de Portinari esse fato € considerado de
suma importancia, pois foi uma de suas ultimas obras em processo de pintura (CALLADO et
al., 2003), além de integrar o Conjunto Paisagistico e Arquitetonico da Pampulha que recebeu

o titulo da UNESCO de Patrimonio Artistico € Cultural da Humanidade em 2016.

2.3 Microbiodeterioracdo associada aos bens culturais

O patrimoénio cultural ¢ nosso legado do passado, nossa “bagagem” do presente e
heranca para as geragdes futuras. Os bens culturais, tais como pinturas, esculturas, documentos,
sitios arqueologicos, paisagens e edificagdes historicas, integram o conjunto de bens ou objetos
que compdem o patrimdnio cultural, esses sao portadores da identidade e memodria de uma
sociedade e possuem valor incalculdvel (BRASIL, 1988). Esses bens estdo sujeitos a varios

mecanismos de deterioracdo (fisica, quimica e/ou bioldgica), dentre os quais, destacam-se
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aqueles de origem biologica, denominada microbiodeterioragdo, ocasionada pelos
microrganismos (CALLOL, 2013; STERFLINGER; PINAR 2013). Os microrganismos
capazes de ocasionar a biodeterioragdo sdo as bactérias e os fungos (CANEVA et al., 2000;
STERFLINGER, 2010; CALLOL, 2013; STERFLINGER; PINAR 2013). Porém, os principais
agentes biodeteriogénicos para os bens culturais sdo os fungos e as bactérias, devido a
diversidade metabdlica desses microrganismos, €, por possuirem alta eficiéncia na produgdo de
enzimas, 0 que garante a sua sobrevivéncia desses em diferentes ambientes (STERFLINGER,
2010; CALLOL, 2013; STERFLINGER; PINAR, 2013; GOMOIU et al., 2018; MAZZOLLI et
al., 2018).

2.3.1 Microbiodeteriora¢do fingica em acervos bibliograficos

Grande parte da histdria humana foi registrada na forma de documentos fabricados em
materiais como trapos, papéis, pergaminhos (celulose, hemicelulose, lignina, pectina, tanino) e
couros, os quais sdo de grande importancia para historiografia ¢ documental, por isso, devem
ser preservados. Os acervos bibliograficos sdo compositos elaborados a partir de materiais
inorgdnicos e organicos que servem de nutrientes para muitos microrganismos, tais como
bactérias e fungos (CANEVA et al., 2000; MACEDO et al., 2012; BOMBLE et al., 2017;
MAZZOLLI et al., 2018).

Os fungos filamentosos pertencentes aos filos Ascomycota e Basidiomycota sdo
frequentemente associados a microbiodeterioracdo em arquivos e acervos bibliogréaficos. Esses
fungos crescem sobre superficie (substrato) de materiais como papel (constituidos
principalmente por celulose), ocasionando manchas, fragilidade de superficie e orificios
(BOMBLE et al., 2017). O principal mecanismo de ag¢do dos fungos ¢ a producio de enzimas
celuloliticas que hidrolisam as moléculas de celulose para obterem a molécula de glicose (fonte
secundaria de nutrientes). Alguns fungos sdo capazes de digerir amidos, gomas, colas, adesivos
e tintas presentes em acervos bibliograficos (CALLOL, 2013).

Na Tabela 1 estao elencados e relacionados os géneros fungicos, fonte de isolamento e

metabolitos encontrados em acervos bibliograficos.
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Tabela 1: Fungos contaminantes em acervos bibliograficos

ALGUNS FUNGOS CONTAMINANTES EM ARQUIVOS E BIBLIOTECAS

SUBSTANCIAS E/OU ENZIMAS

GENERO FONTE DO ISOLAMENTO ATIVIDADE DETERIORADORA
QUE PRODUZEM
Alternaria Materiais organicos ¢ ambiente Protease ¢ Amilase Manchas micelianas pardas, degradag@o do suporte
. .. . . . , . . Manchas micelianas coloridas, degradacao e acidificacdo
Aspergillus Materiais organicos, ambiente Enzimas e acidos organicos gracag ¢
do suporte
. Papel, cartdo, peles, documentos , . . L. . .. N
Chaetomium , Celulase, acidos acético e lactico Manchas pigmentares nos tons creme e rosa, acidificagcdo
fotograficos
. Materiais organicos, fitas magnéticas , . L L Descoloracéo e acidifica¢do do suporte, manchas
Cladosporium . = , T1as Mag ’ Protease, 4cido lactico Sscororag . ¢ P
ambiente acético e fumarico micelianas azul-violeta e/ou rosa
Fusarium Materiais organicos e ambiente Celulase, acidos organicos Manchas rosadas, descoloragdo, danos as fibras
Mucor Materiais organicos ¢ ambiente Protease, acidos organicos Manchas micelianas pardas e amarelas, acidificagdo
Penicillium Materiais organicos e ambiente Enzimas e acidos organicos Manchas micelianas verdes, degradagdo e acidificagdo
) Varios tipos de materiais organicos e . L. Al Manchas micelianas pardas, escuras, pigmentos,
Rhizopus . Enzimas e acidos organicos -1 ~
ambiente acidificagdo
. A . Celulase, lignase, protease e acido -
Sporotrichum Papel, téxteis e ambiente celobidtico Manchas pardas escuras que afetam a fibra celulédsica
Trichoderma Papel, cartdo e madeiras Celulase, acidos celobidtico e acético Manchas micelianas verdes que degradam a fibra
R N . oy " Manchas micelianas pardas escuras, pigmentos e
Verticillium Papel e téxteis Celulase, acidos celobidtico e acético

acidifica¢do

Fonte: Adaptado pela autora SILVA, 2016 (VAILLANT; VALENTIN, 1996)
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2.3.2 Microbiodeterioragao fungica em esculturas, monumentos e edificios historicos

As esculturas, monumentos e edificios historicos foram desenvolvidos por
manifestagdes artisticas humanas por meio de formas que foram extraidas a partir de matéria
bruta composta por blocos que foram trabalhados e/ou esculpidos com auxilio de ferramentas
(esses suportes podem ser rochas, marfim, metais e madeira). Essas formas ocupam trés
dimensodes, (altura, volume e profundidade), comportando algumas vezes camadas pictoricas
ou ndo, essas podem trazer consigo um significado simbdlico ou agregar valor ao estilo
decorativo (GOMBRICH, 1999). Essas obras encontram-se expostas ao ambiente, sejam elas
compostas por materiais organicos tais como (madeira, marfim ou téxteis), ou inorganicos
(rochas minerais), estando susceptiveis as intempéries atmosféricas como: variagao de umidade
e temperatura, polui¢do, polen, fezes de insetos e passaros, que contribuem para a colonizagao
de microrganismos (CANEVA et al., 2000; GAYLARDE et al., 2002; RESENDE, 1997, 2008).

A microbiodeterioracdo pode ocorrer em superficies rochosas arquitetonicas como
cantarias em igrejas e catacumbas, em porgdes parietais de cavernas, monumentos € em
esculturas expostas ao relento (SAARELA et al., 2004; URZI, 2004; RESENDE, 2008;
ETTENAUER et al., 2010; STEIGER et al.,, 2011). A presenca de matéria organica na
superficie desses artefatos contribui para a colonizagao desses bens culturais. A diferenca na
composicdo quimica dos materiais desses bens, caracteristicas tais como a porosidade ¢ a
capacidade de reter dgua sdo fatores que influenciam o crescimento microbiano nessas
superficies (CANEVA et al.,, 2000; GAYLARDE et al., 2002; RESENDE, 1997, 2008).
Ambientes como as cavidades terrestres, conhecidas como cavernas podem ser comumente
colonizados por comunidades fingicas, um exemplo classico sdo as cavernas de Lascaux, na
Franca, que foram acometidas por extenso biofilme flingico nas rochas e nas pinturas rupestres
parietais (BASTIAN; ALABOUVETTE, 2009).

Os monumentos integrados a arquitetura sofrem alteragdes fisico-quimicas, sejam esses
com caracteristicas organicas ou inorganicas. Esse fato deve-se a quebra das ligagdes quimicas
e sucessdo de reacdes quimicas inter e intracristalinas, ocasionando a perda de coesdo ou
desmoronamento e, por interacdo com as condi¢cdes do meio ambiente, iniciam e progridem
gradualmente apos o talhe ou a juncdo dos blocos. Essa alteragdo geralmente ¢ influenciada
pela atividade dos microrganismos responsaveis pela degradac¢ao biolégica (MOHAMMADI;
KRUMBEIN, 2008; RESENDE, 2008). Os agentes fisicos, quimicos e bioldgicos atuam em

conjunto, de forma antagonista ou sinérgica, na deterioragdo de rochas (MOHAMMADI;
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KRUMBEIN, 2008). Cada monumento que esta sujeito ao clima local pode ser considerado um

habitat diferente (BARROS, 2001).

2.3.3 Microbiodeterioragdo fungica em pinturas

Pinturas sdo obras figurativas desenvolvidas pela criatividade e manifestacdo do homem
desde os tempos pré-historicos, nas quais eram representadas cenas de cagada, lutas e rituais
empregando pigmentos provenientes de ossos carbonizados, carvao vegetal, sementes, minerais
como hematita aplicados em paredes rochosas de cavernas (GOMBRICH, 1999). Quando as
cidades foram surgindo na antiga Grécia e Egito, as pinturas parietais eram feitas pela técnica
denominada afresco (aplicacdo de pigmentos minerais em camadas compostas por areia, gesso
e/ou argamassa). Também foram desenvolvidas pinturas em pergaminhos (pigmentos aplicados
em couro e trapos), sendo que essas pinturas representavam imagens com figuras geométricas,
pessoas em cultos, cerimonias palacianas e animais (GOMBRICH, 1999; RICETTO, 2010).
Logo em seguida, os Romanos desenvolveram a técnica de afrescos proposta pelos gregos, e,
aplicaram-na amplamente em seu territorio difundindo-a pelo mundo. Na idade média, a pintura
esteve a servigo da igreja ¢ do Estado, sendo denominada principalmente pintura crista,
dividindo a civilizagdo humana em Antiga e Medieval. O homem representava entdo as formas
da natureza, objetos, vegetacao, e principalmente temas religiosos antigos e retratos de pessoas
do alto clero em suportes tais como telas, pergaminhos, couro e livros de trapos. Posteriormente,
surgiu o renascentismo ainda com temas cristdos, porém com tematicas de cunho iluminista e
cientifico, e, logo em seguida o neoclassicismo trouxe as cenas da alta sociedade e do alto clero
dominantes (GOMBRICH, 1999; RICETTO, 2010). Posteriormente, surgiu o romantismo com
a pintura barroca, com objetivo de impressionar € causar emog¢ao aos fiéis trazendo conceitos
conflituosos e antagonistas, para i1sso causar esses sentimentos foram empregados pigmentos
com cores fortes, contrastes do tom claro e escuro (sendo a fé [a claridade] e (a auséncia da fé
[a escuriddo]). A pintura barroca trazia ainda a retomada da crenca na fé catolica das pessoas,
abalada pelo surgimento do protestantismo europeu. O rococd traz essa ideia de contraste ao
barroco, com resgate da fé catolica por valores tais como: emprego de cores claras, harmonia
decorativa, moderacdo e delicadeza. Nesse periodo eram representadas cenas religiosas e
biblicas, alto clero e pessoas da sociedade, principalmente em pinturas murais e sob tela
(GOMBRICH, 1999; RICETTO, 2010). Somente no periodo moderno, o homem comegou a

expressar cenas desconstruidas com formas abstratas, e realizou experimentos com a luz em
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varias horas do dia aplicada as imagens de paisagens sobre telas, e empregou desconstrugdo de
imagens até entdo muito naturalistas e realistas, caminhando para a arte expressionista, cubista
que influenciou posteriormente o surgimento de uma arte engajada, ja trazendo em temas
sociais humanos de flagelos de fome, miséria e violéncias de guerra, no mundo que resultou
ainda na influéncia a arte do século XX (GOMBRICH, 1999; PROENCA, 2010; RICETTO,
2010).

Para execugdo técnica, as pinturas exigem uma estrutura composta por camadas sobre
um suporte (tecido, papel, madeira e couro) e as camadas sdo compostas por miriades de
substratos organicos (adesivos, aglutinantes, 6leo de linhaga, témpera, guache e aquarela) e
inorganicos (pigmentos minerais, resinas e vernizes) e, em suas variadas técnicas de execucao
e materiais empregados, podem servir de nutrientes aos microrganismos (ALLSOPP et al.,
2004; CANEVA et al., 2008; RICETTO, 2010; GAYLARDE etal., 2011). As colas de origem
animal, utilizadas na base de preparagao de quadros ou em restauragdes, expostas em ambientes
com condig¢des de umidade relativa alta podem se tornar meio de cultura para bactérias e fungos
(MARTIAREMA, 1992; CANEVA et al., 2000; GAYLARDE et al., 2002, 2011; ALLSOPP et
al., 2004; RESENDE, 2008; STERFLINGER; PINAR, 2013). Como citado anteriormente, os
fungos sdo reconhecidos como os causadores mais comuns de microbiodeterioracdo de pinturas
ocasionando danos estruturais e estéticos (GARG et al.,, 1995; ALLSOPP et al., 2004;
STERFLINGER, 2010; STERFLINGER; PINAR, 2013). Esses podem produzir uma grande
variedade de enzimas, e provocar sérios danos estéticos as pinturas. Devido ao crescimento
micelial no substrato, os fungos penetram por intermédio das hifas nos materiais, favorecendo
o aumento de volume da massa micelial e causando rachaduras. Essas rachaduras podem levar
a fragmentagdo, descolamento de camadas e perdas nas propriedades estruturais dos substratos,
reduzindo a coesdo desses materiais, ocasionando a degradag¢do enzimatica e ataque mecanico.
Podendo causar ainda manchas, descoloragdes, pigmentacdo micelial, secre¢do de &cidos
(oxalico, citrico, succinico, formico, malico, acético, fumarico, glioxilico, gluconico e tartarico)
que desempenham um papel significativo na deterioracdo quimica, causando ainda acidificagao
do substrato, esfoliagdes e perdas das camadas pictdricas (ALLSOPP et al., 2004, RESENDE,
1997, 2008; STERFLINGER, 2010; STERFLINGER; PINAR, 2013; ROSADO et al, 2013;
ROSADO et al, 2015).

Os fungos podem causar ainda, a dissolucdo de cations, a quelagdo de ions metalicos da

camada pictorica dos pigmentos minerais. Levando a formacdo de complexos metalicos
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estaveis, cuja cristalizacdo causa um aumento de pressdo resultando em rachaduras,
descamacgdo e perdas de fragmentos (UNKOVIC et al., 2018). Os fungos normalmente
encontrados em pinturas de cavalete (cujo suporte ¢ um tecido) sdo Alternaria, Aspergillus,
Chaetomium, Cladosporium e Penicillium (CIFERRI, 1999; CASELLI et al., 2017). Em
pinturas murais, tais como (afrescos e marrouflages), os géneros fungicos comumente
encontrados pertencem aos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (GIACOBINNI et al.,
1991; GUGLIELMINETT et al., 1994; GAYLARDE et al., 2002; SZOSTAK-KOTOW, 2004;
GORBUSHINA et al., 2004; ROSADO et al., 2013; ROSADO et al., 2017; ROSADO et al.,
2019).

Um exemplo de impacto negativo no turismo cultural e, por consequéncia na economia,
¢ o caso reportado em artigos cientificos das pinturas rupestres das Cavernas de Lascaux, em
Dordogne, no sudoeste da Franga, que foram colonizadas por fungos. Essas pinturas parietais
(paredes) do paleolitico foram descobertas em 1940 e sdo compostas por representagdes de
cavalos, touros, bois, veados, cabritos e possuem cerca de 17.000 anos de idade. Apos a II
Guerra Mundial recebia cerca de 1800 visitantes/dia. Em 1963 estas foram fechadas para
visitagdo devido ao aparecimento de fungos liquenizados na superficie das pinturas rupestres
(BASTIAN; ALABOUVETTE, 2009). As Cavernas de Lascaux permanecem fechadas. Os
turistas sdo conduzidos as réplicas das cavernas, inauguradas desde 1983. Em 2001, surgiram
novos problemas em Lascaux, quando se instalou um sistema de regulagdo de iluminagdo e
temperatura. Surgiram nas paredes e tetos fungos brancos identificados como Fusarium solani.
Um grupo de cientistas do Comité Internacional de Conservacdo de Lascaux, composto por
uma equipe multiprofissional, decidiu realizar um tratamento quimico espalhando cal no solo
da caverna e trataram os fungos presentes nas pinturas parietais com fungicida. Essa intervencao
resultou no surgimento de fungos negros em algumas das pinturas rupestres, o que
comprometeu a visualizagdo e apreciacdo do complexo artistico-paisagistico. Esse fato
evidenciou como tratamentos inadequados podem contribuir para a deterioragdo das pinturas
rupestres em cavernas € para seu desequilibrio ecoldgico. Apos 74 anos da descoberta de
Lascaux, o ser humano ocasionou impactos no equilibrio ecologico, equilibrio esse o qual até
a sua descoberta havia colaborado para a preservagdo desse importante sitio de pinturas
rupestres que se manteve conservado por milhares de anos (BASTIAN; ALABOUVETTE,
2009).
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2.4 Aerobiologia ¢ as caracteristicas da colonizac¢do fungica

A aerobiologia ¢ a ciéncia que trata do estudo das particulas bidticas (microrganismos)
e abioticas (poeira) e as suas interagdes na atmosfera, seja em ambientes fechados e/ou abertos,
cuja abordagem abidtica esta relacionada aos fatores climaticos (temperatura, umidade,
ventilagdo e iluminacao) e a bioticas aos fatores biologicos (diversidade de microrganismos e
variabilidade) (SAIZ-JIMENEZ; GONZALEZ, 2007; PASQUARELLA et al, 2015;
GOMOIU et al., 2018; MAZZOLI et al., 2018).

Os fungos formam diversas estruturas de dispersao, sendo a principal os esporos, que,
entram em contatos com vdrias vias de dispersdao (vento) (ALEXOPOULOS et al., 1996;
PASQUARELLA et al, 2015; MAZZOLI et al., 2018). Dentre as principais vias de dispersao
dos fungos filamentosos na natureza, destaca-se o espalhamento dos esporos dos conidiéforos
e esporangidsporos pelo ar atmosférico, porém, esses também podem ser carreados por insetos,
passaros, roedores e pela manipulagdo (homem). Quando particulas como esporos flingicos
encontram substratos com nutrientes adequados, germinam e crescem formando hifas e
colonizando essas superficies (ALEXOPOULOS et al., 1996; PASQUARELLA et al., 2015),
conforme esquema (FIGURA 4).
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Figura 4: Infogravura representando a colonizagao de fungos filamentosos em diversos substratos
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2.5 Fatores associados a microbiodeterioracao

Diversos sdo os fatores associados a microbiodeterioragdo, sendo esses fatores bidticos
e abidticos. Dentre esses destaca-se o fator denominado abiotico clima (temperatura e umidade).
O Brasil é um pais de clima predominante tropical imido (NOBREGA, 2010), diversificado
pelas variantes geograficas (topografia) que, somadas as condigdes do ar atmosférico,
influenciam o clima em diversos ambientes terrestres. Esses fatores abidticos tais como
umidade relativa do ar, temperatura, precipita¢do, incidéncia de luz solar e as suas oscilagdes
favorecem a coloniza¢ao microbiana e a ocorréncia de microbiodeterioracao em bens culturais
(STERLIC et al., 2005; HOFBAUER et al., 2006; RESENDE, 2008; GAYLARD et al., 2011).
A localizacao geografica do objeto cultural e o clima influenciam o contetido quimico do ar que
chega a superficie exposta, e, ¢ principalmente dessa forma (via aérea) que as mudangas
climaticas favorecem colonizacdo e¢ o desenvolvimento da microbiota em bens culturais
(RESENDE, 1997; STERLIC et al., 2005; HOFBAUER et al., 2006, RESENDE, 2008;
GAYLARD et al., 2011).

A biodeterioragdo ¢ conceitualmente definida como uma mudanga indesejavel nas

propriedades dos materiais, ocasionada pela atividade bioldgica dos organismos (RESENDE,
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1997; HUECK, 1965; ALLSOPP et al., 2004; RESENDE, 2008). O processo de biodeterioragao
consiste na perda do material ao qual o organismo estd associado (RESENDE, 2008). A
microbiodeterioragdo ocasionada principalmente por microrganismos provoca danos
incalculaveis aos bens aos quais esses microrganismos estao associados como: formagao de
biofilmes e alteracdes de coloragdes de superficies (devido a formagdo de biofilme),
desprendimentos e perdas estruturais pelo crescimento de hifas dos fungos, por exemplo,
ocasionando a deterioracdo orgénica e inorganica dos materiais componentes das obras com a
producao de metabolitos (ALLSOPP et al., 2004; RESENDE, 1997 e 2008; DE FELICE et al.,
2010; CALLOL, 2013; MAZZOLLI et al., 2018). Como ja citado, os objetos culturais e
edificios historicos e até mesmo obras contemporaneas estdo sujeitos a microbiodeterioragao
(ALLSOPP et al.,2004; RESENDE, 2008; STERFLINGER; PINAR, 2013).

Os bens culturais que se encontram em processo de microbiodeterioragdo possuem valor
artistico, cultural e historico, referenciam a identidade e a memoria de grupos formadores de
uma sociedade (PETIT, 1995). A memoria e identidade sdo elementos essenciais para formagao
e estruturagdo do turismo cultural, que surgiu com a expectativa de preservacao da cultura e sua
transformagdo em produto comercializavel, gerando renda e fomentando a economia
(BATISTA, 2005).

Ha relatos antigos a respeito da biodeterioragdo em bens culturais. Os seus efeitos foram
descritos no Velho Testamento da Biblia Crista (por exemplo, Levidicos Cap. 14, versiculo 36)
(STERFLINGER; PINAR, 2013). Os danos ocasionados pela biodeterioragio foram
negligenciados durante muito tempo, sendo que somente os processos quimicos e fisicos eram
considerados fatores dominantes na deterioracio dos materiais (STERFLINGER; PINAR,
2013).

Esses diversos fatores que estdo associados a microbiodeterioragdo favorecem o
crescimento de espécies fungicas, sendo que algumas das quais exigem luz para o seu
desenvolvimento, porém outras ndo crescem na presenca de luz. A temperatura ideal para
alguns fungos crescerem esta entre 20°C e 30°C, esses sao denominados mesofilos. Porém, ha
aqueles que crescem em faixas extremas de temperatura, por exemplo Chrysosporium
thermophilum (ALEXOPOULOS et al., 1996; CAPPITELLI et al., 2010). Fatores intrinsecos
a biodeterioragdo estao relacionados ao objeto e que envolvem caracteristicas de sua fabricagao
(e juncdes de partes do objeto) e/ou dos materiais empregados (adesivos, colas, pigmentos e

aglutinantes), além da porosidade, rugosidade, capacidade de retengao dgua (atividade de 4gua),
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processo de secagem, restauragdes e intervengdes estruturais. De modo geral, esses fatores estao
também relacionados ao substrato do objeto como a faixa de pH na qual os fungos apresentam
melhor taxa de crescimento em torno de 5 e 6, ou seja, pH acido, a biorreceptividade da
superficie do objeto, a presenca de umidade interna e nutrientes (fonte de carbono), além do
potencial de oxirredu¢do do material conforme (FIGURA 5) (CANEVA etal., 2000; STERLIC
et al., 2005; PANGALO et al., 2009; CAPPITELLI et al., 2010; CALLOL, 2013; MAZZOLLI
et al., 2018).

Figura 5: Infogravura representando os fatores associados a microbiodeterioragao
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Fonte: Adaptado pela autora Silva, 2016
(CANEVA et al., 2000; STERLIC et al., 2005; PANGALO et al., 2009; BROCK et al., 2010)

2.6 Mecanismos de agdo dos microrganismos nos processos de biodeterioragédo

Os processos de biodeterioracao em objetos culturais estdo diretamente relacionados aos
processos metabdlicos dos microrganismos. Porém na microbiodeterioracao, a inter-relacao
entre os microrganismos em objetos culturais e os respectivos substratos ndo foram ainda
satisfatoriamente explicados (RESENDE, 2008; STERFLINGER; PINAR, 2013). A
contaminagdo ¢ colonizacdo dos substratos sdo controladas pelo ambiente (umidade,

temperatura e ventilacdo) e poluentes antropogénicos organicos € inorganicos do ar, que
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interferem e aceleram a biodeterioragdo de objetos e/ou monumentos (RESENDE, 1997, 2008;
CAPPITELLI et al., 2010).

Os processos microbianos utilizados pelos microrganismos para a colonizagao em bens
culturais conhecidos at¢ o momento pela comunidade cientifica sdo a producao de acidos, a
producdo de substancias adesivas e surfactantes, produ¢do de minerais como 6xidos, fosfatos,
carbonatos e oxalatos e a producdo de nichos ecoldgicos, pois, 0s microrganismos ocasionam
perfuragdes e formacdo de crostas na superficie do objeto colonizado (KRUMBEIN, 1988;
RESENDE, 1997, 2008; MAZZOLLI et al., 2018).

2.7 Caracteristicas da formagdo do biofilme microbiano

A microbiodeterioracdo em dada superficie de um objeto, ou seja, o processo de
forma¢ao do biofilme microbiano em superficies, ocorre através da colonizagdo primaria
(chamado filme condicionante), logo ocorre a divisdo e desenvolvimento celular microbiano,
em seguida a sintese de exopolissacarideos e o desenvolvimento de microcolonias pela
coadesdo de outras células ou grupos de microrganismos e, por fim, a formacdo de mosaicos
clonais em biofilmes multi-especificos (ALLSOPP et al., 2004; GAYLARDE et al., 2011).
Esse, por defini¢do, consiste na formag¢do de uma comunidade microbiana complexa, dindmica
e envolta por uma matriz polimérica extracelular de caracteristicas polissacaridicas que se
forma e softre alteragdes ao longo do tempo. O biofilme ¢é constituido por microrganismos, EPS
conhecidos como (exopolissacarideos), (proteinas e carboidratos), dgua e particulas sélidas
retidas (argilas, areia, material organico e produtos de corrosao) (ALLSOPP et al., 2004). Esses
microrganismos, sejam eles fungos e/ou bactérias, formam filme para obterem melhores
condi¢des de sobrevivéncia, e nessa conformacdo podem ser protegidos contra a variagdo de
pH, concentracdes de sais, radiagdes UV, desidratacao, biocidas e antibioticos (ALLSOPP et
al., 2004; GAYLARDE et al., 2011).

Os microrganismos ainda aproveitam melhor os nutrientes quando se estabelecem e
criam nichos ecoldgicos. Os fatores que alteram a formacdo de biofilme nas superficies solidas
sao: rugosidade, hidrofobicidade, presenca de materiais particulados, quantidade e
concentra¢do de nutrientes, luz, umidade e temperatura (RICHARD et al., 2003). Esse pode ser
formado em ambientes aquosos, em interfaces soélido/liquido (superficies imersas),
liquido/liquido (4gua-petroleo), liquido/ar (superficie-dgua) e solido/ar (expostas ao ar). As

superficies biorreceptivas podem ser diversas, tais como as células do corpo humano, de
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animais, vegetais ou inertes (concretos, esculturas e pinturas), (FIGURA 6), (RICHARD et al.,
2003; ALLSOPP et al., 2004). Devido a espessura da parede da membrana celular fingica, eles
podem resistir ao ataque quimico e, portanto, resistem a biocidas entre outros tratamentos.
Devido a forte melanizagao das paredes celulares por fungos negros (exemplo Phiallopora),
objetos colonizados por esses exibem pontos negros ou podem ser completamente cobertas por
uma camada de coloragdo preta. Além de ambientes externos, eles sdo também encontrados em

superficies rochosas de cavernas e catacumbas (SAARELA et al., 2004).

Figura 6: Formacao biofilme fingico

Formacao de biofilme fungico

A) Colonizacgio primdria da superficie, recoberta por um filme condicionante composto por
polissacarideos, proteinas, lipideos, dentre outros;

B) desenvolvimento, divisdo celular, sintese da EPS e composicdo das microcolonias;

C) co-adesao de células simples e ou co-agregados de células e ou grupo de microrganismos;
D) maturacgio e formacao de mosaicos clonais em um biofilme.

Fonte: Adaptado pela autora (RICHARD et al., 2003; ALLSOPP et al., 2004)

2.8 Enzimas fungicas

Os fungos pertencentes aos géneros das classes basidiomicetos (possuem basididsporos)
e ascomicetos (ascosporos) produzem enzimas que sao por definicao proteinas responsaveis por
reacdes bioquimicas, envolvidas nos processos bioldgicos dos sistemas vivos, capazes de
aumentar a velocidade das reagdes biologicas, sendo também conhecidas como catalisadoras
de processos de degradagdo biologicos. Os fungos filamentosos dos Filos Basidiomycota e
Ascomycota possuem propriedades fisiologicas, bioquimicas e enzimaticas que os destacam
entre os organismos que podem crescer em diversos substratos produzindo uma grande

variedade de enzimas e tém a notavel capacidade para crescer e desenvolver em uma ampla
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variedade de condi¢des ambientais, incluindo uma condicdo de baixa quantidade de agua
(STERFLINGER, 2010). Alguns géneros fungicos sdo conhecidos por sua capacidade de
degradar celulose e hemicelulose pela agdo das suas enzimas, as quais permitem a degradagao
de lignina, celulose e hemicelulose em substratos tais como madeira e papel (GRIMM et al.,
2005; FERNANDES et al., 2005). Os bens culturais tais como esculturas, pinturas, livros e
documentos graficos cujo suporte ¢ lignoceluldsico (compostos principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina) estdo susceptiveis a acao de fungos, sendo frequentemente colonizados.
Tal acdo pode ocasionar mais danos estruturais do que apenas problemas estéticos, uma vez
que a atividade fungica nos objetos consiste em uma profunda modificagdo da estrutura fisico-
quimica, ocasionando degradacao e deterioragdo das fibras celulosicas realizadas pelas enzimas
produzidas pelos fungos (MICHAELSEN et al., 2009). Geralmente, o dano ocasionado pelos
fungos em pinturas ¢ devido ao crescimento micelial no substrato, penetracdo de hifas, e
producao de estruturas reprodutivas no substrato (ascomas e basidiomas), o que aumenta o
volume e numero de rachaduras, causando a ruptura da camada de pigmento e levando a
descolamentos de fragmentos pictoricos (GARG et al., 1995; ROSADO et al., 2015). Os fungos
filamentosos podem produzir diversas classes de enzimas catalisadoras tais como a celulase e
a hemicelulase que apresentam diversas aplicacdes biotecnoldgicas. Embora um quantitativo
grande de hidrolases fungicas ja tenham sido isoladas e caracterizadas, ha ainda um grande
interesse por parte da ciéncia e da industria na descoberta de outras enzimas para aplicagoes
tecnologicas (MONTEIRO; SILVA, 2009). Uma vez que as enzimas sao produtos biologicos,
essas que possuem alto valor agregado, apresentando vantagens em relagdo aos produtos
quimicos sintéticos pois essas nao liberam, de modo geral, subprodutos poluentes e toxicos ao
meio ambiente (MONTEIRO; SILVA, 2009). Dentre as aplicagdes biotecnoldgicas de enzimas
fingicas na industria destacam-se a redu¢do de custos operacionais pois seus processos sao
limpos e contribuem para a redugdo do impacto ambiental destacando-se nas industrias
alimenticia, téxtil, farmacéutica, biocombustivel e papel. Na industria de alimentos, as enzimas
fingicas como as celulases auxiliam na extragdo de cha verde, de Oleos essenciais e
aromatizantes (LYND et al., 2002). Nas fabricas téxteis, as celulases podem tornar o tecido
macio, liso e podem retirar excessos de corantes (DA SILVA et al., 1997). Na industria de

papel, as celulases por exemplo
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auxiliam no refino da polpa, podem colaborar no processo de despigmentacao da matriz
celuldsica e podem modificar as propriedades das fibras aumentando a velocidade de fabricacao

do papel (BHAT, 2000).

2.9 Conservagdo preventiva aplicada aos bens culturais em risco por danos pela ag¢ao de fungos

A conservacgao preventiva pode ser definida como um conjunto de agdes para mitigar e
evitar deterioragdes e perdas significativas dos bens culturais, protegendo-os perante futuras
alteracdes (MARTIARENA, 1992; REYS et al., 2008; TOLEDO, 2011). Primeiramente faz-se
a inspecdo, avaliacdo, registro e diagndstico do objeto ou bem em risco de deterioragdo.
Posteriormente elabora-se um conjunto de estratégias sistematicas e organizadas no tempo e
espaco aplicados ao objeto de estudo, desenvolvidas em equipe multidisciplinar e em consenso
com a sociedade, com a finalidade de preservar e resguardar o objeto ou bem em risco e também
a sua memoria inserida no dado contexto social (CARTA DE ATENAS, 1931; REYS et al.,
2008). Essas agdes geralmente s3o indiretas, ou seja, ndo interferem diretamente nos materiais
e nas estruturas dos bens.

Um dos principais desafios da ciéncia da conservagdo preventiva sdo os materiais
constitutivos dos acervos museologicos e o controle da biodeterioracdo, deterioracdo quimica
e danos mecanicos (CARTA DE ATENAS, 1931; REYS et al., 2008; TOLEDO, 2011). Alguns
fatores externos influenciam na conservacao dos objetos como: fisicos (temperatura, umidade
relativa, luz natural e artificial), quimicos (poluentes atmosféricos), biologicos
(microrganismos € insetos), antropico (manuseio, armazenamento € a exposicao incorreta),
catastrofes (inundagdes, terremotos e incéndios) (CANEVA et al., 2000; ALLSOPP, et al.,
2004; CALLOL, 2013). Esses fatores podem ser controlados, minimizados e, algumas vezes
evitados se a instituigdo adotar equipamentos de monitoramento e medidas mitigantes para
evitar a deterioragdo do acervo, tais como controle da taxa de umidade relativa (a taxa
referencial para conservacao de pinturas estd na faixa de 45% a 60%) (MARTIARENA, 1992;
TOLEDO, 2011). Porém, estratégias e estudos interdisciplinares no ambito cientifico das
pesquisas fisico-quimicas dos materiais constituintes dos objetos culturais e analises
microbioldgicas aplicadas aos bens culturais para prevenir a microbiodeterioracdo de forma
adequada e segura tém sido mister para preservacao e salvaguarda desses bens (CIFERRI, 1999;

UNKOVIC et al., 2016; ZUCCONI et al., 2022)
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2.10 Conservagdo curativa aplicada aos bens culturais em risco por danos pela agdo de fungos

A conservacao curativa ¢ definida como um conjunto de agdes aplicadas diretamente a
um bem ou grupo de bens culturais, cujo objetivo principal ¢ deter os processos danosos
presentes. Essas ag¢des sdao realizadas quando um bem ou objeto encontra-se em estado de
fragilidade estrutural e/ou estética progressiva, sendo o objetivo principal dessas agdes a
preservacdo das caracteristicas historicas e/ou estéticas da obra a ser tratada (CARTA DE
ATENAS, 1931; CARTA DE RESTAURO, 1972; MARTIARENA, 1992; REYS et al., 2008).
Nesse aspecto alguns exemplos de conservagdo curativa sdo o tratamento de desinfecgao,
aplicacdo de biocidas, dessalinizacdao de ceramica, desacidificacao de papéis, desinfestagao de
insetos ¢ estabilizagdo de materiais em processo de corrosdo (ALLSOPP et al., 2004; REYS et
al., 2008; CALLOL, 2013). No entanto estudos, pesquisas ¢ testes que prezem/zelem pelo
estudo integrado empregando técnicas analises fisico-quimicas aplicadas dos objetos culturais
e analises microbioldgicas direcionadas para o controle do crescimento microbiano tém sido
demandadas pela comunidade cientifica e tém sido considerados imprescindiveis e eficazes na
preservacao e salvaguarda desses objetos culturais (CIFERRI, 1999; UNKOVIC et al., 2016;
ZUCCONI et al., 2022).

2.11 Controle do crescimento microbiano por compostos quimicos

O controle do crescimento de populagdes microbianas em bens culturais ¢ importante
para a preservacao do patrimonio cultural. Como foi mencionado anteriormente, os fungos sao
0s principais microrganismos que ocasionam danos aos bens culturais como: alteracdo da
coloragao original da superficie (dano estético), pigmentacao no substrato pela melanizacdo dos
fungos e formacdao de crostas, produ¢do de acidos que danificam o suporte (substrato),
alargamento de fissuras pelo desenvolvimento das hifas fingicas, produg¢dao de substancias
adesivas e surfactantes (RESENDE, 2008; STERFLINGER, 2010; CALLOL, 2013;
STERFLINGER; PINAR, 2013; MAZZOLI et al., 2018). Alguns desses danos sdo
considerados irreversiveis tal como os desprendimentos pictoricos (perda da camada da pintura)
(STERFLINGER, 2010; CALLOL, 2013; STERFLINGER; PINAR, 2013). Os tratamentos
comumente empregados na preservagao de bens culturais colonizados sdo substancias biocidas
(bactericidas, fungicidas e/ou algicidas), enzimas, tensoativos e sabdes, taninos e fendis

(naturais e sintéticos), gases (6xido de etileno) e irradiacao (radiagdo UV e radiagdo gama)
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(KRUMBREIN et al.,1988; ALLSOPP et al., 2004; RESENDE, 1997, 2008; SILVA et al.,
2013).

Os biocidas ou microbiocidas sdo agentes antimicrobianos sintéticos ou naturais,
organicos ou inorganicos, capazes de causar a morte das células microbianas fingicas e/ou
bacterianas que, sob acdo desses perdem a capacidade reprodutiva (ALLSOPP et al., 2004;
PAULUS, 2004). Esse processo ocorre através de diversos mecanismos de acdo das drogas tais
como inibi¢do de sintese de parede celular, inibi¢do da sintese proteica, inibicao da sintese de
lipideos, alteragdo de permeabilidade de membrana celular, interferéncia no metabolismo e
transporte de nutrientes (FINCH et al., 2003; ALLSOPP et al., 2004; PAULUS, 2004; BROCK
et al., 2010). Eles podem ser usados tanto na desinfec¢do como também para aumentar a
durabilidade de agentes protetores (consolidantes e vernizes), mas, devido a adaptacdo
fisiologico-metabolica dos microrganismos e sua capacidade de integragdo em ecossistemas
complexos os efeitos dos biocidas sao limitados (KRUMBREIN et al.,1988; ALLSOPP et al.,
2004; PAULUS, 2004; RESENDE, 1997, 2008).

A escolha do microbiocida deve levar em consideragdo sua eficacia contra uma ampla
gama de microrganismos especificos do material a ser tratado ou protegido, seus efeitos
colaterais no objeto como mudancga de coloragdo, corrosdo ou cristalizacdo interna. O biocida
preferencialmente deve ser biodegradavel, de facil aplicagdo e compativel com o material que
compOe a obra. Na TABELA 2, seguem alguns exemplos de compostos quimicos empregados

para formulagdo de biocidas (ALLSOPP et al., 2004; PAULUS, 2004; RESENDE, 2008).
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Composto quimico empregado nas formulacdes de biocidas

1.Composto metalico

Naftenato e quinolato
de zinco e cobre

Dimetilditiocarbamato
de cobre e zinco

Oxido de tributina,
flureto, cloreto e
naftaleno

Acetato fenilmerctrio

10,10 -
Oxibisfenoxarsina

Organobdricos

2. Fendlico

Fenol e homdlogos
(fenila, creosol e timol)

Triclorofenol,
pentaclorofenol,
paracloro-metasol e
diclorodihidroxidifenil
metano

Acido
parohidroxidifenilbenz
eno, laurato de
pentaclorofenila

3. Composto
quaternario de
amonio

Cloreto de
diacildimeltilamonio

Cloreto de
alquildimetilbenzillam
onio

Paranitrofenol,
salicilanilida

4. Composto de
nitrogénio

1,3,5-
hexahidroxitriazina e
derivados

Salicilatos de
dodecilamina

Oxazolidinas

Imidazolinas

5. Composto
Sulfurados

Sulfeto de bis (2-hidroxi-
5-clorofenil)

Hexaclorodimetilsulfona

6. Composto de
nitrogénio e enxofre

Dissulfeto de
tetrametiltiurano

Tioftalimida de
N-triclorometil e
derivados fluorados

Sulfato de
hidroxiquinoleina

Isotiazolina

7. Composto
inorganico

Sais de elementos
metalicos (cobre,
zinco, cromo, potassio
e mercurio

Fonte: Adaptado (ALLSOPP et al., 2004; PAULUS,2010)
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Os compostos metalicos biocidas atuam na membrana celular dos microrganismos por
meio de ions (particulas eletricamente carregadas). Esses ions que sdo liberados por esses
compostos metalicos em meio aquoso, atuam na membrana plasmatica, que ¢ estrutura externa
de protecdo do organismo. Sem a qual, a parte interna do organismo fica exposta e sofre
degradagdo e morte microbiana, sendo um exemplo de composto metalico o quinolato de cobre.
Os compostos fenolicos com atividade biocida agem na desnaturacdo proteica dos componentes
da parede celular microbiana, e, na auséncia dessa estrutura, o conteudo intracelular fica
exposto e sofrendo degradagdo e morte celular, sendo um exemplo de composto fenolico o
pentaclorofenol (ALLSOPP et al., 2004; PAULUS, 2004). Os quaternarios de amonio sao
compostos catidnicos que agem inibindo a sintese proteica, ou seja, atuam diretamente na
sintese da membrana plasmatica, ou parede celular, provocando a destruicao dessa estrutura e
consequente morte microbiana, um exemplo de quaternario de amodnio ¢ o cloreto de
diacildimeltilamonio. Os compostos nitrogenados agem também inibindo a sintese proteica da
membrana interna mitocondrial, permitindo o extravasamento de contetido mitocondrial e
ocasionando o perecimento da célula microbiana, sendo um exemplo de composto nitrogenado
a imidazolina. Compostos sulfurados também atuam na permeabilidade da membrana
plasmatica causando ruptura ou desintegracdo da mesma, ocasionando dispersdo do conteudo
intracelular e morte da célula microbiana. Os compostos a base de nitrogénio e enxofre possuem
acao inativando as enzimas constituintes da parede microbiana ou ocasionando a ruptura dessas
estruturas das enzimas ocasionando morte celular microbiana (ALLSOPP et al., 2004;
PAULUS, 2004). Os compostos mencionados acima sdo amplamente empregados nas
formulacdes quimicas de biocidas, desinfetantes, sanitizantes utilizados no controle do
crescimento microbiano nas areas de Microbiologia ambiental e médica (ALLSOPP et al.,

2004; PAULUS, 2004).

2.12 Radiag0es ionizantes

A elevada energia das radiacdes gama e dos raios-X possibilitam suas utilizagdes para
diversos fins. A primeira, pode ser empregada na descontaminacao de alimentos, esterilizacao
de materiais médico-cirtirgicos (ARVANITOYANNIS, 2010), bem como na desinfestacao
(eliminacdo de insetos xilofagos), (organismos que empregam como fonte de energia celulose
e hemicelulose) e desinfec¢dao (eliminagdo de microrganismos contaminantes) em bens

culturais colonizados (TOMAZZELO, 1994; MAGAUDA, 2004). Ja a radiacao de raio-X ¢
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empregada em andlises de determinacdo das caracteristicas dos objetos artisticos (juncao de
estruturas como em esculturas em blocos de madeira) (TOMAZZELO, 1994; RIZZO et al.,
2002; MAGAUDA, 2004; BANK et al., 2008; ARVANITOYANNIS, 2010; SILVA et al.,
2013).

Apo6s o descobrimento dos raios-X por William Rdentgen em 1895, o fisico francés
Henri Becquerel associou a existéncia desses raios, até entdo desconhecidos, aos materiais
fosforescentes e fluorescentes, e testou uma série de substidncias com essas caracteristicas.
Assim, em 1896, verificou que sais de urdnio emitiam radiacdes capazes de marcar chapas
fotograficas, mesmo quando envoltas em papel preto (XAVIER et al., 2007
ARVANITOYANNIS, 2010). Becquerel observou ainda que a quantidade de radiacdo emitida
era proporcional a concentracdo de uranio e era independente das condi¢des de pressdo,
temperatura ou estado quimico da amostra, além de permanecer inalterada mesmo sob a agao
de campos elétricos ou magnéticos. Posteriormente, o casal Pierre e Marie Curie aprofundou
essas pesquisas, chegando, em 1898, a descoberta de dois novos elementos radioativos, o
poldnio e o radio, tendo empregado o termo radioatividade para descrever a energia por eles
emitida (XAVIER et al., 2007; ARVANITOYANNIS, 2010).

Ernest Rutherford, em 1899, por meio de uma experiéncia simples contribuiu para
elucidar a natureza da radioatividade. Uma amostra do material radioativo foi colocada dentro
de um recipiente de chumbo contendo um orificio. A radia¢do produzia um ponto brilhante em
uma placa de sulfeto de zinco, colocada diante do orificio. Sob a a¢do de um campo
eletromagnético, o feixe de radiacdo repartia-se em trés, que foram denominadas radiagdo alfa,
beta e gama, conforme a (FIGURA 7). A radiagdo [ foi posteriormente identificada como sendo
constituida por elétrons. Tanto as particulas a como as  eram emitidas com altas velocidades,
demonstrando que uma grande quantidade de energia estava armazenada no atomo. Foi
observado, também, que a radia¢do gama (y) ndo era desviada de sua trajetéria sob a agdo do
campo magnético e apresentava as mesmas caracteristicas dos raios-X, ou seja, uma onda

eletromagnética de alta energia (ARVANITOY ANNIS, 2010).
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Figura 7: Infogravura do experimento de Rutherford

Material
[Radioativol

Chumb

Fonte: (ARVANITOYANNIS, 2010)

Essas pesquisas permitiram concluir que a radioatividade ¢ a transformacgao espontanea
de um nucleo atdomico, convertendo um nuclideo em outro. O equilibrio energético nuclear
ocorre através da liberagdo da energia na forma de emissdo de radiacdo alfa, beta, gama ou
néutrons (ARVANITOYANNIS, 2010).

As radiagdes das particulas alfa, beta e radiacdes gama sdo formadas por ondas
eletromagnéticas, que, por causa de sua alta energia, sdo capazes de penetrar na matéria. As
radiagdes sdo processos de transferéncia de energia sob a forma de ondas eletromagnéticas e,
ao interagir com a matéria, resultam na transferéncia de energia para os atomos e moléculas que
estejam em sua trajetoria (XAVIER et al., 2007; ARVANITOYANNIS, 2010). Sob o ponto de
vista da fisica, as radiagdes, ao interagirem com um material, podem provocar ionizacao,
excitacdo, ativagcdo do nucleo ou emissao de radiacao de frenamento, conforme descrito nas
etapas de ionizagdo das moléculas dos materiais a serem irradiados, cujo processo ocorre na
formagdo de atomos eletricamente carregados, ou seja, ions, pela remog¢ao ou acréscimo de um
ou mais elétrons. Os elétrons sdo deslocados de seus orbitais de equilibrio e, ao retornarem,
emitem a energia excedente sob a forma de radiacdo. Isso pode ocorrer pela ativagdao do nucleo
da molécula que compde a matéria e pela interacao de radiacdes com energia superior a energia
de ligagdo dos nucleos, o que provoca reagdes nucleares, resultando em nucleo residual e na
emissdo de radiacdo. E, por ultimo, também pela radia¢do de frenamento (Bremsstrahlung), a
qual ocorre em particular ao nivel de raios-X, emitida em decorréncia da perda de energia
cinética de elétrons que interagem com o campo elétrico de nucleos de atomos-alvo, com
elevado niimero atomico, ou interagem com a eletrosfera. Em decorréncia das diferengas
existentes entre as particulas e radiagdes, em suas cargas e suas massas, cada uma delas interage

de modo diferente com a matéria (TOMAZZELO, 1994; ARVANITOYANNIS, 2010).
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2.12.1 Radiag@o Gama Cobalto-60

A radiacdo gama ¢ obtida pela emissdo de um radiois6étopo, ou seja, um is6topo
radioativo como o Cobalto-60, Iridio 192 ou Césio-137. E classificada como radiacdo
energética de alta frequéncia, pois seu valor ¢ superior a 1019 Hertz (ciclos por segundo),
frequéncia em que a intensidade energética ¢ capaz de transpassar corpos opacos. A unidade de
medida para atividade no sistema internacional ¢ Becquerel. A energia transferida para o meio
material ¢ denominada Gray. A elevada energia da radiagdo gama possibilita seu emprego para
diversos fins, seja na descontaminacao de alimentos, esterilizagdo de materiais médico
hospitalares (ARVANITOYANNIS, 2010; OSORIO et al., 2015) e, no ambito dos bens
culturais, ¢ utilizada para a desinfestacdo e desinfecc¢ao de objetos colonizados (TOMAZZELO,
1994; RIZZO et al., 2002; MAGAUDDA, 2004, BANK et al., 2008; ARVANITOYANNIS,
2010; SILVA etal., 2013).

As propriedades da matéria sdo afetadas pela radiacdo em fun¢ao do tipo de processo
associado a absor¢ao de energia: excitagdo e/ou producgdo de ions, ativagdo nuclear ou, ainda,
no caso especifico de néutrons, produgdo de nicleos radioativos. Os efeitos podem ser descritos
em diferentes niveis, desde o comportamento do atomo isolado até as mudancgas produzidas no
material como um todo (BANK et al., 2008; ARVANITOYANNIS, 2010). A irradiagao de
material bioldgico pode resultar em transformac¢do de moléculas especificas (agua, proteinas,
acucares ¢ DNA), levando a consequéncias que devem ser analisadas em funcdo do papel
bioldgico desempenhado pelas moléculas atingidas. Os efeitos das transformagdes moleculares
citadas devem ser acompanhados nas células, visto que estas sdo as unidades morfologicas e
fisiologicas dos seres vivos. O DNA, por ser responsavel pela codificacio da estrutura
molecular de todas as enzimas das células, passa a ser a molécula chave no processo de
estabelecimento de danos bioldgicos (BANK et al., 2008; ARVANITOYANNIS, 2010).

A transferéncia energética de irradiagdo gama para o material do objeto a ser tratado
ocorre devido a interagdo da radiagdo com o material irradiado, gerando moléculas reativas ou
ions. Os efeitos radioquimicos imediatos sobre organismos vivos sdo a produgdo de elétrons e
radicais livres, uma vez que a agua ¢ o principal componente das células, sendo responsavel por
cerca de 70% da composicdo celular e a maior parte da radiagdo incidente ¢ absorvida por ela,
dando lugar as espécies reativas (FIGURA 8). Os principais produtos resultantes da irradiagdo
da 4gua pura tendem a reagir com as bases nitrogenadas do DNA microbiano. Um resultado

dessa interacdo pode ser a transferéncia de energia e excitagdo de grupos quimicos presentes no
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DNA microbiano (BANK et al., 2008; ARVANITOYANNIS, 2010). As espécies reativas
resultantes da transferéncia de energia da radiagdo ionizante para a 4gua, também podem atacar,
em maior ou menor grau, as bases nitrogenadas contidas no DNA (adenina, guanina, citosina e
timina), alterando, consequentemente seu papel biologico. Em resumo, a agao desse tratamento
pode se dar tanto por danos estruturais nas células dos microrganismos, como por danos
radioinduzidos ao DNA, ou pela a¢do dos radicais produzidos no interior do liquido celular

(TOMAZZELO, 1994; RIZZO et al., 2002; BANK et al., 2008; ARVANITOYANNIS, 2010;
SILVA et al., 2013).

Figura 8: Reagéo inicial e rea¢do de propaga¢do da radiagdo gama com molécula de dgua gerando ions

1° Reacdo enfre a agua e a radiagdo, gerando Reagdes de propagagao
radicails e ions

* + 4 . +
H20 Y & H20* H20 1.H20 HfO v OH" +H30

Hz20 vH-+OH
H +H vH2
H*+OH" vH20

OH- + OH" v H202

OH* + H202v HO2 + H20

Disponivel em:http://www photobiology.com/educational/len/part4 htm

Fonte: ARVANITOYANNIS, 2010

Para cada tratamento a ser realizado, seja descontaminagdo ou esterilizacdo, no quesito
radiacoes, existe o conceito de dosagem, que representa a energia depositada em um dado
volume de massa (matéria). A partir do amplo conceito de dosagem no ambito da radiagdo,
surgiu o conceito de Dose Absorvida, D, que foi definido para representar a energia média
depositada pela radiacdo incidente em um volume elementar de matéria de massa & m.

A medida que os conhecimentos sobre as radiagdes e suas aplicagdes foram ampliados,
julgou-se conveniente utilizar esse conceito de deposicao de energia. Para fontes pontuais, uma
boa aproximagdo para o calculo da taxa de Dose pode ser feita por meio da utilizacdo da
constante especifica de radiagdo gama, (I'). A Taxa de Exposi¢io ¢ dada por: X =T A/d? (R/h),
onde X ¢ a exposicdo ao radio nucleo, A ¢ atividade do radio nucleo, dada pela taxa de
desintegracao por segundo de um radio nacleo especifico (expressa em Ci), d € a distancia da
fonte do radio nucleo expressa em metros, € h ¢ o tempo de exposicdo a radiagdo do radio

nucleo sendo 1Ci = 3,7 x 10" desintegracdes/segundo. E importante ressaltar que a dose
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também esta relacionada & Taxa de Dose no ar dada por: D = 0,86. X, onde X ¢ a Taxa de
exposicao (BANK et al., 2008; ARVANITOYANNIS, 2010).
Os valores da constante especifica da radiacdo gama, também conhecida como “gamao”,

sao apresentados na (TABELA 3), abaixo:

Tabela 3: Constantes especificas de radiacdo gama (Gamao)
Constantes especificas de radiacio gama GAMAO - (R.m?)/(Ci.h)

(Gamio) RADIONUCLIDEO

Sodio-22 1,20
Sodio-24 1,84
Cobalto-57 0,09
Cobalto-60 1,32
Tecnécio-99m 0,06
Iodo-125 0,004
Todo-131 0,22
Césio-137 0,33
Iridio-192 0,48
Radio-226 * 0,82

* fonte envolta por 0,5 mm de platina Fonte: ARVANITOYANNIS, 2010

A radiacdo gama cobalto-60 foi devidamente regulamentada no Brasil na década de 60,
pelo Decreto-Lei n® 986/PR, de 21/10/1969, para aplicagdo a esterilizagdo de materiais médico
hospitalares e descontamina¢do de alimentos. Essa foi normalizada seguindo recomendagdes
internacionais da Agéncia Internacional de Energia Atdmica, nos padrdes de seguranca
estabelecidos pela World Health Organization € Codex Alimentarius (WHO, 1999; FDA, 2019)
e no pais sdo fiscalizadas e inspecionadas, respectivamente, pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Atualmente a padronizagdo de qualidade na execugdo de procedimentos de irradiagao
vigente em ambito internacional para esterilizagdo de artigos médicos hospitalares ¢ a ISO
11137, e para descontaminagao de alimentos ¢ a ISO 14470.

A radiacdo gama cobalto-60 comecou a ser aplicada e testada em bens culturais
infestados por insetos xiloéfagos na década de 50 em centros de pesquisa internacionais. Nesse
mesmo periodo, foi verificada a sensibilidade de alguns microrganismos a esse procedimento.
Notam-se na literatura estudos dispersos relacionados aos efeitos da radiagdo gama sobre os
bens culturais e quando esses existem sao voltados apenas para o estudo da resisténcia mecanica
dos materiais (ADAMO et al., 1998, 2001, 2003; RIZZO et al., 2002; MAGAUDDA, 2004;
NUNES et al., 2013; SILVA et al., 2013; MAHMOUD, et al., 2013; ADAMO et al., 2015;
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BACCARO et al., 2015; GLUSZEWSKI et al., 2015). Aziz e colaboradores (2007) afirmam
que a radiacdo gama ¢é capaz de controlar o crescimento fingico em diversos substratos. Ha
estudos que relatam o uso da irradiacdo gama como agente microbicida e antimicrobiano em
pinturas (RIZZO et al., 2002; SILVA et al., 2013; YOON et al., 2015; SHEIKH et al., 2021).
Percebe-se ainda escassez de estudos que abordem especificamente a alteracdo dos pigmentos
e aglutinantes em materiais pictoricos apos a irradiagdo gama, pois a estabilidade fisico-quimica
da cor (pigmento) e do aglutinante podem ser afetados pela irradiacdo gama (MANEA et al.,
2012, MOHAMOUD, et al., 2013; BERTRAND et al., 2015; YOON et al., 2015; SHEIKH et
al., 2021). O tratamento atualmente empregado na descontaminacao microbiana em acervos
bibliograficos ¢ o cobalto-60 (TOMAZZELO, 1994; MAGAUDDA, 2004; VASQUEZ e
NAGALI, 2020), que ¢ obtido por meio do bombardeamento por néutrons do isétopo estavel
Cobalto-59, que apresenta como caracteristica a meia vida de 5,24 anos. A faixa de dosagem
da radiag@o do Cobalto depende das especificagdes do objeto a ser tratado. Para procedimentos
de desinfeccdo, desinfestacdo e/ou esterilizagdo de dispositivos médicos, produtos e objetos por
irradiacdo as doses podem compreender de 5,0 kGy até 25,0 kGy (WHO 1999; AZIZ, et al.,
2007; FDA, 2019). Para o controle de infestacao por insetos em livros sao necessarias doses de
radiacdo relativamente baixas, da ordem de 0,2 kGy a 0,5 kGy. Para a eliminag¢ao de fungos as
doses variam entre 3 kGy a 12 kGy (TOMAZZELO, 1994; RIZZO et al., 2002; MAGAUDDA,
2004; BANK et al., 2008; SILVA et al., 2013; ADAMO et al., 2015; BACCARO et al., 2015;
GLUSZEWSKI et al., 2015; SHEIKH et al., 2021).

3 JUSTIFICATIVA

A ocorréncia de microbiodeterioragdo em bens culturais representa sérios danos e riscos
a preservacao do patrimonio cultural, principalmente de pinturas, pois essas possuem substratos
ricos em camadas pictdricas que podem servir como fonte energética para microrganismos. A
perda dos materiais e caracteristicas historico-artisticas dos objetos aos quais o0s
microrganismos estdo associados resulta em prejuizos culturais e econdmicos incalculdveis
para a sociedade. Os fungos podem utilizar um largo espectro de nutrientes para seu
crescimento tal como pigmentos, adesivos, vernizes e aglutinantes (substancias presentes em

pinturas).
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A obra “Frevo”, um painel a 6leo, de autoria de Candido Portinari, integra o Conjunto
Arquitetonico Paisagistico da Pampulha, encomendado por Juscelino Kubistchek em 1940 a
Niemeyer. O complexo paisagistico da Pampulha juntamente com os bens culturais que o
integram receberam o titulo da UNESCO de patrimoénio cultural da humanidade, fato que
enfatiza a necessidade de preservagdo do principal ponto turistico belo-horizontino. Logo, se
faz mister a preservacdo desse complexo paisagistico (e os bens que o integram) para Belo
Horizonte, MG, para o Brasil e para a comunidade mundial, pois fomentam o turismo cultural,
que ¢ uma atividade importante economicamente para a populagdo. Essa atividade econdmica
sofre declinio quando ha mé conservagao do patrimonio cultural, além das consequéncias da
biodeterioracdo avancada que ocasionam danos irreparaveis aos bens culturais. Em
consequéncia desses danos surge a demanda por realizacao de restauragao, atividade onerosa e
que resulta em embargos as visitagdes turisticas.

A biodeterioracdo, especificamente a microbiodeterioragdo, que ocorre em bens
culturais, tem chamado aten¢do dos pesquisadores nos ultimos anos, devido a necessidade de
entender seus processos € mecanismos para a proposi¢do de métodos de controle do
crescimento microbiano e descontaminacdo das superficies desses bens. Porém, ha um
quantitativo limitado de estudos de microbiodeterioracdo aplicada a pinturas no Brasil,
principalmente no que tange ao uso da radiagdo gama cobalto-60 como agente descontaminante
e/ou preservante. Logo, o estudo dos fungos colonizadores de pinturas com énfase na pesquisa
microbioldgica e o estudo fisico-quimico dos materiais empregados no objeto cultural
pesquisado integram agdes adequadas para o controle do crescimento e da proliferagdo desses
microrganismos. Sendo assim, tdo importantes no ambito da ciéncia da conservagdo curativa
quanto da preventiva no que tange agdes para preservagao do objeto cultural e sua salvaguarda.

Assim, nota-se a necessidade de estudos que prospectem os fungos, compreendam os
mecanismos de deterioracdo desses mnos substratos das pinturas, que busquem
processos/métodos para o controle do crescimento microbiano, como a desinfec¢ao por
radiacdo cobalto-60. Além disso, hd a necessidade de que essas pesquisas avaliem, ainda, a
interagdo desse tratamento com os materiais (substratos) pictoricos. Nesse sentido, o presente
trabalho pretende contribuir para o entendimento dos processos de microbiodeterioracao
fingica, do método de controle do crescimento microbiano pelo emprego da radiagdo cobalto-
60, como agente descontaminante, e buscar uma faixa de dosagem (minima e maxima)

adequada para descontaminacdo e controle do crescimento fingico que ocasione danos
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minimos ao material pictdrico, contribuindo para a salvaguarda das pinturas consideradas
patrimonio cultural. Um aspecto importante desse trabalho ¢ a possibilidade de aplicabilidade
desse método cientifico integrado que busca o conhecimento fisico-quimico do substrato da
obra, e o conhecimento dos microrganismos associados a obra para entdo propor métodos de
descontaminacdo e de controle adequados em outras pinturas e outros bens culturais, tais como
acervos graficos documentais e histéricos, acervos em tecido como vestes, acervos em

esculturas, acervos filmicos e acervos em diversos substratos.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

- Investigar os efeitos da radiagdo gama (cobalto-60) na comunidade fungica a partir dos isolados
obtidos da pintura “Frevo” de Candido Portinari, como estudo de caso.

- Investigar a composi¢do da camada pictorica da obra através de técnicas analiticas fisico-
quimicas empregadas nas microamostras pictoricas da pintura original.

- Realizar testes de susceptibilidade antifingicas dos isolados encontrados na obra a partir de

componentes identificados em exames realizados nos microfragmentos da obra original.

4.2. Objetivos especificos

- Analisar a diversidade dos fungos através de método direto (isolamento) e cultivo;

-Analisar a composicao do substrato pictérico por métodos fisico-quimicos ndo destrutivos por
técnicas tais como (espectroscopia de Infravermelho, Raman e Microscopia eletronica de varredura)
afim de propor tratamento para a descontaminac¢do microbiana compativel com substrato pictorico;
- Realizar testes antimicrobianos in vitro com compostos puros (encontrados nos exames fisico-
quimicos realizados) frente aos isolados fungicos identificados na obra;

-Realizar testes de perfil enzimatico com meios contendo diversas fontes de carbono para analisar
a atividade enzimatica dos isolados fingicos da obra em diferentes meios solidos;

- Realizar testes de submissdo de irradiagdo gama com os isolados fungicos identificados na
obra propondo uma faixa de dosagem de radiacdo gama cobalto-60 (minima e maxima)
permissivel para desinfecc¢do e o controle do crescimento fingico que ocasione danos minimos

na camada pictorica dos fragmentos.
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S METODOLOGIA

5.1 Caracterizacao da pintura
5.1.1 Exames globais: organolépticos

Os exames organolépticos foram realizados na pintura para a percep¢do de suas
caracteristicas de fabricacao por meio dos sentidos humanos. Foram observadas as cores, o
brilho e a textura para avaliar o estado de conservacao da obra (GOMEZ, 2005). Esses exames
foram os primeiros realizados na pintura, para a observagao de detalhes da fabricagdo e técnicas
empregadas na pintura. Estes foram executados com o auxilio de uma lupa binocular a luz

visivel para averiguar o diagnostico do estado de conservagdo da obra.

5.1.2 Coleta dos fragmentos pictéricos na obra “Frevo”

Foram coletados 14 fragmentos pictdricos, em locais onde havia desprendimentos ou
perdas das camadas de tinta, com auxilio de bisturi n° 11. Os fragmentos foram armazenados
em microtubos de plastico estéreis e acondicionados em local limpo, com baixa luminosidade
e arejado, para posterior realiza¢do de andlises fisico-quimicas. De um total de 14 fragmentos
coletados, 11 pertencem a area ndo terminada e 3 a parte terminada pelo artista. Dentre as
ultimas amostras, uma refere-se a area de restauro da obra “Frevo”. O mapeamento das areas

de coleta ¢ detalhado (FIGURA 9).
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Figura 9: Fotografia com maypeaglento d
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5.1.3 Corte estratigrafico dos fragmentos ¢ microscopia optica

Dentre as 14 microamostras que foram retiradas em locais de perda da camada pictorica,
foram selecionadas para o estudo, 3 amostras da area terminada (6, 13 e 14) e trés da area ndo
terminada (5, 10 e 12) pelo artista para realizar os cortes estratigraficos. Esses cortes
estratigraficos das 6 microamostras possuiam escalas e tamanhos que variaram entre dimensdes
micrométricas e milimétricas. Os fragmentos analisados foram visualizados ao microscopio
com objetivas de 50x e 100x de aumento para a visualizagdo. A resolugdo das imagens obtidas
dos fragmentos e cortes foram 1804 x 1368 pixels, possibilitando a visualiza¢do das camadas e
dos estratos conforme estudado pelos quimicos MATTEINI; MOLLES, 2001.

Para a realizacdo dos cortes estratigraficos, as 6 amostras foram inseridas
individualmente em uma matriz plastica composta por uma resina acrilica autopolimerizante
transparente. Primeiramente separa-se um recipiente que ¢ o molde. Foram separados
microtubos tipo eppendorf cortados ao fundo. Logo em seguida posicionou-se o fragmento
pictorico na posicdo que pretende observar as camadas ao microscOpio na tampa dos
microtubos, fixou-se o fragmento com cola (foi usada a cola ep6xi Loctite Super Bonder Power

Flex Gel Control), depois misturou-se a resina com endurecedor na proporgao 2 por 1, ou seja,
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50 g de resina para 25 g de endurecedor (Avipol resinas), verteu-se a resina misturada no molde
com o fragmento pictoérico. A polimerizagdo ocorre apos 24hs, apds essa fase realizou-se a
retirada do molde, e, em seguida realizaram-se polimento com auxilio de lixas finas com
diferentes gramaturas, para somente entao as amostras serem submetidas a observagao e estudo
ao microscopio Optico Olympus para observar as sequéncias morfoldgicas das camadas
pictéricas e seus estratos (DQ/ICEx/UFMG). Ja o registro de aquisicdes de imagens
fotograficas dos fragmentos e de suas respectivas estratigrafias foram realizadas empregando
microscopio Leica DM 4500, com camera fotografica da Nikon D60 acoplada, e o software
empregado foi o Las Core versao 4.6, utilizando a luz transmitida do equipamento pertencente
ao Centro de Microscopia Eletronica da UFMG. A formatacao/edicao das imagens foi realizada

no programa Gimp 2.1 GNU.

5.1.4 Espectroscopia no infravermelho (IV)

Os espectros no IV foram obtidos pela passagem da radiagdo IV através da amostra e
pela determinacdo da radiagdo incidente absorvida, sendo a energia absorvida foi menor que
0,4 uw conforme recomendado (SKOOG et al., 2006; LEITE, 2008; VAHUR et al., 2009). A
energia de cada banda no espectro de absor¢ao no IV correspondeu a frequéncia de vibragao de
uma parte da molécula da amostra analisada. A conversao do interferograma para espectro foi
obtida pelo tratamento matematico com transformadas de Fourier, realizadas automaticamente
pelo equipamento de espectroscopia no IV.

A técnica de espectroscopia no IV foi empregada no modo ATR (reflectancia total
atenuada), em que as amostras soOlidas (microfragmentos pictoricos) foram posicionados
individualmente sobre um acessério denominado Micro ATR de cristal (seleneto de zinco
angulo de incidéncia de 45°, drea do cristal de 500mm, com obtengdo de 12 reflexdes)
opticamente denso cujo indice de refracdo possui valor alto (entre 2,38 € 4,01) com objetivo de
exercer maior contato (BUFFETEAU et al., 1996; SKOOG et al., 2006; BRACCO & HOLST,
2013). A radiagdo produzida e direcionada a um angulo especifico pelo equipamento passou
através do cristal em direcdo a cada amostra analisada que foi totalmente refletida em sua
superficie interna (BUFFETEAU et al., 1996; VAHUR et al., 2009). Dessa maneira, o feixe de
luz penetrou nas camadas finas da superficie de cada amostra absorvente (0,5 a 5 pm) que sofreu
perda de energia nos comprimentos em que o material absorveu. A intensidade da radiagdo foi

atenuada devido as multiplas reflexdes ao longo do tamanho da amostra, ou seja, ocorreu a
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mensuracao da reflectincia total atenuada, e um espectro da superficie de cada amostra foi
detectado pelo interferometro de aluminio cuja bancada otica ¢ selada e dessecada com Csl
(iodeto de césio), e assim os espectros foram reproduzidos para serem analisados
posteriormente de forma minuciosa (BUFFETEAU et al., 1996; VAHUR et al., 2009).

Foram obtidos espectros no IV, no modo ATR, de 6 amostras da pintura “Frevo”, sendo
3 da area acabada e 3 da area ndo acabada, tanto na frente como no verso dos microfragmentos,
para pesquisar aglutinantes, pigmentos da base de preparagdo e da camada pictorica no
equipamento Perkin Helmer FT-IR Spectrum GX, pertencente ao Departamento de Quimica do
Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG,
Brasil (DQ/ICEx/UFMG). O equipamento FT- IR foi usado na faixa de 225 a 4000 cm™!, foram
realizados 64 scans em cada microfragmento. Os resultados foram analisados no programa
Spectrum versdo 5.3.1. Adicionalmente para o tratamento dos dados qualitativos obtidos ao
exame IV foi empregado o Software R versdo (4.1.3), empregando-se ainda as extensdes gg

plot 2 (3.3.6) e reshape 2 (1.4.4.) que produzem um grafico que representa esses resultados.

5.1.5 Espectroscopia Raman

A técnica de espectroscopia Raman foi empregada para a caracterizagdo dos pigmentos,
¢ amplamente utilizada em Quimica Analitica para analises de pinturas em cavalete, painel e
mural de diferentes épocas (SALA, 1996; OLIVEIRA et al.,, 1998; LEITE, 2008). O
comprimento de onda da sonda que ¢ uma fonte de laser diodo, situou-se em 632,8 nm, de um
laser de He-Ne, refrigerado a ar, cuja poténcia empregada foi baixa (abaixo de 0,4 pw), sendo
que a faixa que o equipamento permite ¢ entre 0,100 pyw e 1,000 mw, e a faixa de deslocamento
Raman realizadas de 60 a 3000 cm™. Os raios lasers emitidos pela fonte diodo ao atingirem o
material foram espalhados pelo mesmo, gerando luz de energia diferente da incidida: esse
evento ¢ conhecido como efeito Raman (OLIVEIRA et al., 1998; LEITE, 2008). As amostras
foram entdo manipuladas em microscopio monitorizado acoplado BX 41 com estagios X, Ye
Z. Esse equipamento possui ainda lentes de aumento de 50x e 100x que permitiram resolug¢ao
espacial de 10 ym no que tangem as analises dos fragmentos.

Os 6 fragmentos foram analisados em espectrofotometro Raman WITEC Alpha 300 RA
e as imagens e espectros detectados por leitor CCD do mesmo equipamento no Laboratdrio de
Caracterizacao e Processamento de Nanomateriais pertencente ao Departamento de Fisica da

Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil (LCPNANO/DF/ICEx/UFMG).
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Os resultados foram analisados no software da Witec 4.1 para identificar o deslocamento Raman
dos compostos quimicos presentes nos materiais pictoricos da obra de Portinari tais como
pigmentos e aglutinantes. Para o tratamento dos dados qualitativos obtidos ao exame Raman
foi empregado o Software R versao (4.1.3), empregando-se ainda as extensoes gg plot 2 (3.3.6)

e reshape 2 (1.4.4.) que geram um grafico ilustrativo dos resultados encontrados.

5.1.6 Microscopia eletronica de varredura dos fragmentos (MEV)

O microscopio eletronico de varredura foi empregado para a avaliagdo microestrutural
e produgdo de imagens em alta resolugdo (até¢ 300.000 x de aumento). Os feixes de elétrons
foram transmitidos por um filamento capilar de tungsténio (eletrodo negativo), apds a aplica¢ao
de uma diferenca de potencial que variou de 0,5 a 25 KV (MANNHEIMER, 2002;
GOLDSTEIN et al., 2003), permitindo a variagdo da acelera¢do dos elétrons e provocando o
aquecimento do filamento. A parte positiva em relagao ao filamento do microscépio (eletrodo
positivo) atraiu fortemente os elétrons gerados, resultando em uma aceleracdo em direcao ao
eletrodo positivo. A correcdo do percurso dos feixes foi realizada pelas lentes condensadoras
que alinharam os feixes em dire¢do a abertura da objetiva. A objetiva ajustou o foco dos feixes
de elétrons antes deles atingirem as amostras analisadas e produziu imagens das superficies
analisadas fornecendo ainda informagdes sobre suas topografias, e, o equipamento no modo
EDS (espectroscopia por energia dispersiva) possibilitou analises quimicas elementares (mapa
quimico), ou seja, possibilita anélises de composi¢ao elementar de amostras.

As amostras (5, 10 e 12) e (6, 13 e 14), foram analisadas em microscépio eletronico de
varredura de feixe duplo FEI Quanta 3 D (SEM-EDS) que atuou no modo baixo vacuo 15 Pa
equipado com um espectrometro de energia dispersiva e camera de vacuo acoplada cuja
capacidade de magnificagdo foi 300.000 x. Para a maioria das andlises elementares dos
fragmentos pictoricos (heterogéneos) foi aplicada a corrente de feixe de 50 nA e tensdo de
aceleracdo de até 25 kV, porém, para a maioria das andlises, o equipamento foi operado com
feixe de 15 kV. O didmetro do feixe foi focado em cerca de 1 nm, para melhorar a condutividade
da superficie. Os fragmentos foram fixados em stubs de aluminio e cobertos com fita adesiva
dupla face de carbono, com objetivo de caracterizagdo fisico-quimica, por detector de elétrons
retroespalhados e secundarios e topografica das superficies pictoricas dos fragmentos. As
imagens produzidas também foram detectadas por leitor SSD, equipado ainda com analisador

multicanal com 2048 canais (10 eV/canal). Os experimentos e as analises elementares foram
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realizados em 2 pontos de cada amostra no equipamento FEI Quanta 3 D (SEM-EDS) no
Centro de Microscopia da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil
(CM/UFMQ). Para tratamento dos dados qualitativos obtidos ao MEV foi empregado o
Software R versao (4.1.3), empregando-se ainda as extensoes gg plot 2 (3.3.6) e reshape 2

(1.4.4.) que produzem um grafico representativo desses resultados.

5.2 Caracterizacao dos fungos em pinturas
5.2.1 Fotografia a luz visivel

O exame a luz visivel consistiu na avaliacao do objeto artistico a luz visivel (faixa de
380 nm a 780 nm do espectro eletromagnético da particula da luz) que incidiu diretamente na
obra, e foi registrada por uma camera fotografica profissional Nikon D60 (GOMEZ, 2005).
Esse exame ¢ utilizado para o conhecimento das caracteristicas formais e estilisticas da obra, e
para a avaliagdo detalhada do estado de conservacao (presenca de craquel€s, ranhuras,
biodeterioracdes e biofilmes). Alguns registros fotograficos foram realizados posteriormente
com auxilio de uma camera fotografica 48MP QUAD CAMERA integrada ao celular Android
modelo Redmi* Note versdo 8, tais como as micro deterioragdes e biofilmes na superficie

pictérica da pintura “Frevo”.

5.2.2 Coleta de amostras microbioldgicas

Foram coletadas 25 amostras microbioldgicas com auxilio de swabs embebidos em agua
destilada estéril, pelo método do esfregaco na superficie pictérica com movimentos uniformes,
alternando o lado do swabs que tocavam a pintura carreando o maximo de células microbianas
(FIGURA 10), em 25 quadrantes que compdem a superficie da pintura “Frevo”, de autoria do
artista Candido Portinari conforme mapeamento (FIGURA 11). As hastes desses foram
cortadas com tesoura seca e previamente desinfectada com alcool 70 ° INPM, os swabs
acondicionados em tubos (eppendorfs) e transportados em suporte em caixa térmica contendo
gelo seco a temperatura -78°C e levadas para laboratorio. Essas amostras foram coletadas no
dia 16/04/15 e 06/04/18, para a pesquisa bioprospectiva preliminar em 2015, e, segundo para a
pesquisa do projeto de doutorado, com o objetivo de avaliar a sucessao ecologica dos fungos
nesse periodo. Foram aferidos os dados meteoroldgicos da estagao climatica operante em Belo
Horizonte, no estado de Minas Gerais n © (OMM: 83587), cujas coordenadas geograficas sao
de Latitude (graus):-19.93, Longitude (graus): -43.93, Altitude e (metros): 915.00, do Instituto

Nacional de Meteorologia (INMET). Esses dados coincidem com a geolocalizagdo do bairro
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onde situa-se a obra “Frevo”. As amostras coletadas foram mantidas a 4°C em geladeira até o
processamento no Laboratério de Biologia Molecular e Computacional de Fungos do Instituto

de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (Bloco J4/ Sala 158/ LBMCF/ICB/UFMG).

Figura 10: Fotografia da coleta microbioldgica na superficie da pintura “Frevo”

Figura 11: Fotografia com mapeamento das areas de coleta microbiold
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5.2.3 Isolamento dos fungos cultivaveis

O isolamento dos fungos cultivaveis foi realizado a partir das amostras coletadas, com
o auxilio de swabs na superficie da pintura “Frevo” de Portinari, nos locais parcialmente
colonizados por fungos, € nos locais nao colonizados por fungos. O processamento dessas
amostras foi realizado pela técnica de dilui¢des seriadas. Cada amostra foi homogeneizada em
1 mL de solu¢do salina a 0,85%, que posteriormente, foi transferida para um tubo com 9 mL de
soro fisiolégico. A segunda diluicdo (1072) foi realizada transferindo-se 1 mL da dilui¢do de
(10" contendo 9 mL de salina e assim sucessivamente até 10~. As amostras foram plaqueadas
em placas de Petri contendo meio BDA (Batata- dextrose- dgar) (HIMEDIA) com cloranfenicol
a 1%. De cada diluicao foi retirada uma aliquota de 0,2 mL e realizada a semeadura na superficie
do meio solidificado, realizou-se o espalhamento com al¢a de Drigalski. As placas foram
incubadas por 14 dias a 28° C (SIDRIM, 2004; ZAITZ, 2010). Apos o crescimento das colonias
procedeu-se o isolamento observando-se as colonias morfologicamente semelhantes através de
repicagens com auxilio de algas estéreis. O isolamento dos fungos foi importante na
determinagdo da presenca desses microrganismos no ambiente, no caso na superficie pictorica

(BROCK et al., 2010; SIDRIM et al., 2004; ZAITZ, 2010).

5.2.4 Selecao macromorfologica das colonias e micro cultivos

Foi realizada a observagao macroscopica dos cultivos das amostras coletadas: tamanho
das coldnias, aspecto se pulverulento ou cotonoso, leveduriformes (aspecto cremoso), além da
do crescimento. As colOnias leveduriformes podem apresentar o crescimento limitado,
enquanto, as colonias filamentosas podem apresentar crescimento invasor (BROCK et al.,
2010; SIDRIM, 2004). O tempo de crescimento das colonias pode variar sendo considerada
rapido (<7 dias) e intermediario (8 a 14 dias) (SIDRIM, 2004). Em relagdo as colonias obtidas
observou-se textura, pigmentagdo, topografia, aspecto das bordas, cor, didmetro e tempo de
crescimento. Esses parametros auxiliaram na identificacao presuntiva das espécies fungicas. O
meio empregado foi BDA (Batata- dextrose- dgar) (HIMEDIA) acrescido de cloranfenicol a
1% (SAINTSUN PHARMA), os isolados foram incubados por 14 dias em estufa a 28° C.

Foram realizados microcultivos dos isolados em duplicata e incubados a 28° C conforme

a técnica de RIDELL, 1970, por 14 dias. Os morfotipos isolados foram visualizados em luz
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transmitida ao microscopio Olympus, lente de aumento de 40x e 100x. Primeiro procedeu-se a
visualizacdo, e posteriormente a identificacdo das estruturas reprodutivas com emprego do

corante lactofenol/azul de algodao para todos os isolados.

5.2.5 Extragdo dos DNAs dos isolados

Apos o crescimento dos isolados, os DNA(s) desses, foram extraidos individualmente
conforme descrito por SCHABEREITER-GURTNER et al., 2001, utilizando o FastDNA Spin
Kit (Mp Biomedicals, Lote: 103927). Um volume de 200 pL da amostra de cada isolado foi
suspenso em 1 mL de tampao de lise (Tris pH 8,0 200 mM, EDTA 50 mM, NaCl 200 mM,
Citrato de Sodio 2 mM e Cloreto de Calcio 10 mM) contendo 20 mg/mL de lisozima. As
amostras foram incubadas a 37°C durante 1 hora com agitagdo periddica. Proteinase K (1
mg/mL) e o SDS (dodecil sulfato de so6dio) (0,3%) foram entdo adicionados e a mistura foi
incubada por mais 30 min a 70°C. As amostras foram centrifugadas a baixa rotagdo em
microcentrifuga por 2 minutos na presenca de 3% de SDS e 0,5 g de micro pérolas de vidro
com 0,1 mm de diametro. O lisado foi entdo tratado com RNAse por 20 min a 37 °C. As
proteinas foram precipitadas a partir de 200 pL da fase aquosa da solu¢do com 200 pL de
isopropanol. Os pellets de DNA(s) foram lavados com etanol 70% e suspensos em uma solucao
de 50 uL de 10mM de Tris ¢ 1 mM de EDTA em pH 8,0.

ApoOs a extracdo, a verificacdo da qualidade e quantidade dos DNAs obtidos foram
mensurados em espectrofotdometro Nanodrop 1000ND (Thermo Scientific, USA) e, em seguida,

foram verificadas em eletroforese em gel de agarose por 20 min a voltagem de 100 v.

5.2.6 Reagdo em cadeia da polimerase

Para todos os isolados foi realizada a reagdo em cadeia da polimerase PCR, contendo 2
pL de cada amostra de DNA (aproximadamente 50 ng de DNA). A reag¢do de PCR foi realizada
utilizando o Kit KAPA Taq HotStart em volume final de 50 pL, contendo 10 pL de tampao 5x
KAPA, 3,0 uL de MgCl> (25 mM), 1 uL de DNTP (10mM), 1 pL de primer ITSS (10 pmol), 1
puL de primer ITS4 (10 pmol), 1 puL de DMSO (absoluto), 1,5 uL. de BSA (1pg/uL), 5 uL de
betaina (5M), 0,2 uL de Taq (5U/uL), 25,3 uL ddH20, e 1 pL de DNA. A rea¢ao de PCR foi
realizada em termociclador Biocycler e Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems),

com a seguinte programag¢ao: desnaturacao inicial: 94°C por 2 min, 35 ciclos de desnaturagao:
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94°C por 1 min, anelamento: 58 °C por 1 min, extensdo: 72°C por 1 min e extensado final: 72°C
por 5 min. Para verificar se o fragmento de interesse foi amplificado, os produtos de PCR foram
analisados em gel de agarose 1% utilizando o tampao TBE 0,5x (Tris-Borato EDTA 0,5 M pH
8,0) com adi¢ao de brometo de etideo. Todas as amostras amplificadas foram purificadas
utilizando EDTA 125 mM, etanol 70%, e etanol absoluto. Para o procedimento de purificagdo,
45 uL do produto de PCR amplificado foi misturado com 11,25 ul. de EDTA e 135 pL de etanol
absoluto, a mistura foi homogeneizada e centrifugada a 13.000 rpm por 25 min a 4°C, em
seguida, o sobrenadante foi retirado cuidadosamente, 120 puL de etanol 70% foram adicionados
aos tubos e estes foram homogeneizados por inversodes sucessivas e centrifugados a 13.000 rpm
por 10 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o etanol residual foi
evaporado durante 20 min a uma temperatura de 37°C. O DNA foi ressuspendido em 10 pL de
agua Milli-Q autoclavada e incubado a 37°C por 20 min. Os produtos de PCR resultantes foram
purificados usando o High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Lote:21538900),
seguindo o protocolo proposto pelo fabricante. Apds a purificagdo, 100 ng de DNA gendmico

de cada amostra extraida foi enviada para sequenciamento em empresa especializada.

5.2.7 Sequenciamento

O sequenciamento do DNA dos isolados foi realizado a partir dos produtos das
amplificagdes por PCR, utilizando os iniciadores das extremidades ITSS5 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (WHITE
et al., 1990). Cada reacdo de sequenciamento foi realizada em um sequenciador automatico
DNA sequencer ABI3730TM (Applied Biosystems) da empresa Myleus Biotechnology. Todas
as sequéncias obtidas foram editadas e as sequéncias consenso geradas no software Geneious®
9.0.5. As sequéncias consenso obtidas foram submetidas e analisadas aos programas Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) disponivel em (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/) para
comparagao e identificacdo por analise de similaridade com o banco de dados (nr) Genbank do
NCBI. As analises foram feitas comparando-se as sequéncias depositadas no banco de dados
citado com as sequéncias obtidas nesse trabalho. Para o tratamento dos dados qualitativos
obtidos foram propostos graficos do tipo Diagrama de Venn para andlises de familias, espécies
e géneros encontrados. Para plotar esses graficos foi empregado o Software R versao (4.1.3),
adicionalmente foram necessarios os pacotes de extensoes venn (1.10) e gg plot 2 (3.3.6) que

geram graficos que ilustram os resultados.
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5.2.8 Screnning enzimatico

Para realizagdo do screnning enzimatico foram selecionados os 14 isolados fingicos
identificados anteriormente. Primeiramente esses isolados foram transferidos, em capela de
fluxo laminar em técnica asséptica com auxilio de canudo estéril. Um plug de micélio de cada
isolado, foi colocado no centro da Placa de Petri contendo BDA (Batata- dextrose- agar)
(HIMEDIA) acrescido de cloranfenicol a 1% (SAINTSUN PHARMA), foram incubadas por 5
dias em estufa a 28° C. Posteriormente apds crescimento os isolados foram utilizados para
screening enzimatico em meio contendo fontes de carbono para verificagao da producao das
enzimas pelos fungos isolados em triplicatas técnicas.

A composi¢cdo do meio preparado com fonte de carbono para expressdo da enzima
celulase foi carboximetilcelulose de baixa viscosidade (Sigma, EUA) (YNB 0,67g. L,
celobiose 0,05g. L!; agar: 20,0 g.L'!; CMC: 5,0 g.L'!; 4gua destilada). A reacdo positiva para
a celulase foi realizada apds 5 dias de incubagdo dos isolados em estufa a 28° C, o meio ¢ os
isolados foram revelados com 10 mL de solugdo corante de vermelho congo (Vetec) (2,5 g.L
1. Apos 15 min, a solugdo foi descartada e as culturas foram lavadas com 10 mL de solugio de
NaCl 1 mol. L"!. Aguardou-se por periodo de 15 minutos para a mensuracio dos halos e
colonias.

Para a verificacdo da producao da enzima lipase foi preparado um meio com os
reagentes da (Sigma, EUA) (2,5 g peptona g. L!; extrato de levedura 1,25g g. L', 4gar 2g,
tributyrin 1g g. L!; 4gua destilada, pH 6,0). A reagdo enzimética positiva para lipase foi
realizada ap6s 5 dias de incubagdo dos isolados em estufa a 28° C. Esta ocorre pela formagao

de zonas claras ao redor da colonia decorrente da degradacdo do sal do acido gorduroso
(HANKIN, ANAGNOSTAKIS, 1975; CARDENAS et al., 2001; FERNANDES, 2009).

Para o ensaio da enzima ligninase foram empregados os reagentes (Sigma, EUA) (2,5 g
peptona g. L'!; extrato de levedura 1,25g g. L', agar 2g; dgua destilada) acrescidos de 0,01%
de corante Azul brilhante de Remazol (RBBR) (Sigma, EUA). A reacdo enzimadtica positiva
para ligninase também foi realizada apds 5 dias de incubacdo dos isolados em estufa a 28° C,
que ocorre pela formagdo de zonas claras em volta da colonia em razdo da degradacdo da

lignina.



63

Para a realizagdo do ensaio da enzima xilanase (Sigma, EUA) foram utilizados (YNB
0,67g. L', xilana 0,05g. L''; 4gar: 20,0 g.L"!; 4gua destilada). A reagiio positiva para a xilanase
foi realizada apds 5 dias de incubagao dos isolados em estufa a 28° C, o meio e os isolados
foram revelados com 10 mL de solugao triiodeto de potéssio, ou seja, com lugol, cuja formula
quimica ¢ (I3K) (Sigma, EUA). A reagdo enzimatica positiva para xilanase ocorre pela formagao
de zonas claras em volta da colonia em funcdo da degradacgao da xilana.

Foram feitos trés controles para cada ensaio de descoloracdo de cada isolado. No
primeiro a enzima foi substituida por 4gua destilada estéril e no segundo, manteve-se o volume
da enzima empregada como tampao, no caso da lipase, e substitui-se o corante quando
necessario por agua destilada estéril, por ultimo o controle de crescimento do indculo. A
produgdo enzimatica foi evidenciada pela formacao de halos alaranjados ou translicidos ao
redor das colonias com a necessidade ou ndo de solugdo reveladora para visualizacao
dependendo da metodologia.

A leitura do ensaio scremning enzimatico foi realizado apés 5 dias do periodo de
incubac¢do dos isolados fungicos a 28°C em estufa. Para a mensuragdo empregou-se um
paquimetro digital de alta precisdo cuja faixa de mensuracdo de 0-150 mm, previamente
calibrado, da marca Vernier, o experimento foi realizado em triplicata bioldgica para cada
espécie, e, ainda foi realizado o controle positivo em que se verificou a viabilidade dos inoculos,
e controle negativo em que se averiguou o controle de esterilidade dos meios empregados.

Para analisar o potencial enzimatico dos isolados testados utilizou-se como parametro o
indice enzimatico (IE), determinado pela equacdo IE= Dh/Dc, em que Dh compreende o
diametro em milimetros (mm) do halo de hidrélise e Dc corresponde ao didmetro em (mm) das
colonias dos isolados fungicos. Esse indice foi proposto por pesquisadores (HANKIN;
ANAGNOSTAKIS, 1975; OLIVEIRA et al., 2006) e ¢ amplamente empregado para triagem
de microrganismos produtores de enzimas em meio solido. Por esse calculo ¢ possivel inferir
que aqueles microrganismos que apresentarem indice enzimético altos sdo aqueles que
produziram maior quantidade de enzimas nos meios testados (OLIVEIRA et al., 2006). Para o
tratamento dos dados qualitativos e quantitativos obtidos foi proposto grafico box plot, para
realizar esse foi empregado o Sofiware R (versdo 4.1.3), utilizando-se ainda os pacotes de
extensoes gg plot 2 (3.3.6) e reshape 2 (1.4.4) que produzem um grafico que expressa os

resultados obtidos com esse ensaio screnning enzimatico.
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5.2.9 Avaliagdo do potencial de inibigdo do crescimento fungico dos isolados de Portinari frente aos
componentes identificados na composigao de pigmentos e aglutinantes encontrados na obra Portinari

A atividade antimicrobiana pode ser mensurada determinando-se a quantidade minima
de um agente que € necessaria para inibir o crescimento de um microrganismo, essa quantidade
¢ denominada concentracao inibitoria minima (CIM). Essa susceptibilidade antifingica foi
realizada frente aos 14 isolados identificados da pintura original de Portinari. Essa caracteristica
de susceptibilidade foi avaliada pelo método da microdiluicdo em caldo, descrito no Clinical
and Laboratory Standards Institute (M38-A2, CLSI, 2008) para fungos filamentosos, ¢ (M27-
A3, CLSI, 2008) para fungos leveduriformes, frente a 14 componentes identificados na
composi¢ao das camadas pictoricas da obra de Portinari. Esses compostos foram testados em
diferentes concentragdes, em sua maior parte encontravam-se em pureza analitica, exceto os
que foram no presente texto nomeados (aplicacdo exclusiva em obras de arte), e os quais na
maior parte foram doados pelos docentes do Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias
Exatas da UFMG para realizagdo desse ensaio. Foram testados: V1 / 6leo de linhaca (aplicacdo
exclusiva em artes) (C1sH320) (Winsor & Newton), V2 / carbonato de calcio impuro (aplicagao
exclusiva em artes) (CaCosz) (Armazém das Artes), V3 / dioxido de Ferro (aplicagdo exclusiva
em artes) (Fe203),V4 / oxido de Ferro (aplicagdo exclusiva em artes) (FeO) (Morgan
Pigmentos), V5 / carbonato de calcio puro (CaCos) (Synth), V6 / didéxido de zinco (Zn O2)
(Merck), V7 / triéxido de zinco (ZnOs3) (Baker), V8 / sulfato e bario (BaSO4) (Synth), V9 /
sulfato de célcio (CaSOs) (Vetec), V10 / didxido de titanio (TiO2) (Vetec), V11 / didxido de
chumbo (PbO,) (Merck), V12 / azul de cobalto (aplicacdo exclusiva em artes) (Co Al>O4)
(ICROM), V13 / 6xido de zinco (aplicagdo exclusiva em artes) (ZnO) (Kremer), V14 / azul
ultramar (aplicacdo exclusiva em artes) (NasAlsSis024S2) (Kremer).

Os isolados da pintura em estudo foram subcultivados em BDA, por 7 dias a 28°C. A
cultura de cada fungo foi suspensa em 1 mL de solugdo salina 0,85% estéril com tween 20 para
a decantacdo das hifas (no caso dos fungos leveduriformes) e em seguida transferida para um
tubo contendo 3mL solug¢do salina estéril. A absorbancia das suspensdes foi ajustada para 0,09
a0,17A em espectrofotdmetro a 530nm, seguidos de dilui¢do na proporg¢ao 1:50 em caldo batata
(Sigma-Aldrich) para os fungos filamentosos, e dilui¢do na propor¢ao 1:50 seguido de 1:20 em
Caldo Batata (Sigma-Aldrich) para os fungos leveduriformes para obter a concentragio 4x10°
a 5x10* células/mL (CLSI, 2008). A cada orificio teste de uma placa de microdiluigio de 96

pocos foram acrescentados 100 L de indculo fungico. O mesmo volume foi acrescentado nos
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orificios relativos ao controle de crescimento e de toxicidade do solvente. Para o teste de
concentragdo inibitéria minima (CIM) dos componentes da parte pictorica carbonato de célcio,
oxido de ferro, didxido de ferro, 6xido de zinco, didxido de zinco, trioxido de zinco, sulfato e
bario, sulfato de calcio, didxido de titanio, didoxido de chumbo, azul de cobalto, azul ultramar,
em todas as dilui¢des foram realizadas em 4gua destilada estéril, a solugdo estoque preparada
foi de 0,1M, e concentracdo de aplicacdo nos testes de 0,01M. A concentragdo de solugao
estoque do dleo de linhaca foi 10mg/mL e concentracdo de testagem de 1mg/mL. O Captan
(Sigma-Aldrich) foi utilizado como controle positivo para fungos filamentosos, diluido em agua
conforme recomendacdes, a solugdo estoque foi 48g/L e a concentracao empregada foi 0,01 M,
e a Nistatina (Bristol-Myers Squibb) a partir de uma solugdo estoque de 10mM e a solugao
empregada para testagem de 1mM, esses valores foram determinados pelos testes de
microdilui¢do antifungica proposto pelo documento M38-A2, do Clinical and Laboratory
Standards Institute- CLSI (2008). As solucdes estoques foram diluidas em meio o caldo batata
(Sigma-Aldrich) e da levedura em caldo Sabouraud (Sigma-Aldrich). As dilui¢des foram
obtidas de forma seriada, de modo que as concentracdes testadas dos compostos acima
variassem na seguinte forma: SmM a 0,0039mM, o 6leo de linhaga 0,5mg/mL a 0,0039mg/mL,
0 0leo de linhaga também foi testado, porém foi diluido com tween 80%, ¢ o seu controle
realizado tween 80% e meio, por ultimo o Captan e a Nistatina na faixa de 0,5 mM a 0,00390625
mM, como controles positivos para fungos filamentosos e leveduriformes respectivamente.
Posteriormente, aliquotas de 100 pL de cada concentragdo foram distribuidas em
orificios da placa de microdilui¢do de 96 pocos. Como controle de esterilidade foi usado
somente o caldo batata (sem a adigao do composto e solvente). Como controle de crescimento
foi utilizado o caldo batata e os in6culos fungicos. Como controle de toxicidade do solvente
usou-se o meio de cultura, juntamente com o solvente e indculo (JOHANN et al., 2010). As
placas foram incubadas por 48 horas para leveduras e 72 horas para fungos filamentosos a 32°C.
A leitura foi realizada visualmente (CLSI, 2008). Os resultados foram expressos em mM, e
somente o 6leo de linhaga foi testado em mg/mL e os experimentos realizados em triplicata
para cada isolado. As solugdes foram utilizadas apds a filtragdo com membrana filtro (22 pm)
(CLSI, 2008). O armazenamento das solucdes estoques foi realizado segundo as instru¢des dos
fabricantes. A leitura foi realizada visualmente, sendo que a densidade da turbidez do
crescimento nos pocos contendo os compostos foi comparada ao controle de crescimento e ao

pogo controle negativo (sem indculo). Nesse contexto, a CIM foi determinada considerando-se
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as menores concentracdes que inibiram o crescimento de microrganismos fungicos em 100%
para compostos ¢ 100% para o Captan (fungos filamentosos) e para a Nistatina (fungos
leveduriformes) (CLSI, 2008). Para o tratamento dos dados qualitativos e quantitativos
adquiridos foi proposto um grafico mapa plot heatmap e, para realizar esse, foi empregado o
Software R (versdo 4.1.3), utilizando-se ainda os pacotes de extensdes gg plot 2 (3.3.6) e
reshape 2 (1.4.4), que sdo capazes de gerar um grafico que reproduz ilustrativamente os

resultados obtidos pelo ensaio CIM.

5.3 Avaliagdo do potencial de inibi¢ao do crescimento fungico dos isolados de Portinari frente a irradiagdo gama
cobalto 60

5.3.1 Potencial de inibi¢ao do crescimento fungico dos isolados em solucdo de esporos frente a trés dosagens de
radiagdo gama cobalto 60

Para realizar o teste de inibicdo do crescimento fingico em solucdo de esporos, os
isolados fungicos da pintura primeiramente foram subcultivados em BDA (Sigma-Aldrich), por
7 dias a 28°C. A partir da cultura de cada fungo foi realizado um raspado que foi suspenso em
1 mL de solugdo salina 0,85% estéril para a decantagdo das hifas (no caso dos fungos
filamentosos), e, em seguida transferida para um tubo contendo 1 mL solucdo salina estéril. A
absorbancia das suspensdes foi ajustada para 0,09 a 0,17A em espectrofotdmetro a 530nm,
seguidos de diluicdo na propor¢ao 1:50 em solucao salina 0,85% estéril para os fungos
filamentosos, e dilui¢gdo na proporcao 1:50 seguido de 1:20 em solucao salina 0,85% estéril
para os fungos leveduriformes para obter a concentragdo 4x10° a 5x10* células/mL (CLSI,
2008). Foram empregadas como grupo controle espécies de fungos filamentosos e
leveduriformes de duas colegdes de referéncia, a primeira a norte americana American Type
Culture Collection (ATCC) e segunda brasileira do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG). O mesmo protocolo de diluigdes
supracitado foi realizado para as espécies filamentosas das cole¢des ATCC nome/codigo
Aspergillus flavus CCT4952 e colecio UFMG nome/codigo Clasdosporium cladospoiroides
MAC BE 037, e, para as espécies leveduriformes como fungo de nome/cddigo Candida
albicans CCT 18804 e Cryptococcus neoformans H99. Foram realizados testes prévios para
averiguar a viabilidade das células microbianas dos isolados e das espécies das colegdes de
referéncia para proceder as demais etapas do experimento. As suspensdes dos isolados de

Portinari e das colecdes de referéncias foram armazenadas e identificadas em triplicata de cada
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espécie, em falcons de 15 mL estéreis contendo um volume de SmL que tinham células
microbianas vidveis na concentragio 4x10° a 5x10* células/mL conforme protocolo e
mensuragao 0,09 a 0,17A em espectrofotometro a 530nm (CLSI, 2008).

Os tubos falcons foram dispostos em grades para transporte e posterior submissao a
irradiacdo, no Laboratorio de Irradiacdo Gama do Centro de Desenvolvimento de Tecnologia
Nuclear, LIG/CDTN/UFMG, com Irradiador Panoramico Multiproposito de Categoria II,
fabricado pela MDS Nordion no Canadd, Modelo/nimero de série IR-214 e tipo GB-127,
equipado com uma fonte de Cobalto-60 estocada a seco com atividade méaxima de 2.200 TBq
ou 60.000 Ci., nas dosagens de 1, 3 e 5 kGy. Cada espécie foi testada em triplicata, foram
realizados um controle positivo do indculo que nao foi submetido a radiagdo para controle de
viabilidade das células microbianas do indculo e um controle negativo sem indculo para
controle de esterilidade da solugdo salina. Para afericdo de dosagens aplicadas foram
empregados dosimetros Fricke, em acordo com as normas da American Society for testing
materials (ASTM, 2007).

Para avaliagdo da eficacia das dosagens empregadas as solugdes de inoculos de esporos
foram agitadas em vortex e semeados com pipeta no volume de 10puL, em trés regides em placas
de Petri contendo BDA. Apds 7 dias do periodo de incubagdo em estufa, e, com 21 dias apos a
irradiacao dos isolados fingicos que etavam armazenados em estufa a 28°C, foram submetidos
as leituras e mensuracdes. E novamente apds 14 dias de crescimento e 28 dias de irradiagdo nas
mesmas condi¢des citadas procedeu-se as medidas. Realizou-se a mensuracdo, empregou-se
um paquimetro digital de alta precisdo cuja faixa de mensuragdo de 0-150 mm, previamente
calibrado, da marca Vernier. O procedimento de inoculagdo em placas também foi realizado
em triplicata biologica para cada espécie. E ainda foi realizado o controle positivo em que foi
verificada a viabilidade dos indculos, € um controle negativo em que foi realizado o controle
de esterilidade do meio empregado.

Para o tratamento dos dados qualitativos e quantitativos encontrados foi proposto o
grafico Bar plot e, para realizagdo desse foi empregado o Software R (versao 4.1.3), utilizando-
se ainda os pacotes de extensoes gg plot 2 (3.3.6) e reshape 2 (1.4.4). Essas extensoes produzem
um grafico que equivale aos resultados obtidos pelo ensaio de inibigdo do crescimento fingico

dos isolados em solugdo de esporos frente a trés dosagens de radiagdo gama cobalto 60.
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5.3.2 Potencial de inibi¢ao do crescimento fungico dos isolados em micélio frente a trés dosagens de radiagéo
gama cobalto 60

Para realizar o teste de inibicdo do crescimento fingico em micélios, os isolados
fingicos da pintura foram subcultivados em BDA, por 7 dias a 28°C. A cultura de cada fungo
foi repicada usando palito estéril, em trés regioes equidistantes cada placa de Petri (essas placas
foram preparadas padronizadas com volume de 20 mL de meio BDA) (Sigma-Aldrich), cada
fungo foi repicado em triplicata. Foram empregadas espécies filamentosas e leveduriformes de
duas colecdes de referéncia, a primeira norte americana American Type Culture Collection
(ATCC), e a segunda brasileira do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (ICB/UFMG). O mesmo protocolo de repique foi realizado para as espécies
filamentosas das cole¢des ATCC, nome/codigo Aspergillus flavus CCT4952 e cole¢do UFMG
nome/codigo Clasdosporium cladospoiroides MAC BE037, e, para as espécies leveduriformes
como fungo de nome/codigo Candida albicans CCT 18804 e Cryptococcus neoformans H99.
Foram realizados testes prévios para averiguacao da viabilidade das células microbianas, em
meio s6lido BDA padronizando (espessura de Imm de meio e volume de 20 mL por placa de
petri), para proceder entdo as demais etapas do experimento de irradiacdo. A irradiagdo foi
realizada no LIG/CDTN/UFMG, nas dosagens de 1, 3 e 5kG. Para cada espécie testada foi
realizado um controle positivo do in6culo, que nao foi submetido a radiacao para controle de
viabilidade das células microbianas presentes no indculo, e um controle negativo sem indculo
para controle de esterilidade do meio BDA. Para afericio de dosagens aplicadas foram
empregados dosimetros Fricke, em acordo com as normas da American Society for testing
materials (ASTM 2007).

Para avaliacdo da eficacia das dosagens empregadas os inoculos de micélios foram
mensurados com paquimetro digital, cuja faixa de mensuracdo empregada foi de 0-150 mm.
Primeiramente, 5 dias antes do procedimento de irradiacdo os micélios foram mensurados,
novamente mensurados 10 dias apds crescimento e ainda com 5 dias ap6s irradiacdo, placas
acondicionadas em estufa a 28°C. Depois, as placas com fungos irradiados foram repicadas
para verificar a viabilidade dessas colonias submetidas a irradiagdo e mensuramos novamente
com 7 dias de crescimento e 12 dias apds irradiagdo, e, procedeu-se as medidas mais uma vez
com 21 dias de crescimento e 28 dias ap0s irradiacdo. O procedimento de repique foi realizado

em triplicata biologica para cada espécie, e, ainda foi realizado o controle positivo em que foi
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verificada a viabilidade dos indculos, e controle negativo em que foi feito o controle de
esterilidade do meio empregado.

Para o tratamento dos dados qualitativos e quantitativos achados foi proposto o grafico
Bar plot e, para realizar esse, foi empregado o Software R (versdo 4.1.3), utilizando-se ainda os
pacotes de extensdes gg plot 2 (3.3.6) e reshape 2 (1.4.4). Essas extensdes geram um grafico
correspondente aos resultados alcancados pelo ensaio de inibi¢do do crescimento fungico dos

isolados em micélio frente a trés dosagens de radiagao gama cobalto 60.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo da pintura “Frevo” e sua estratigrafia

As andlises dos fragmentos ao microscopio Leica DM4500 possibilitaram a visualizacao
das camadas ou estratos pictoricos e correlacionando-os aos locais de origem de coleta.

As andlises dos versos das amostras ao microscopio Leica DM 4500 sugerem que o
artista empregou na base de preparacdo da pintura um pigmento branco sugerindo ainda a
presenca de graos carbondticos desse pigmento, como ¢ possivel observar ainda na imagem do
verso do fragmento 5 (FIGURA 12, LETRA A). Os fragmentos 5 e 10 apresentaram 2 camadas,
a amostra 5, apresentou uma camada branca interna, que provavelmente corresponde ao (verso)
e outra amarela-clara que possivelmente representa a parte (frente) do microfragmento que
juntas correspondem aproximadamente a 0,11 mm de espessura, o fragmento 10 (FIGURA 12
na letra B), apresentou-se com uma camada amarela-clara e outra amarela escura
correspondentes estimadamente a 0,14 mm de espessura. O fragmento 12, apresentou 3
camadas, (FIGURA 12 na letra C), uma camada branca interna provavelmente corresponde (a
base de preparagdo), a segunda amarela-clara e a terceira rosa-clara, essas camadas possuem
juntas estimadamente 0,13 mm de espessura. Os resultados dos estudos estratigraficos e
morfoldgicos desses trés fragmentos (5, 10 e 12) vieram a corroborar para a hipdtese de que
essas amostras compdem a porcao inacabada da pintura conforme foi relatado em historia oral

pela Sra Guiomar Lobato, membro responsavel pela Diretoria/Curadoria de Artes do PIC.
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Figura 12: Painel de fragmentos da pintura parte inacabada A) Fragmento 5 nas posi¢des frente, verso e corte
estratigrafico, B) Fragmento 10 nas posi¢des frente e corte estratigrafico C) Fragmento 12 nas posi¢des frente e
corte estratigrafico

A)

B)

C)

Fonte: acervo da autora a partir da analise de resultados estratigraficos

A amostra 6 apresentou 5 camadas (FIGURA 13 na letra A), uma camada branca mais
interna provavelmente correspondente a base de preparagdo, uma rosa-clara, uma roxa, uma
magenta ¢ a ultima verde-acinzentada que correspondem aproximadamente a 0,12 mm de
espessura. Ja o fragmento 13, apresentou 4 camadas, (FIGURA 13 na letra B), uma rosa-clara
mesclada com branco (sugerindo possivelmente migracdo de gridos brancos da base de
preparagdo para a camada adjacente na cor rosa), segunda rosa-clara, terceira rosa no tom

médio, a quarta roxa, a quinta vermelha-escura e a Ultima cinza que apresentam juntas a
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espessura aproximada de 0,13 mm. E por ultimo, o fragmento 14 apresentou 6 camadas
(FIGURA 13 na letra C), uma camada branca possivelmente correspondente a base de
preparacdo, segunda camada rosa-clara, terceira rosa no tom médio com graos roxos, a quarta
roxa, a quinta vermelha-escura e a tltima cinza que apresentam juntas a espessura aproximada
de 0,14 mm. As ultimas amostras mostraram a diversidade de cores e de pigmentos da paleta
de Portinari. Como os fragmentos sao irregulares, e nao planos, ao escolher uma objetiva para
focalizar e fotografar um determinado ponto de um fragmento, como ¢ possivel observar nos

registros fotogréaficos, as extremidades da imagem registrada perdem o foco.

Figura 13: Painel de fragmentos da pintura parte finalizada A) Fragmento 6 nas posi¢des frente e corte
estratigrafico, B) Fragmento 13 nas posigdes frente e corte estratigrafico C) Fragmento 14 nas posic¢des frente e
corte estratigrafico

A)

C)

F
F
F

Fonte: acervo da autora a partir da analise de resultados estratigraficos
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6.2 Espectroscopia no IV

Foram obtidos os espectros no IV obtidos no modo ATR de dois grupos de amostras (5,
10 e 12) e (6, 13 e 14) correspondentes a um total de 6 fragmentos analisados, sugeriu para os
cinco fragmentos (10, 12, 6, 13 e 14) analisados carga carbonato de calcio cujo estiramento
corresponde (n=872cm™ e n=1400 cm™) e sulfato de calcio (n=1110 cm™)(VAHUR et al.,
2010, 2016) e o pigmento organico verde de ftalocianina (CuN ou CNC n =1390 cm™ e CC
n=1320 cm!) (BUTI et al., 2013). Em todas as amostras pertencentes aos dois grupos foi
encontrado o aglutinante 6leo (n =1740 cm™") estiramento importante e pertencente ao grupo
carbonila de ésteres graxos, que corresponde ao total das andlises no modo ATR (BARBOSA,
2011; BUTTI et al., 2013). Esses dados de transmitancia e atribuigdo de bandas de absor¢ao no
IV podem ser observados nos espectros constantes no ANEXO A, e elencados nas TABELAS
4 ¢ 5, classificando separadamente por pigmentos/aglutinantes atribuidos separadamente em
organicos e inorganicos por fragmento analisado. Nao constam nas tabelas dados das
transmitancias atribuidas as absor¢des do grupo OH (hidroxila) (n 3000 cm™ a n=3400 cm™)
e do CO; (diéxido de carbono) (n=2000cm™") que foram encontrados nos espectros no IV em
ambos os grupos analisados.

Nos espectros foi possivel ainda encontrar absor¢des na amostra 5, atribuidas aos 6xidos
de titanio (n =510 cm™) e, didxido de zinco ( n= 470 cm™') em 5 amostras (5, 12, 6, 13 ¢ 14)
analisadas (VAHUR et al., 2010, 2016). O pigmento amarelo de cddmio disperso em 6leo, cuja
banda (n = 600 cm™), estiramento pertencente ao grupo sulfatos foi encontrado em 4 amostras
(10, 6, 13 e 14) analisadas. O l4pis lazali/Azul Ultramar (n =410 cm™ e n=444 cm™),
estiramento pertencente ao grupo feldspatoides, foi encontrado nas amostras (12 e 14)
analisadas. Todos os dados espectrais e atribuicdes de bandas constam nas Tabelas 4 e 5 com
suas respectivas referéncias. No grupo de amostras (6, 13 e 14) foram encontradas bandas de
absorgio de silicatos (n=740 cm™) que correspondem a metade dos fragmentos analisados
(VAHUR et al., 2010, 2016). Em duas amostras, 6 e 14, foi encontrado o verde de cromo cujas
absor¢des atribuidas foram (n =440 cm! e n=570 cm™) que correspondem ao estiramento
pertencente ao grupo 6xido de cromo. J4 nas amostras 13 e 14 foram encontradas bandas
caracteristicas de 6xido de ferro (n=450 cm™ e n=590 cm!) e azul de cobalto (n =480 cm™ e
n=650 cm™') que correspondem ao estiramento pertencente ao grupo 6xido de cobalto (VAHUR

et al., 2010 e 2016). Na amostra 13, foi encontrado o azul certileo ( n =410 cm), que
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correspondem ao estiramento pertencente ao grupo 6xido de cobalto. A FIGURA 19, intitulada
grafico bar plot 1V, traz a representacgdo da atribuicao de pigmentos e/ou aglutinantes organicos
ou inorganicos encontrados ao IV por amostra analisada, simplificando a compreensao e
comparagao dos resultados obtidos. Tais como o 6leo de linhaca ou 4cido linoleico (Ci1sH320>),
(representado em cor amarelo claro no grafico), o verde de ftalocianina (CuC32Cli¢.nHnNg), (em
cor verde escuro), o carbonato de céalcio (CaCO3), (em cinza claro), o sulfato de calcio (CaSO4)
foram encontrados em todas as seis amostras analisadas (5, 10 e 12) e (6, 13 e 14). O 6xido de
zinco (Zn0»), (representado em tom cinza médio), foi encontrado em cinco amostras (5, 6, 12,
13, 14). O sulfeto de caddmio (CdS), (representado em amarelo ocre) foi atribuido em quatro
amostras (6, 10, 13 e 14). O silicato (SiO), (em bege claro), foi encontrado em trés amostras (6,
13 e 14). O azul ultramar (Nas.sAlsSicO24 S24) (em azul tom médio) foi encontrado em duas
amostras (12 e 14). E o azul de cobalto (CoOAl>0O3)) (em azul escuro), também foi encontrado
em duas amostras (13 e 14). Ainda o 6xido de cromo (Cr203), (representado em verde oliva)
foi encontrado também em duas amostras (6 e 14). E por fim o 6xido de titanio (TiO2), (em
cinza clarinho), foi encontrado em apenas uma amostra (5), e, o azul ceruleo (Co0,S,02), (em
azul claro), foi encontrado também em apenas uma amostra (13). Na FIGURA 14, ¢ possivel

observar o grafico bar plot que sintetiza os resultados encontrados nas amostras ao IV.






- Posiciao e cor da oo o P Atribuicio de banda do
Codigo da Atribuicao do Composi¢do quimica .. . . A .
camada . . Grupos funcionais e pigmento inorganico
amostra . Pigmento dos pigmentos no . P 3 =
Ayt analisada em " suas ligacoes quimicas disperso em dleo no IV
pictorica ~ . utilizado fragmento 1
relacio a pintura n em cm
Amarelo de cadmio CdSBaSOq Sulfatos SO42 600, 602
Carbonatgf’e‘::()cal‘“o ou CaCO; carbonatos COs2 708, 870, 872, 1320, 1406
Oxido de cromo ou verde Cr0;5 572,418
F*verde- de cromo A
: oxidos O
AM 6 acm:entado Dioxido de zinco ou 710 422, 440
V* rosa branco de zinco 2 ’
Silicato SiO 1066
Sulfato de calcio ou gipsita CaSQq4 Sulfatos SO4 422,1108, 1110, 1178
Amarelo de cadmio CdSBaSOq Sulfatos SO4 600, 668
Azul de cobalto Co00.ALO3 6xidos O 488
Azul certileo CoOnSnO; 6xidos O 412
SR HEA GO CaCO; carbonatos COs 872, 718, 1398, 1450
F*vermelho- — gessol
AM 13 R Dioxido de zinco ou 7n0, 412. 432. 420
WV e branco de zinco 6xidos O ’ ’
Oxido de ferro Fe,0s 530, 460
Silicatos SiO 740
Sulfato de calcio ou gipsita CaS04 Sulfatos SO4 AR S5, TS, TGS,

1108, 1172

Referéncias
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2016
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Fonte: elaborado pela autora a partir da analise de resultado espectrais por IV e com base na literatura correlata (VAHUR et al., 2010; VAHUR et al., 2016)



71

Tabela 5: Atribuicdo de bandas de absor¢do de pigmentos e aglutinantes organicos em acordo com analises dos espectros no IV

Hidrocarboneto CH

1094,1390,1394

Verde de ftalocianina CuC;,Cl6.nHnNg CuN ou CNC 1390
F*cinza i
AM 5 V*branco Oleo linhaca (4cido CieHuO 1772, 1794
oleico) 011881{3;202 COOH 3330
(acido linoleico)
MEILUNAS, 1990
L. Hidrocarboneto CH 1159 BARBOSA, 2007
Verde de ftal CuCs,Cli6nHnN 2
AM 10 F* amarelo escuro erde de fatoctaning a2 lenti TS Cc=C 1316 BUTI et al., 2013
V*amarelo claro Oleo linhaga (acido 1410
inolsica) CisH20 (003t 3364, 3372
CH2 2916, 2922
AM 12 F* cinza Verde de ftalocianina CuCs,Cli6nHnNg CuN ou CNC 1396
V*branco Cc=C 1316
COOH 3364, 3372
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C=C

Frverde- Verde de ftalocianina CuC3,Cly6.,HnNjg CuN ou CNC 1320
AM 6 acinzentado
V* rosa Oleo linhaga C13H3407 Carbonila C=0 1708
(acido oleico) C1eHnO CH2 2920, 2918
(4cido linoleico) 181132 COOH 3350
1318
c=C
CuN ou CNC 1396, 1398 M
x ) .
M 13 F*vermelho Verde de ftalocianina CuCs,Cli6.nHnNg OO BARBOSA, 2007
‘\‘,’f;(‘)’:; BUTI et al., 2013
3386
Oleo llill?cl)llzcizzo()amdo C1sH50 CH2 2018, 2920
Verde de ftalocianina CuC3,Cly6.nHnNg C NC=CCN C 15 1183’ 9163 A
F*vermelho-cinza u o_u
AM 14 5 . L. Carbonila C=0 1724, 1726
V* rosa Oleo linhaga (acido CisH3.02
Haikien) C1sH3.05 COOH 3382, 3388
CH2 2916, 2918

F* frente do fragmento em relagdo a pinturaV* verso do fragmento em relagdo a pintura Fonte: adaptado pela autora a partir da analise de resultados espectrais por IV ¢ com
base na literatura correlata (MEILUNAS, 1990; BARBOSA, 2007; BUTI et al., 2013)
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Figura 14: Grafico bar plot de atribuicdo de pigmentos e/ou aglutinantes organicos ou inorganico ao IV por
amostra analisada

- T‘OZ
Zn0,
SiI0

B N, ALSi0,8,.
cds
caco,
caso,

B cro.
CUCLCl HN,
l CoOALQ,
. Fe,0,
CMHMO2
C00.8,0,

AM 5 AM 6 AM 10 AM 12 AM 13 AM 14
Fonte: elaborado pela autora a partir da analise de resultados espectrais po IV e com base na literatura correlata

6.3 Espectroscopia Raman

Em praticamente todos os espectros obtidos ao Raman, ocorreu o efeito denominado
fluorescéncia que ¢ o efeito que a radiagdo invisivel exerce sobre os elétrons, esses absorvem
energia ¢ mudam do estado fundamental para o estado excitado. Ao voltar ao estado
fundamental, eles liberam o excesso de energia na forma de radia¢do conhecida como
fluorescéncia de fundo que pode ter sido gerada tanto pelo analito quanto pela matriz, e pode
ser caracteristico de pigmentos minerais submetidos ao método analitico Raman ao laser 633
nm, fato que ocasionou ruidos nos sinais espectrais. Porém esses ruidos ndo foram suficientes
para mascarar todos os sinais dos espectros. Nas andlises dos espectros Raman realizados foi
encontrado diéxido de titanio (n 142 cm™) em 5 fragmentos que foram analisados sendo que 3
pertencem a area inacabada (5, 10 e 12) e os outros 2 pertencem a area acabada (6 e 13), ou
seja, o dioxido de titanio foi encontrado em praticamente todas as amostras submetidas a analise
por espectroscopia Raman conforme ANEXO B na péagina 172. O pigmento organico verde de
ftalocianina (n 680 cm™, n 1200 cm™ e n 1500 cm™) foi encontrado em metade das amostras
analisadas (6, 12 e 14) pertencentes aos 2 grupos analisados, e, o azul de ftalocianina foi

encontrado apenas na amostra (12) analisada (BURGIO et al., 2001; MARENGO et al., 2005;
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BUTI et al., 2013; PITARCH et al., 2014; ROSADO et al., 2014). O 6xido de ferro (n 420 cm”
1) foi encontrado em 2 amostras da 4rea acabada (13 e 14) que foram analisadas. O Azul
Ultramar/Lapis Lazuli (entre n 540 cm™, n 570 cme n 790 cm™) também foi encontrado em
2 fragmentos (6 e 13) esses pertencentes a area finalizada da pintura. O carbonato de calcio (n
156 cm™) e sulfato de calcio (n 996 cm™) foram encontrados em apenas 1 amostra (13). O
dioxido de zinco (n 93cm™) foi encontrado em 1 amostra (5) assim como o triéxido de chumbo
(n 65cm™), o qual poderia dubiamente ainda ser atribuido ao sulfato de chumbo encontrado na
amostra (12), e o azul da prussia encontrado também em 1 amostra (n 2279cm™ e n 2429cm™)
(14) (BURGIO et al., 2001). E, por fim, o aglutinante organico 6leo de linhaca (n 1700 cm™ e
2800 cm™) foi encontrado na amostra (14) (BURGIO et al., 2001; MARENGO et al., 2005;
BUTTI et al., 2013; ROSADO et al., 2014). As atribui¢des de deslocamentos Raman podem ser
observadas detalhadamente no ANEXO B, e, na TABELA 6, em que constam ainda os dados
encontrados a0 Raman que foram sumarizados em pigmentos e aglutinantes orgéanicos e
inorganicos.

A FIGURA 15, cujo titulo é grafico bar plot Raman, ilustra a atribuicao de pigmentos
e/ou aglutinantes organicos ou inorganicos obtidos ao Raman por amostra analisada, facilitando
a compreensdo e comparacdo dos resultados encontrados. Por exemplo, ao observar grafico
elaborado ¢ possivel notar que o 6xido de titanio, (TiO2), foi encontrado em 5 amostras (5, 6,
10, 12 e 13) e (esta representado em cinza claro no grafico). O verde de ftalocianina (CuC32Clys-
»HnNg3) foi encontrado em trés amostras (6, 12 e 13) (representado ao grafico em verde escuro).
O pigmento 6xido de ferro (FeO2 e/ou Fe2O3) foi encontrado em duas amostras (13 e 14)
(representado em marrom escuro). E azul ultramar (Nae.sAlsSicO24 S2-4) encontrado em duas
amostras (6 e 13) (representado em azul). J4 as substancias a seguir foram encontradas em
apenas uma amostra respectivamente 6xido de zinco (ZnOz) (5), (representado em cinza
clarinho), o 6xido de chumbo (Pb304) e/ou sulfato de chumbo (PbSO4) (12), (representado em
cinza escuro), o azul da prussia (CigFe7NOisg) (14), (representado em cinza escuro), azul de
ftalocianina (CuCs2Hi6Ng) (12), (representado em azul escuro) e o sulfato de calcio (CaSO4)
(13), (representado em cinza clarinho), e por tltimo o 6leo de linhaga (C1sH3202) (representado

em amarelo).



F*cinza
e V*branco
AM 10
AM 12

F* cinza

V*branco

F*verde-
AM6 acinzentado

V* rosa

Tabela 6: Atribui¢do de deslocamento Raman de pigmentos e aglutinantes (organicos e inorganicos)

Branco de zinco Zn0, 93
Branco de titanio TiO; oxidos O 143 e 619
Branco de titanio TiO, 143
Branco de titanio TiO, 143

. Pb304 ou
Oxido de chumbo ou 3 g 2
sulfato de chumbo B0k el ) &
Verde de ftalociani CuCs,Cli. HnN =t 676 € 1596
erde de ftalocianina uCs,Clign 8 CuN ou CNC
Azul de ftalocianina CuCsH 6Ng CuN ou CNC 1604
Branco de titanio TiO, oxidos O? 143
iatls 4l fallss s CuC3,Clig HnNg 6=C 685, 1213 ¢ 1537
o CuN ou CNC ’
davarl “lﬁiu‘?l?“apls Nag sAleSisOz St Feldspatoides 547 ¢ 548
Branco de titanio TiO; oxidos O~ 143
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OLIVEIRA et al.,

1997
BURGIO et al.,
2001
MARENGO et
al., 2005
PITARCH et al.,
2014
ROSADO et al.,
2014
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Azul ulir:l %?r/l'apls Nag.sAleSicO24 Sr-4 feldspatoides 571 e 797
Frvermelho- Carbonato de calcio ou CaCO; carbonatos CO52 156 OLIVEIRA et al.,
AM 13 marrom £€350 1997
V* rosa Branco de titanio TiO; oxidos O 143 BURGIO et al.,
Oxido de ferro Fe,0; 425 2001
Sulfato de ‘calc1o ou CaSO; Sulfatos SO, 996 MARENGO et
gypsium al., 2005
.. Cc=C PITARCH et al.,
Verde de ftalocianina CuC3,Cly6.nHnNg CuN ou CNC 695 ¢ 1509 2014
AM 14 F*vermelho-cinza Oxido de ferro Fe O3 oxidos O? 425 ROSADO et al.,
V* rosa Azul da Priissia CisFe/Ng CuN 2279 e 2429 2014
Oleo linhaga (acido CisH320 o
Haailsan) C1sHs0 Carbonila C=0 1703 e 2827

Fonte: Adaptado pela autora a partir da analise de resultados espectrais por raman e com base na literatura correlata (OLIVEIRA et al., 1997; BURGIO et al., 2001;
MARENGO et al., 2005; PITARCH et al., 2014 ¢ ROSADO et al., 2014)
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Figura 15: Grafico bar plot de atribuicdo de pigmentos e/ou aglutinantes organicos ou inorganico ao Raman por
amostra analisada
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Fonte: Elaborado pela autora a partir da analise de resultados espectrais por raman e com base na literatura
correlata

6.4 Microscopia eletronica de varredura

Nas seis amostras analisadas (5, 10 e 12) e (6, 13 e 14) foram encontrados os
elementos Ca, C, Cl, Mg, S, Si, Ti e O, determinados pelo equipamento através do modo EDS
(espectroscopia por energia dispersiva pelo qual caracterizam-se elementos quimicos em uma
amostra) que correspondem ao total das amostras analisadas. O elemento calcio possivelmente
esta na base de preparacao dos fragmentos coletados na pintura, tais como (carbonato de célcio
(CaCO3) e/ou sulfato de calcio (CaSOs4)). O elemento enxofre pode igualmente estar no sulfato
de calcio (CaSOs). O elemento cloro provavelmente esta no pigmento verde de ftalocianina
(CuC32Cli6.nHnNg). Ja o elemento magnésio pode constar no silicato de magnésio (MgzSisO1o).
O elemento silicio pode constar nos silicatos (SiO). O elemento titdnio provalmente estd no
dioxido de titanio (TiO2). Porém ¢ importante ressaltar que todas as amostras foram preparadas
para a analise ao MEV com fita adesiva de carbono e por essa razdo nao foi dada énfase a
presenca de carbono.

Foram encontrados em 5 amostras (5, 10, 12, 13 e 14) os elementos Ba, Cd e Fe. O

elemento bario pode estar no pigmento amarelo de cadmio (CdSBaS04) assim como o elemento
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cadmio pode constar no sulfeto de caddmio (CdS). J4 o elemento ferro pode constar no pigmento
oxido de ferro (Fe203). O elemento P (fosforo) foi encontrado em 3 amostras (10, 13 e 14),
representando metade dos fragmentos analisados e pode ser o pigmento violeta de cobalto
(Co3(PO4)2). O elemento Al (aluminio), foi encontrado em trés amostras (5, 6 ¢ 10) e pode
constar no pigmento azul ultramar (Nae.sAlcSi6024 S2.4). Nas amostras (13 e 14) foi encontrado
o Se que possivelmente refere-se ao pigmento seleneto de zinco (ZnSe). Foi encontrado em
apenas uma amostra os elementos: Na e Co (6), o primeiro elemento pode ser atribuido ao
pigmento azul ultramar (Nae-sAlsSisO24 S2-4), € 0 segundo pode ser atribuido tanto ao violeta de
cobalto (Co3(POs)2) quanto ao azul de cobalto (CoAlO3). O Pb foi visto apenas na amostra 5
que possivelmente consta no pigmento diéxido de chumbo (PbO2). E o Na (sédio) foi
encontrado apenas na 14 e pode constar no pigmento azul ultramar (NaegAleSicO24 S2.4). As
analises elementares de cada amostra constam nos espectros EDS constantes no ANEXO C e
sumarizadas nas (TABELAS 7, 8 e 9) com respectiva atribuicao de pigmentos. A FIGURA 16
identificada como grafico bar plot MEV representa a atribuicdo de pigmentos e¢/ou aglutinantes
organicos ou inorganicos encontrados ao MEV por amostra analisada, contribuindo para a
compreensdo ¢ comparagdo dos resultados encontrados. Por exemplo, o diéxido de titanio
(TiOy) (representado em cinza clarinho), diéxido de zinco (ZnO2) (representado em cinza um
tom mais escuro que a representacao do titanio), o silicato (SiO) (representados em bege claro),
Carbonato de Célcio (CaCOs) (representado em cinza muito claro) e o verde de fitalocianina
(CuC32Cli6.nHnNg) foram encontrados em todas as 5 amostras analisadas (5, 10 e 12) e (6, 13 e
14) e ao grafico desse ultimo esta representado (em verde escuro) conforme FIGURA 16. O
pigmento azul ultramar foi encontrado em trés amostras (5, 6 € 10) (Nas.sAlsS16024 S2-4) (esta
representado em azul) no grafico. O seleneto de zinco (ZnSe) foi encontrado nas amostras (13
e 14) (representado na cor amarelo ocre). O sulfato de calcio (CaSO4) foi encontrado nas
amostras (5, 13 e 14) (representado em cinza clarinho). O pigmento 6xido de ferro (FeO; e/ou
Fe>0O3) foi encontrado em cinco amostras (5, 6, 12, 13 e 14) (representado no grafico em tom
marrom). J& os pigmentos a seguir foram encontrados em apenas uma amostra,
respectivamente: 6xido de chumbo (PbO>) e/ou sulfato de chumbo (PbSOy4) (5), (representado
em cinza escuro), azul de cobalto (CoOALO3) (6) (representado na cor azul escura), e por
ultimo o amarelo de cadmio (sulfeto de cadmio) (CdS) (12) (representado em amarelo tom

médio).
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Tabela 7: Elementos quimicos encontrados em cada amostra em analise SEM-EDS

AM5 X X X X X - X X X X X X X
AM 10 X x X X X X X X X x X X X
AM 12 X X X X X X X X X X X X
AM 6 X x X x X X X X X X X X X X X
AM 13 X X X X X X X X X x X x X X
AM 14 X X X X X X X X x X x X x X X

*C refere-se ao carbono (todas as amostras foram preparadas com fita de carbono) Fonte: elaborado pela autora a partir da analise de resultados a0 SEM-EDS e com base na
literatura correlata
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Tabela 8: Proposta de atribuicdo da natureza dos pigmentos fundamentados SEM-EDS confrontando dados da literatura de Portinari

Azul ultramar

Dioxido de
chumbo

Diodxido de titanio
Dioxido de zinco
Amarelo de
cadmio
Carbonato de
calcio

Verde de
ftalocianina

Azul ultramar

Amarelo de
cadmio

Diodxido de titanio
Dioxido de zinco
Amarelo de
cadmio
Carbonato de
calcio

Verde de
ftalocianina

Amarelo de
cadmio

Diodxido de titanio
Diodxido de zinco
Amarelo de
cadmio
Carbonato de
calcio

Verde de
ftalocianina

Azul ultramar

Amarelo de
cadmio
Azul de cobalto
Violeta de cobalto

Oxido de ferro

Diodxido de titanio
Dioéxido de zinco
Vermelho de
cadmio
Carbonato de
calcio

Verde de
ftalocianina

Vermelho de
cadmio

Oxido de ferro

Diodxido de titanio

Diodxido de zinco

vermelho de cadmio

Carbonato de calcio

Verde de
ftalocianina

vermelho de
cadmio

Oxido de ferro

Diodxido de titanio
Diodxido de zinco
Amarelo de
cadmio
Carbonato de
calcio

Verde de
ftalocianina
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Nag.gAleSicO24 S2-4

CdSBaSO4
ou CdS. CdSe

CoAlO;
CO3(PO4)2

Fe203

PbO,

TiO;
Zn0O,

CdSBaSO4
ou CdS

CaCO;

CuCnClls.anNg

Fonte:Fonte: elaborado pela autora a partir da analise de resultados e com base na literatura correlata
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Tabela 9: Proposta de atribuicdo dos pigmentos fundamentados resultados SEM-EDS confrontando dados da literatura de Portinari

Na - - - - - Azul ultramar Nag.8AleSi6024 So-4
P - - - - Violeta de cobalto ~ Violeta de cobalto Co03(PO4),
S Sulfato de calcio Sulfato de célcio Sulfato de calcio Sulfato de calcio Sulfato de calcio Sulfato de calcio CaS0q4
Se - - - - Seleneto de zinco Seleneto de zinco ZnSe
Silicatos
Si Silicatos Silicatos Silicatos Silicatos Silicatos SiO;
Mg Silicatf) fie Silicairzo. de Silicat9 fle Silicatf) fle Silicatf) fie Mg:Si4010 (OH),
magnésio magnésio - magnésio magnésio magnésio

Fonte: adaptado pela autora a partir da analises dos resultados SEM-EDS com base na literatura correlata
(ROSADO et al., 2014)
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Figura 16: Grafico bar plot de atribuigdo de pigmentos e/ou aglutinantes organicos ou inorganico ao MEV por
amostra analisada
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Fonte: elaborado pela autora a partir da analise de resultados SEM-EDS

6.5 Sumarizag@o dos dados obtidos pelo cruzamento de informagdes fornecidas pelos exames fisico-quimicos de
espectroscopia IV, Raman e pelo MEV

Os resultados obtidos nas analises fisico-quimicas por espectroscopia [V, Raman e pelo
MEV nos fragmentos analisados foram elencados, confrontados e, fundamentados nesses
resultados foi possivel propor que estavam presentes nas trés andlises supracitadas as
substancias: didxido de titanio, carbonato de calcio e 6xido de ferro. Considerando os exames
IV e MEV combinados, foram encontradas as substancias didoxido de zinco, amarelo de cadmio,
azul ultramar, 6xido de cromo e verde de ftalocianina. Ja observando somente os exames Raman
e MEV combinados foi identificado o didxido de chumbo, sendo que, curiosamente, esses
pigmentos contém os elementos quimicos como chumbo e cadmio que foram apontados por
compéndios médicos como causa da intoxicacdo severa (atingindo sistema imunologico e
neurolégico) do artista. Portinari enfrentou sinais e sintomas agravados dessa intoxicacao, e
veio a falecer, sendo relatado que o artista tinha o hébito deletério de encaixar a haste do pincel
na boca e, como esse continha residuos de pigmentos, limpava o excesso de tinta do pincel com
a boca e no tecido de seu avental (EVANGELISTA; SILVA, 2013). Esses dados dos exames
fisico-quimicos foram confrontados e sumarizados, como ¢ possivel constatar na TABELA 10.

A FIGURA 17, representa cruzamento de dados obtidos aos trés exames supracitados juntos, e
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foram sumarizados, proporcionando a compreensdo e comparagao dos resultados encontrados.
Por exemplo, as substancias: didxido de titanio (TiO2), carbonato de calcio (CaCOs3) e 6xido de
ferro (Fe2O3) foram encontradas aos trés exames IV, (representado ao grafico na cor vermelha),
Raman, (representado na cor rosa clara), e ao MEV (representada na cor rosa escura). O 6xido
de cromo (Cr203) foi encontrado apenas ao IV (representado em vermelho). Aos exames
Raman, (ao gréfico estd representado em rosa claro), e MEV (representado em rosa escuro),
combinados foi identificado o diéxido de chumbo (PbO3). Os compostos dioxido de zinco
(Zn0y), seleneto de cadmio (CdS), azul ultramar (Na 6-8Al6S16024S24) € verde de ftalocianina
(CuCs2Clis-nH16Ng) foram encontrados ao IV, (representado ao grafico na cor vermelha), e,

também ao MEV (representado na cor rosa escura).

Tabela 10: Atribui¢@o de pigmentos fundamentados tragos de elementos quimicos conforme cruzamentos dos
exames: Espectroscopia Raman, IV e MEV

Ti X X X Dioxido de Titanio (TiO>)
Zn X - X Dioxido de Zinco (ZnOy)
Ca X X X Carbonato de Calcio (CaCO3)
Fe X X X Oxido de ferro (Fe,Os)
Cd X - X CdS
Pb - X X Dioéxido de chumbo (PbO»)
Al X ) X Azul ultramar
(Na 6.8AlSi602452.4)
al X ) . Verde de ftalocianina (CuCsCl6-
nH;eNg)
Cr X - - Oxido de cromo (Cr203)

Fonte: elaborado pela autora a partir da analise de resultados dos Raman, IV e MEV
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Figura 17: Gréfico bar plot de atribuicdo de pigmentos e/ou aglutinantes organicos ou inorganico ao IV, Raman e
MEV

. Espectroscopia de Infravermelho

I:I Espectroscopia Raman
. Microscopia Eletronica de Varredura

Al Ca cd Cl Cr Fe Pb Ti Zn
NagsAlsSis0:45,4 CACO;  CdS CuC €l HN, Cr,0; Fe,0; PbO, TiO,  ZnO,

Fonte: elaborado pela autora a partir da analise de resultados IV, Raman e MEV

6.6 Registros fotograficos a luz visivel e seus detalhes como o biofilme formado na superficie pictorica

Por meio do mapeamento e registro fotografico das areas em que foram coletadas as
amostras microbiologicas, foi possivel organizar os dados, distinguindo 22 amostras constantes
entre areas ndo terminadas pelo artista. Algumas areas pertencentes as regides nao terminadas
encontravam-se visivelmente deterioradas (presenca de biofilmes nas regides: 3, 6, 7, 8, 9, 13,
14 e 23) conforme FIGURA 18, e que foram fotografadas no modo aproximagdo da lente,
capturando detalhes, por exemplo, da formagdo do biofilme constante nas regides supracitadas
e em evidéncia detalhada na area 3 (FIGURA 19). Isso possibilitou a documentagao cientifica
por imagem a luz visivel do biofilme microbiano na superficie pictorica, e, também o registro
de detalhes técnicos da pintura realizada por Portinari (como o sentido das pinceladas na

aplicacdo de tintas no suporte em madeira) entre as areas terminadas da obra.
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Figura 18: Fotografia com mapeamento das areas visivelmente com biofilme pintura “Frevo

sl 2L s
Fonte: acervo da autora, 2016

Figura 19: Detalhamento da area 3 visivelmente com biofilme microbiano na pintura “Frevo”

@0 REDMINOTE®
ABMP QUAD CAMERA,

Fonte: acervo da autora, 2021

6.7 Identificagdo morfologica e molecular dos fungos baseada na regido de ITS do rDNA

A caracterizacdo molecular utilizando o sequenciamento da regido ITS do rDNA
permitiu identificar em nivel de familia 14 isolados fingicos no presente trabalho e, ainda,

corroborou na confirmagao e complementac¢ao dos dados obtidos na classificagdo morfologica
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ao nivel de género, realizada em etapa anterior por andlises taxonOmicas macro e
micromorfoldgicas. Os isolados sequenciados apresentaram em torno de 99 a 100% de
identidade de suas sequéncias, comparando-os com os dados de espécies de fungos
sequenciados/depositados no banco de dados GenBank do NCBI (TABELA 11).

De um total de 14 isolados, considerando esse valor total correspondente a 100%, foram
encontrados 13 (92,88%) pertencentes ao filo Ascomycota, e, 1 (7,14%) ao Basidiomycota.
Eles ainda foram classificados como pertencentes a 8 diferentes familias: 6 pertencentes a
familia Aspergillaceae (11,1%), 2 Didymellaceae (11,1%), 1 Hypocreaceae (11,1%), 1
Sporidiobolaceae (11,1%). 1 Apiosporaceae (11,1%), 1 Calosphaeriaceae (11,1%), 1
Chaetomiaceae (11,1%) e 1 Mytilinidiaceae (11,1%) conforme & possivel averiguar na

FIGURA 20 intitulada Diagrama de Venn dos isolados.

Figura 20: Diagrama de Venn das familias dos isolados (coletas realizadas em 16 /04 /15 e 06 /04 /18)

2015 2018

1(11,11%) / 3(33,33%) 5 (55,56%)

Apiosporaceae

Aspergillaceae Calosphaeriaceae
Didymellaceae Hypocreaceae Chaetomiaceae
Sporidiobolaceae Didymellaceae

Mytilinidiacea

Fonte: elaborado pela autora a partir da analise de resultados dos isolados

Com relagdo as andlises morfoldgicas, seis isolados da familia Aspergillaceae foram
classificados em dois diferentes géneros Aspergillus sp. (4) e Penicillium sp. (2), e, um dos
1solados da familia Sporidiobolaceae foi classificado no género Rhodotorula sp. e 1 isolado da
familia Hypocreaceae foi classificado no género Trichoderma sp. A familia Didymellaceae esta
representada no diagrama de Venn das familias dos isolados, duas vezes em (2015 e 2018), pois

essa informacdo estd relacionada a espécies diferentes e também relacionadas a coletas em
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momentos diferentes. Os resultados de identificacdo ao nivel de familia encontram-se elencados

na TABELA 12.

Figura 21: Diagrama de Venn dos géneros dos isolados (coletas realizadas em 16 /04 /15 e 06 /04 /18)

2015 2018

1(12,5%)

6 (75%) 1(12,5%)

Aspergillus sp1

Aspergillus sp4

Penicillium sp1

Aspergillus sp2 Aspergillus sp3

Penicillium sp2
Rhodotorula sp.

Trichoderma sp.

Fonte:elaborado pela autora a partir analise dos resultados dos isolados

Os achados de Aspergillus e Penicillium em pinturas ja eram esperados pois esses
géneros sdo frequentes e seus esporos sdo abundantemente encontrados tanto em ambientes
abertos quanto em fechados (PORTNOY et al., 2001; DOCAMPO et al., 2010). E possivel
visualizar no Diagrama de Venn os géneros dos isolados encontrados na pintura conforme
classificagdo morfologica e taxondmica classicas que constam ainda na FIGURA 21 e na
TABELA 12. Os fungos do género Aspergillus sdo capazes de crescer mesmo sob condi¢des
de deficiéncia nutricional (KORPI et al., 1997), esse género foi encontrado nas coletas
realizadas em 2015 e 2018. J4 os fungos do género Penicillium foram encontrados em ambas
coletas realizadas nos anos de 2015 e 2018.

Cabe ressaltar que a coleta dos isolados na obra “Frevo” foi realizada em dois dias
diferentes, foram eles dias: 16/04/15 e 06/04/18. Sendo que a coleta de 2015 foi realizada
preliminarmente a escrita do projeto de doutorado e a de 2018 j& ocorreu no inicio da execugao
desse projeto de pesquisa. As coletas de bioprospeccao foram imprescindiveis para avaliar a
presenca dos isolados na superficie pictérica e sua possivel sucessdo ecoldgica no periodo. Para
tal, foram analisados os parametros climaticos desses dias aferidos da estagdo climatica

operante em Belo Horizonte, cujo cddigo cadastrado no INMET ¢ (OMM: 83587). Além das
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analises de composi¢do dos materiais e técnicas por meio de analises fisico-quimicas que foram
empregadas para compreensao do substrato ao qual os fungos estdo associados, ¢ importante
compreender o local e clima onde a obra pesquisada encontra-se exposta, pois ambos sdo fatores
determinantes para interpretacao do fendmeno de biodeterioragao microbiana (CANEVA et al.,
2008).

Nesse sentido, foram compilados dados da estacio metereoldgica proxima a obra
pesquisada tais como como precipitacdo, que se mantiveram nos mesmos valores em ambas as

datas na TABELA 11.

Tabela 11: Dados metereoldgicos mensurados nos dias das coletas

A . Velocidade
Data da Precipitaca Telflp Tel.np Insolagdo | Evaporaca Umld?de média do
Coleta N Max Min W/ m? 0 Relativa vento km /
(mm) °C °C Média % h
16/04/15 0000-1200 | 10-26,6 19,9 -4 6,1 22,78 65,75 1,35
06/04/18 0000-1200 12%51_ 20,6 —2,8 3,1 22,32 66,5 1,33
Fonte:http://www.inmet.gov.br/projetos/rede/pesquisa/gera_serie_txt.php?&mrelestacao=83587&btnprocesso=s
erie&

As diferencas entre as médias das temperaturas maximas entre os dois dias analisados
variaram 5 °C a mais em relacdo ao segundo dia de coleta (06/04/18), ou seja, o primeiro dia
apresentou temperatura maxima mais elevada em relacdo ao segundo. J& a diferenca entre as
médias das temperaturas minimas variou 0,25 °C também com o valor maior para o primeiro
dia de coleta (16/04/15).

A diferenca entre as taxas de insolag¢do variou também em 3 kW/h a mais para o primeiro
dia de coleta em relacao ao segundo, fato que se assemelha com os dados analisados acima, em
que as temperaturas médias foram mais elevadas também para o primeiro dia (pois com maior
insolacgdo a temperatura mensurada ¢ mais alta).

A subtragdo da taxa de umidade relativa demonstrou que no segundo dia essa estava
mais elevada em 1,25 % em relacdo ao primeiro. A diferenga da taxa de evaporacao dos dois
dias resultou em uma quantidade maior dessa taxa para o primeiro dia (16/04/15).

Por ultimo, a varidvel velocidade do vento variou em 0,02 Km/ h a mais para o primeiro
dia. Esse dado relativo a atividade/comportamento do vento colabora um pouco no
entendimento da dindmica de dispersao dos esporos fungicos pelo ar (RESENDE, 1997, 2008;
CAPPITELLI et al., 2010). Esses dados sao externos ao edificio do PIC, unidade centro, onde

estd localizada a obra de Portinari. A parte interna do edificio ndo possui monitoramento de
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parametros climaticos, por isso os dados do INMET foram importantes para inferéncia dos
dados internos do edificio pois a obra “Frevo”, uma vez que o objeto dessa pesquisa se situa no
hall e esta exposto diretamente a oscilagdo do clima local.

Dedesko e Siegel (2015) afirmam que a umidade descontrolada em edificios
principalmente na area interna pode resultar em inumeros problemas, sendo que a umidade
interna pode resultar de inumeras fontes, incluindo o fluxo de ar livre por difusdo de vapor
através do envelope do edificio, penetracdo de precipitagdo de chuva, incluindo atividades
internas no ambiente como cozinha, limpeza e banho. Nesse sentido, ¢ imprescindivel enfatizar
que a obra esta exposta no kall da sede administrativa do clube na Praca da Liberdade BH, MG
e esse hall o qual da acesso direto a rua Claudio Manoel, cujo fluxo de transito de veiculos
domésticos e de transporte publico é intenso. Essa rua apresenta-se bastante arborizada e,
segundo Saiz-Jimenez (1995), a contaminag¢do da superficie por poluentes ndo microbioldgicos
aumenta a probabilidade de microrganismos heterotréficos colonizarem e crescerem em filmes
de tinta.

Outro aspecto importantissimo que coincide com a afirmac¢dao de Dedesko e Siegel
(2015) de que a umidade interna proveniente de atividades de preparo de alimentos corrobora
diretamente para ocorréncia de biodeterioracao interna, ¢ se faz mister informar, ¢ que ao lado
desse hall onde estd a obra encontra-se um restaurante que se expande aos fundos desse
ambiente. Esse estabelecimento comercial conta atividades diarias de preparo e fornecimento
de alimentacdes, no horario de: 8hs as 20hs, ¢ aberto para associados e visitantes, localiza-se
ainda no andar superior uma academia para atividades fisicas dos associados, portanto, o fluxo
de pessoas € grande e intenso devido aos andares superiores serem locados para as aulas praticas
e estagios de discentes da Pontificia Universidade Catodlica de BH, MG.

Todos esses fatores elencados resultam em problemas técnicos de biodeterioragdo que
dificultam a conservagdo e salvaguarda da obra. Segundo Allsopp e colegas (2004), o
crescimento de fungos e a diversidade desses aumentam com presenga de umidade interna.
Esses autores afirmam ainda que em ambientes onde os parametros de climatizagdo interna nao
sdo controlados e que possuam materiais internos tais como pinturas, sdo caracteristicas que os
tornam susceptiveis a microbiodeterioragao fungica.

As mensuragdes climaticas em ambas as datas analisadas para esse estudo mostram
pequenas variagdes conforme dados supracitados (T°C e UR %,) disponibilizados pelo INMET
e segundo a literatura, sob condig¢des diferenciadas de clima podem ocorrer variagdes na

sucessao na micobiota conforme discutem os autores (CHAPIN et al., 2002; TORTORA et al.,
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2004; CANEVA et al., 2008). Os autores justificam que a sucessdo e a variabilidade da
microbiota do ar e das superficies estd sob influéncia direta da variabilidade dos dados
climaticos. Os isolados encontrados em ambos os anos 2015 e 2018, ambos no més (abril) como
Aspergillus flavus, A. niger, Penicillium citrium, P. chrysogenum, Trichoderma reesei e
Rhodotorula  mucilaginosa demonstram a possibilidade de sobrevivéncia desses
microrganismos em um mesmo ambiente € em uma mesma estacdo climatica. No entanto, a
diferenca de variedade dos isolados encontrados em 2015 apresenta-se menor que em 2018,
1sso pode ser justificado pela UR e as médias das T méaximas ¢ minimas nesse ano terem sido
maiores que em 2015, conforme discutiram os autores (CHAPIN et al., 2002; TORTORA et
al., 2004), fato que favorece a variagdo de espécies, apesar da taxa de velocidade do vento ter
se apresentado menor. Segundo Capitelli e colaboradores (2010), os dados climaticos de UR >
60% e a Temperatura média > 23°C em ambientes internos podem favorecer o crescimento dos
géneros Aspergillus e Trichoderma em bens culturais, pois esses microrganismos podem
utilizar elementos desses pigmentos como fonte energética, os pigmentos, entre outros
componentes que podem suplementar a busca desses por diversos nutrientes. Os achados da
presente pesquisa corroboram com a literatura correlata.

Segundo Caneva e colaboradores (2008) os fendmenos de biodeterioracdo notados em
pinturas murais dependem em grande parte dos materiais e técnicas empregados na realizacao
da obra e das condigdes ambientais em que a obra se encontra. Os isolados identificados
retratam a complexidade de materiais do substrato da obra “Frevo”, uma vez que se trata de
uma pintura painel cuja técnica mista (6leo sob madeira), composta por materiais organicos
(aglutinante triacilglicerol/oleo de linhaga e o pigmento verde de ftalocianina) e por materiais
inorgénicos (didxido de zinco/branco de zinco, 6xido de titdnio/ branco de titanio, carbonato de
calcio/gipsita, azul ultramar/lapis lazili entre outros). Com essa composi¢do, averiguada por
técnicas como espectroscopia IV, Raman e microscopia eletronica de varredura modo EDS, era
esperado encontrar fungos associados as pinturas a 6leo e ao suporte em madeira, conforme

encontrado no presente estudo conforme (TABELA 12).



Tabela 12: Identificagdo morfologica e molecular dos isolados

Codigo do Familia Género Identificacio molecular  Identidad Cobertura  Correspondéncia de Ano de coleta e
isolado morfolégico (rDNA-ITS) e (%) (%) acesso NCBI identificacio
AM 8 Penicillium spl Penicillium citrinum 100% 100% EU833213 2015 & 2018
. : . o o
AMI11 Al Aspergillus spl Aspergillus niger 100% 100% MG976500.1 2015 & 2018
AM14 CB Aspergillus sp2 Aspergillus oryzae 100% 100% MH&879860.1 2015
AM14 CV Aspergillus sp3 Aspergillus nomius 99,69% 91% MK841463.1 2018
AMI8 A Hypocreaceae Trichoderma sp. Trichoderma reesei 100% 100% MF076623.1 2015 & 2018
. Didymella o o
AM 6 Didymellaceae - . 100% 100% MHS862504.1 2018
microchlamydospora
AM 11A Sporidiobolaceae Rhodotorula sp. Rhodotorula mucilaginosa 100% 100% MF940134.1 2015 & 2018
AM13 . . . o .

CM Didymellaceae - Epicoccum nigrum 100% 100% MG602588.1 2015
AM13 CV Aspergillaceae Penicillium sp2 Penicillium chrysogenum 100% 100% MKO088497.1 2015 & 2018
AM16 CR Apiosporaceae - Arthrinium rasikravindrae 100% 100% KU940143.1 2018
AM19 LR Mytilinidiacea - Mpytilinidion decipiens 100% 99,29% MH855534.1 2018
AM24 CV Calosphaeriaceae - Pleurostoma richardsiae 100% 100% MK268142.1 2018
AM?24 CB Chaetomiaceae - Chaetomium globosum 100% 100% MG664777.1 2018
AM25 CV Aspergillaceae Aspergillus sp4 Aspergillus flavus 100% 100% MH186025.1 2015 & 2018

Fonte: elaborado pela autora a partir da analises dos resultados dos isolados
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A partir da identificagdo dos isolados foi elaborado um diagrama de Venn que representa
a incidéncia dos isolados encontrados nas coletas realizadas em 2015 e 2018 conforme Figura
22. Esse diagrama demonstrou que duas espécies dos isolados (14,29%) dos isolados fingicos,
Aspergillus oryzae e Epicoccum nigrum, foram encontrados apenas na coleta de 2015. E seis
isolados (42,86%) isolados, Aspergillus flavus, A. niger, Penicillium crysogenum, P. citrinum,
Rhodotorula mucilaginosa e Trichoderma reesei foram encontrados em ambas as coletas (2015
e 2018). J& seis (42,86%) dos isolados Arthrinium rasikravindrae, Aspergillus nomius,
Chaetomium globosum, Didymella microchlamydospora, Mytilinidion decipiens e Pleurostoma

richardsiae foram bioprospectados apenas em 2018.

Figura 22: Diagrama de Venn de espécies dos isolados (coletas realizadas em 16 /04 /15 ¢ 06 /04 /18)

2015 2018

2 (14,29%) / 6(42,86%) \ 6 (42,86%)

Aspergillus flavus Arthrinium rasikravindrae

Aspergillus niger Aspergillus nomius
Aspergillus oryzae Penicillium chrysogenum Chaetomium globosum
Epicoccum nigrum Penicillium citrinum Didymellamicrochlamydospora
Rhodotorula mucilaginosa Mytilinidion decipiens

Trichoderma reesei Pleurostoma richardsiae

Fonte: elaborado pela autora a partir dos dados isolados encontrados

Uma extensa consulta realizada na literatura internacional e nacional usando bases como
Scopus (https://www.scopus.co), Science Direct (https://www. sciencedirect.com), Web of
Science (http://www.webofknowledge.com) e Google Académico (https://scholar.google.com)
sobre bioprospec¢do de fungos em pinturas foram considerados no presente texto e os artigos
reportaram isolados principalmente pertencentes a familia Aspergillaceae. Nessa familia foram
reportados dois géneros, Aspergillus e Penicillium, que foram encontrados na literatura em
diversos substratos pictéricos tais como pinturas (afrescos) (GIACOBINNI et al., 1991;
GUGLIELMINETTI et al, 1994; CIFERRI, 1999; GORBURSHINA et al., 2004; SZOSTAK-
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KOTOW, 2004; HUMBER; HANSEN, 2005; GREIF; CURRAH, 2007; PEPE et al., 2007;
CAPODICASA et al., 2010; MOZA et al., 2012; PANGALLO et al., 2012 SILVA et al., 2013;
ROSADO et al., 2014; GIL et al., 2015; ROSADO et al., 2017; UNKOVIC et al., 2017;
ROSADO et al., 2019), pinturas sob tela (CAPODICASA et al., 2010; LOPEZ-MIRAS et al.,
2013; GOMAIU et al., 2016; OKPALANOZIE et al., 2016; SALVADOR et al., 2017;
CASELLI et al., 2018) e por tltimo em pinturas rupestres (WAKELIN et al., 2004; BASTIAN
et al., 2010; MA et al., 2015.) Esses resultados para ambos os géneros ja eram aguardados, pois
ambos sdo géneros ubiquos e foram encontrados conforme consta sumarizado na (TABELA
13).

A espécie Aspergillus flavus foi reportada em afrescos em diversas publicacdes
(DHAWAN et al., 1991; DORNIEDEN et al., 2000; PANGALLO et al., 2008; 2012 PEPE et
al., 2010; PANGALLO et al., 2012; KHALAPHALLAH et al, 2015; ROSADO et al., 2015;
UNKOVIC et al.,, 2017; ELHAGRASSY, 2019), em uma pintura vinilica contemporanea
brasileira (BONIEK et al., 2018) e nessa pesquisa. J& o Aspergillus niger foi reportado em
pesquisas sobre bioprospec¢dao em pinturas, a maioria em afrescos (DHAWAN et al., 1991 e
1992; GUGLIELMINETT et al., 1994; DORNIEDEN et al., 2000; PEPE et al., 2010; HELMI
et al.,, 2011; ROSADO et al., 2015; VENERANDA et al., 2017; UNKOVIC et al., 2017;
ELHAGRASSY, 2018; STOYANCHEVA et al., 2018; ROSADO et al., 2019) e uma pesquisa
sob pintura vinilica sobre madeira (BONIEK et al., 2018) e no estudo vigente de bioprospeccao
de fungos em pintura 6leo sobre madeira (compensado naval) ¢ primeira vez que ¢ encontrado.
O Aspergillus oryzae foi reportado em dois estudos de prospec¢do de microrganismos em
afrescos (UNKOVIC et al., 2017) e um estudo em pintura a 6leo sobre madeira (SANTOS et
al., 2009) e na pintura painel dessa pesquisa.

A espécie Penicillium citrinum foi reportada em artigos cujo objeto de estudo eram
também pinturas murais em que a técnica empregada foi o afresco (SAIZ-JIMENEZ;
SAMSON; 1981; DHAWAN et al., 1991 e 1992; SENBUA; WICHITWECHKARN, 2019),
em uma pintura brasileira de tinta vinilica sobre madeira (BONIEK et al., 2018) e no presente
trabalho. Ja a espécie Penicillium crysogenum foi reportada em intimeros estudos (SAIZ-
JIMENEZ; SAMSON; 1981; GUGLIELMINETTI et al, 1994; PEPE et al., 2010; MOZA et al.,
2012), todos correspondendo a pinturas murais (afrescos), e também foi reportada em pinturas
rupestres e em tumbas na Italia e China (GAMBINO et al., 2017; MA et al., 2020).

O género Arthrinium foi reportado em pinturas murais do tipo afrescos

(GUGLIELMINETTI et al, 1994; UNKOVIC et al., 2015).0 género Chaetomium foi
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encontrado em estudos em afrescos (GUGLIELMINETT et al., 1994; PANGALLO et al.,
2012), e foi relatada ainda presenca da espécie Epicocum nigrum em varios estudos (DHAWAN
et al., 1992; GUGLIELMINETT et al., 1994; DHAWAN et al., 2002; PANGALLO et al.,
2012;.UNKOVIC et al., 2017) que coincidem com os mesmos achados desse trabalho. A
espécie Chaetomium globosum foi identificada em uma pintura sobre madeira (SANTOS et al.,
2009), em pinturas de cavalete em 6leo sobre tela (OKPALANOZIE et al., 2016), e em outra
pintura de técnica mista 6leo e cera sob tela (SILVA, 2016) e recentemente na pintura “Frevo”.
O género Didymella foi reportado em estudos antigos (IONITA, 1973; SAIZ-JIMENEZ;
SAMSON; 1981).

A levedura do género Rhodotorula foi reportada em diversos artigos de pinturas murais
do tipo afrescos e no teto em igrejas (ROSADO et al., 2013; ROSADO et al., 2014; ROSADO
et al., 2015; ROSADO et al., 2019). J& a espécie Rhodotorula mucilaginosa foi reportada em
apenas um estudo (ROSADO et al., 2014) e na bioprospecgao dessa pesquisa de tese.

O género Trichoderma foi encontrado em publicagcdes de bioprospecgdo de afrescos
(DHAWAN, 2002; MARTINS et al., 2009; PALLA et al., 2010; GIL et al., 2015; ROSADO et
al., 2015) e em pintura a 6leo sobre tela (GOMAIU et al., 2016), sendo que o género também
foi encontrado em pinturas rupestres (DU PONT et al., 2007; SUGIYAMA et al., 2008;
SUGIYAMA et al., 2017). Porém a espécie Trichoderma reesei, que foi encontrada no presente
estudo, ¢ um achado novo em pinturas sobre madeira.

J& as cinco espécies Aspergillus nomius, Arthrinium rasikravindrae, Didymella
microchlamydospora, Mytilinidion decipiens e Pleurostoma richardsiae encontradas nessa
pesquisa da obra “Frevo” de Portinari sdo achados inéditos em pinturas.

Os dados encontrados na literatura que constam em discussao no presente texto foram
sumarizados ainda na TABELA 13, e, foram comparados minuciosamente com achados na
consulta bibliografica supracitada, e trazidos para enriquecer a discussdo com as devidas
ressalvas dos achados fungicos por substratos encontrados. E relevante ressaltar que maioria
dos isolados encontrados na presente pesquisa corroboram com a literatura correlata, e ainda

fundamental destacar os cinco isolados inéditos encontrados no presente estudo.



101

Tabela 13: Pinturas em suportes e materiais diversos e os gé€neros ou espécies reportadas na literatura

Composicao
Pinturas do substrato Familia Género Espécie Referéncias Bibliograficas
de coleta
GIACOBINNI et al., 1991; GUGLIELMINETTI et al, 1994; CIFERRI, 1999
Azl il GORBURSHINA et al., 2004; SZOSTAK-KOTOW, 2004;
’ HUMBER e HANSEN, 2005; GREIF ¢e CURRAH, 2007; PEPE et al., 2007;
Penicillium Pl o CAPODICASA et al., 2010; MOZA et al., 2012; PANGALLO et al., 2012
SILVA et al., 2013; ROSADO et al., 2014; GIL et al., 2015; ROSADO et al., 2017,
UNKOVIC et al., 2017; ROSADO et al., 2019
Aspergillaceae DHAWAN et al., 1991; DORNIEDEN et al., 2000; PANGALLO et al., 2008; PEPE et
Aspergillus Aspergillus flavus al., 2010; PANGALLO et al., 2012; KHALAPHALLAH et al., 2015; ROSADO et al.,
2015; UNKOVIC et al., 2017; ELHAGRASSY, 2019
DHAWAN etal., 1991 e 1992; GUGLIELMINETTI et al., 1994; DORNIEDEN et al.,
Afrescos Areig, ovo, cal Aspergillus Aspergillus niger 2000; PEPE et al., 2()10; HELMI et al., 2011; ROSADO et al., 2015; VENERANDA et
e pigmentos al., 2017; UNKOVIC et al., 2017; ELHAGRASSY, 2018; STOYANCHEVA et al.,
2018; ROSADO et al., 2019
Aspergillus Aspergillus oryzae UNKOVIC et al., 2017
Penicillium Penicillium citrinum SAIZ-JIMENEZ &SAMSON; 1981; DHAWAN et al., 1991 ¢ 1992; SENBUA, &
WICHITWECHKARN, 2019
e Penicillium SAIZ-JIMENEZ; SAMSON; 1981; GUGLIELMINETTI et al, 1994; PEPE et al., 2010;
Penicillium
crysogenum MOZA et al., 2012
Apiosporaceae Arthrinium Arthrinium sp. GUGLIELMINETTI et al, 1994; UNKOVIC et al., 2015
Chaetomiaceae  Chaetomium Chaetomium sp GUGLIELMINETT et al., 1994; PANGALLO et al., 2012; UNKOVIC et al., 2017
R . DHAWAN et al., 1992; GUGLIELMINETTI et al, 1994; DHAWAN et al., 2002;
. PANGALLO et al., 2012;.UNKOVIC et al., 2017
Areia. ovo. cal  Didymellaceae
e e Didymella Didymella sp. IONITA, 1973; SAIZ-JIMENEZ &SAMSON; 1981
o Rhodotorula ROSADO et al., 2013; ROSADO et al., 2014; MA et al., 2015; ROSADO et al., 2015;
Sporidiobolacea ROSADO et al., 2017; ROSADO et al., 2019
e Rhodotorula Rhodotorula
o ROSADO et al., 2014
mucilaginosa
Trichoderm . DHAWAN, S., 2002; MARTINS et al., 2009; PALLA et al., 2010; GIL et al., 2015;
Hypocreaceae Trichoderma sp.

a

ROSADO et al., 2015
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Composicao
Pinturas do substrato Familia Género Espécie Referéncias Bibliograficas
de coleta
Aspergillus Aspergillus sp CAPODICASA et al., 2010; LOPEZ-MIRAS et al., 2013;
Aspergillaceae GOMALIU et al., 2016; OKPALANOZIE et al., 2016;
Penicillium Penicillium sp. SALVADOR et al., 2017; CASELLI et al., 2018
el (,tec1do) ¢ Chaetomiaceae Chaetomium (Cloastoiitie OKPALANOZIE et al., 2016
oleo globosum
Pintura Aspergillaceae Aspergillus Aspergillus oryzae SANTOS et al., 2009
de cavalete Sooridiobol Rhod 7
POTICIOBOIACE  phodotorula sp odotoruta ROSADO et al., 2014; ROSADO et al., 2017
mucilaginosa
Aspergillus Aspergillus flavus
Tinta vinilica . . .
sob madeira Aspergillaceae Aspergillus niger BONIEK et al., 2018
Penicillium Penicillium citrinum
Pinturas Rochas, ovos  Agpergillaceae Aspergillus Aspergillus sp. WAKELIN et al., 2004
rupestres e pigmentos Penicillium Penicillium sp. BASTIAN et al., 2010; MA et al., 2015
sapegllonzne p Pegie /i GAMBINO et al., 2017: MA et al., 2020
Pinturas Rochas, ovos crysogenum
rupestres e pigmentos
Hypocreaceae Trichoderma Trichoderma sp. DU PONT et al., 2007; SUGIYAMA et al., 2008; SUGIYAMA et al., 2017

Fonte: Adaptado pela autora a partir da analise dos isolados encontrados e confrontando-os com dados reportados em literatura ( DHAWAN et al., 1991; DORNIEDEN et al.,
2000;GUGLIELMINETTI et al, 1994; CIFERRI, 1999, GORBURSHINA et al., 2004; SZOSTAK-KOTOW, 2004; HUMBER e HANSEN, 2005; GREIF ¢ CURRAH, 2007;
PEPE et al., 2007; CAPODICASA et al., 2010; MOZA et al., 2012; PANGALLO et al., 2012; SILVA et al., 2013; ROSADO et al., 2014; GIL et al., 2015; ROSADO et al.,

2017; UNKOVIC et al., 2017; ROSADO et al., 2019)
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6.8 Fungos isolados produtores de enzimas

O ensaio screnning enzimatico realizado possibilitou a triagem qualitativa e seleg¢do de
fungos potencialmente produtores de xilanase, ou seja, fungos que apresentaram atividade
potencial xilanolitica, e também de fungos produtores de celulase, que demonstraram atividade
celulolitica nos substratos testados. Das 14 espécies isoladas testadas nenhuma produziu halos
que indicassem atividade lipolitica e/ou lignolitica como ¢ possivel observar na TABELA 14.
Somente 2 espécies ndo apresentaram, simultaneamente, atividade xilanolitica e celulolitica que
foram a Rhodotorula mucilaginosa e o Trichoderma reesei, para os substratos empregados nos
ensaios. Ainda a respeito das 14 espécies isoladas empregadas na triagem enzimatica somente
4 espécies ndo apresentaram atividade celulolitica, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Rhodotorula mucilaginosa e Trichoderma reesei. Ainda na TABELA 14, constam os indices
enzimaticos (IE) por espécie testada conforme analise proposta pelos pesquisadores (HANKIN;

ANAGNOSTAKIS, 1975; OLIVEIRA et al., 2006).

Tabela 14: Média dos indices enzimaticos por espécies e substrato

Isolados fiingicos IE CMC IE Xi . IE IE LiG
(mm) (mm) Lip(mm) (mm)
2?f;f6othllcfzyi;nniJZZiospora. L L ) )
AMS Penicillium citrinum 1,49 1,86 - -
AM 11 A Rhodotorula mucilaginosa. 1 1 - -
AMI11 A. niger 1 1,67 - -
AMI13CV P. crysogenum 1,27 2,65 - -
AM13 CM Epicoccum nigrum 1,55 2,21 - -
AM14CV A. nomius 1,25 2,89 - -
AMI14CB 4. oryzae 1 1,16 - -
AM 16CR Arthrinium rasinkravindrae. 1,35 1,26 - -
AM 18A Trichoderma reesei. 1 1 - -
AM 19LR Mytilinidion decipiens 1,33 1,29 - -
AM 24CV Pleurostoma richardsiae 1,46 1,41 - -
AM 24CV Chaetomium globosum 1,43 1,08 - -
AM25CV A. flavus 1,31 2,78 - -

Fonte: elaborado pela autora a partir do resultados do ensaio do screenning enzimatico end point: IE=1 auséncia
de atividade enzimatica, IE> 1 e <1,5 atividade enzimatica baixa, IE>1,5 atividade enzimatica intermediaria,
IE>2 atividade enzimatica alta, e — ndo cresceu e ndo produziu halo

Os fungos que apresentaram atividades celuloliticas e xilanoliticas respectivamente

consideradas baixas, de acordo com analise do IE, foram: Arthrinium rasikravindrae,
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Chaetomium globosum, Mpytilinidion decipiens e Pleurostoma richardsiae. Ja o fungo que
apresentou atividade xilanolitica considerada baixa de acordo com andlise do IE foi o
Aspergillus oryzae. O fungo que apresentou atividade celulolitica intermediaria foi o
Epicoccum nigrum. Os microrganismos que apresentaram atividade celulolitica consideradas
baixas foram Aspergillus nomius, A. flavus, Didymela microchlamydospora, Penicillium
citrinum, P. crysogenum. Nenhum dos isolados apresentou atividade celuloliticas considerada
alta. E os fungos que apresentaram atividade xilanolitica intermedidria foram Aspergillus niger,
Didymela microchlamydospora e Penicillium citrinum. Ja os 4 isolados Aspergillus flavus, A.
nomius, Penicillium crysogenum e Epicocum nigrum apresentaram atividades xilanoliticas
consideradas altas. Os resultados para as atividades enzimaticas variaram entre os isolados,
dados que estdo em acordo com a literatura correlata (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975;
OLIVEIRA et al., 2006; FLORENCIO et al., 2012). Devido ao papel preponderante das
enzimas hidroliticas nos processos de deterioragdo em bens culturais, processos ecologicos e
possiveis aplicagdes industriais, os resultados encontrados apontam a necessidade de realiza¢ao
de diferentes testes devido ao potencial de aplicagcdo dessas para diversas finalidades (GARG
et al., 1995; DA SILVA et al.,, 1997; BHAT, 2000; LYND et al., 2002; GRIMM et al., 2005;
FERNANDES et al.,, 2005; MICHAELSEN et al., 2009; MONTEIRO; SILVA, 2009;
ROSADO et al., 2015; HU et al., 2021).

Apos a obtengdo dos dados dos ensaios enzimaticos para celulase e xilanase, e, feitos os
calculos dos IEs desses isolados frente aos substratos testados, foi confeccionado um gréfico
box plot (FIGURA 23). Esse foi elaborado para caracterizar os fungos em acordo com a
atividade enzimdtica de cada um, demonstrando quais deles possuem melhor atuacdo em
relagdo aos substratos testados. Ao analisar o grafico € possivel notar que 4 espécies nao
apresentaram atividade celulolitica sdo essas: Aspergillus niger, A. oryzae, Rhodotorula
mucilaginosa e Trichoderma reesei pois estdo representadas com trago preto (indicam IE =1,
auséncia de atividade enzimatica). J& a espécie Chaetomium globosum apresentou atividade
xilanolitica pelo IE= 1,08, valor proximo de 1, ou seja, praticamente, ndo apresentou atividade
xilanase (representada em azul). Ao passo que as espécies Rhodotorula mucilaginosa e
Trichoderma reesei representadas no grafico com traco preto (indicam IE =1, auséncia de
atividade enzimatica). Apresentaram atividades celuloliticas e xilanoliticas respectivamente
consideradas baixas, de acordo com andlise do IE, ou seja, [E>1 e IE<I1,5, foram as espécies:
Arthrinium rasikravindrae, Chaetomium globosum, Mytilinidion decipiens e Pleurostoma

richardsiae. Os fungos que apresentaram atividade celulolitica, (representada em vermelho),
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consideradas baixas, ou seja, com IE>1 e IE<1,5 foram os fungos: Aspergillus nomius, A.
flavus; Didymela microchlamydospora, Penicillium citrinum, P. crysogenum. Os
microrganismos que apresentaram atividade xilanolitica intermedidria em acordo com IE>1,5
foram: Aspergillus niger, Didymela microchlamydospora e Penicillium citrinum. Os isolados
Aspergillus flavus, A. nomius, Penicillium crysogenum e Epicocum nigrum apresentaram
atividades xilanoliticas consideradas altas, ou seja, I[E>2 (situadas na por¢ao superior do grafico
box plot nas cores azuis). Nenhum dos isolados apresentou atividade celuloliticas considerada
alta cujo IE>2 por isso constam (situadas na por¢ao inferior do grafico box plot nas cores

vermelhas).

Figura 23: Grafico box plot produgdo de enzimas (celulase e xilanase) por espécie fingica
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Fonte:elaborado pela autora a partir do resultados do ensaios de screenning enzimatico

6.9 Ensaio de Concentragao inibitéria minima com compostos encontrados na obra

As concentragdes testadas para as drogas controles Captan (Sigma-Aldrich) e Nistatina

(Bristol Myers Squibb) variaram de 0,5 a 0,0039 mM. Para a substancia V1, a concentragdao
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testada foi de 0,0039 a 0,5 mg/ml, e para as demais V2 a V14, as concentragdes testadas
variaram de 0,039 a 5 mM. Foi considerada a concentragdo inibitéria minima aquela
concentracao testada que reduziu 100% do crescimento fungico conforme (CLSI, 2008).

O composto V6 (didxido de zinco, ZnO») (Merck) inibiu o crescimento de Rhodotorula
mucilaginosa e Arthrinium rasikravindrae a 2,5 mM e inibiu o Mytilinidion decipiens em
concentracao de 5 mM.

O composto V7 (tridoxido de zinco, ZnO3) (Baker) inibiu o crescimento de Rhodotorula
mucilaginosa a 2,5 mM.

O V11 (dioxido de chumbo, PbO») (Merck) inibiu o crescimento fingico das espécies:
Epicoccum nigrum a 0,039 mM, do Penicillium crysogenum a 0,3125 mM e da Rhodotorula
mucilaginosa a 2,5 mM e do Arthrinium rasikravindrae a 0,625 mM.

J& o composto V13 (6xido de zinco, ZnO) (Kremer) inibiu o crescimento da
Rhodotorula mucilaginosa a 5 mM e do Arthrinium rasikravindrae a 2,5 mM.

O composto V14 (azul ultramar, NasAlsSicO024S2) (Kremer) inibiu o crescimento das
espécies Didymella microchlamydospora, Aspergillus niger e Trichoderma reesei a
concentracdo de 0,1562 mM, inibindo ainda as espécies Aspergillus oryzae e Pleurostoma
richardsiae a 0,0781 mM, inibindo ainda a Rhodotorula mucilaginosa a 2,5 mM e Aspergillus
nomius a 0,3125 mM. A espécie Arthrinium rasikravindrae foi inibida na concentracao de 1,25
mM.

A droga controle Captan (Sigma-Aldrich) variou inibindo os 13 isolados de 0,5 a 0,0039
mM conforme (CLSI, 2008). E a Nistatina (Bristol Myers Squibb) inibiu a Rhodotorula
mucilaginosa a 0.0312 mM em conformidade com (CLSI, 2008). Somente a espécie
Mytilinidion decipiens nao foi inibida pela droga controle (Captan). Os controles de esterilidade
do meio estavam em conformidade.

Esse ensaio de concentragdo inibitdria minima a partir de compostos identificados na
obra pelos exames fisico-quimicos tais como (IV, Raman ¢ MEV) sdo de suma importancia
para preservacao € para o cuidado com os materiais constituintes da obra. No caso de pinturas,
por exemplo, foi encontrado na literatura somente uma pesquisa que preza pelo principio de
preservacdo dos materiais presentes na obra original (VIETO et al., 2022). O ensaio de CIM a
partir de compostos encontrados na obra corroborou para hipdtese cientifica levantada por
diversos autores pela qual os fungos podem utilizar largo espectro de nutrientes, tais como
elementos quimicos componentes de pigmentos minerais e/ou aglutinantes (como

micronutrientes). Por exemplo, nesse ensaio in vitro, possivelmente os elementos quimicos
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presentes nos compostos (V2 a V14) e/ou aglutinantes tais como (V1 / 6leo de linhaga), podem
servir como fonte energética e de micronutrientes, inclusive para manutengdo de atividades
vitais e metabolicas dos microrganismos (IONITA, 1973; SAIZ-JIMENEZ et al., 1981;
ALLSOPP et al., 2004; CANEVA et al., 2008; STERFLINGER, 2010; CALLOL, 2013;
GOMOIU et al., 2018; MAZZOLLI et al., 2018). Nesse ensaio realizado frente aos 14 isolados
fingicos, a maioria dos fungos crescem na maior parte dos compostos testados, € em diversas
concentragdes avaliadas de 0,039 a 5 mM. Para a realizag¢do desse ensaio foi empregado como
referéncia concentragdes de compostos biocidas a 1%, essa ¢ uma concentragdo usual para
emprego de substancias biocidas em bens culturais (SLAIBI et al., 2011), tais como o timol
(HEINZEL, 1998; DI PASQUA et al., 2006; SLAIBI et al., 2011; CONNELL et al., 2013).
Essa faixa de dosagem ja foi testada e ndo ocasiona danos aos objetos culturais (DI PASQUA
et al., 2006; SLAIBI et al., 2011), o timol, por exemplo atua ocasionando o rompimento da
membrana celular microbiana, que causa o extravasamento de conteudo plasmatico levando a
morte celular dos fungos (DI PASQUA et al., 2006; CONNELL et al., 2013).

Foi possivel notar pelos dados de CIM, que foram elencados na Tabela 15, que os fungos
isolados da pintura “Frevo”, de Portinari, cresceram em compostos puros € semi-puros que
foram encontrados nos exames fisico-quimicos realizados nesse trabalho. Esses achados
cientificos vao de encontro a teoria de inumeros pesquisadores acerca da necessidade
nutricional desses microrganismos € que podem utilizar de seu largo espectro nutricional e
metabolico seja de micro ou macronutrientes para colonizar diversos ambientes (ALLSOPP et
al., 2004; CANEVA et al., 2008; STERFLINGER, 2010; CALLOL, 2013; GOMOIU et al.,
2018; MAZZOLLI et al., 2018).

Para facilitar a visualizacdo e interpretacio dos dados obtidos nesse ensaio foi
confeccionado um mapa com valores de concentragdo inibitdria minima de compostos puros
(da obra) frente aos isolados fingicos (da obra) conforme FIGURA 24 e ainda sumarizados os
dados da TABELA 15. No mapa ¢ possivel observar que o Captan (Sigma-Aldrich) variou
inibindo os 13 isolados de 0,5 a 0,0039 mM (representadas pelo circulo amarelo ocre de
tamanho pequenino). E a Nistatina (Bristol Myers Squibb) inibiu a Rhodotorula mucilaginosa
a 0.0312 mM (dentro da faixa reportada na literatura (de 0,5 a 0,0039 mM). Somente a espécie
Mytilinidion decipiens nao foi inibida pela droga controle (Captan).

E possivel observar que o composto V6 (dioxido de zinco, ZnO,) (Merck) inibiu o

crescimento de Rhodotorula mucilaginosa e Arthrinium rasikravindrae na dose >2,0 mM
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(representada pelo circulo amarelo ocre de tamanho médio) e inibiu o Mytilinidion decipiens
em concentragdo de 5 mM (representada pelo circulo verde de tamanho grande).

O V11 (dioxido de chumbo, PbO») (Merck) inibiu o crescimento fingico das espécies:
Arthrinium rasikravindrae, Epicoccum nigrum e o Penicillium crysogenum a concentracao
<ImM (representadas pelo circulo amarelo ocre pequenino) e inibiu a Rhodotorula
mucilaginosa a dose >2,5 mM (representada pelo circulo amarelo ocre de tamanho médio).

J& o composto V13 (6xido de zinco, ZnO) (Kremer) inibiu o crescimento da espécie
Arthrinium rasikravindrae a concentragdo >2,0 mM (representada pelo circulo amarelo ocre de
tamanho médio) e a Rhodotorula mucilaginosa a concentragdo deS mM (representada pelo
circulo verde de tamanho grande).

O composto V14 (azul ultramar, NasAlsSicO024S2) (Kremer) inibiu o crescimento das
espécies Aspergillus niger, A. nomius, A. oryzae, Didymella microchlamydospora, Pleurostoma
richardsiae e Trichoderma reesei na concentragao < ImM ((representadas pelo circulo amarelo
ocre de tamanho pequenino), ainda a Rhodotorula mucilaginosa na concentragdo >
2,5mM(representada pelo circulo amarelo ocre de tamanho médio). A espécie Arthrinium
rasikravindrae foi inibida na concentragao > 1,25 mM (representada pelo circulo ocre tamanho

pequeno).
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Figura 24: Mapa representativo com resultados de concentragdo inibitoria minima de compostos puros (da obra) frente aos isolados fungicos (da obra)
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110

Tabela 15: Concentragdo inibitoria minima dos isolados coletados na pintura de Portinari frente aos componentes principais puros encontrados em exames fisico quimicos da
obra

I‘gfggfi‘fg)rgglgr‘l‘g VI V2 V3 V4 VS V6 VI V8 V9 VI VIl \;1 \;1 V14 Cg;‘t’fﬁz*
microlc?}lfgrr:)e/ggspora ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) 0’1256 0,25 Captan
Penicillium citrinum - - - - - - - - - - - - - - 0,0312 Captan

Aspergillus niger - - - - - - - - - - - - - 0’1256 0,0039 Captan
Epicoccum nigrum - - - - - - - - - - 0,039 - - - 0,0156 Captan
Penicillium chrysogenum - - - - - - - - - - 0,3125 - - - 0,0625 Captan
Rhodotorula mucilaginosa - - - - - 25 25 - - - 2,5 - 5 2,5 0.0312 Nistatina
Aspergillus oryzae - - - - - - - - - - - - - 0’(178 0,0625 Captan
Aspergillus nomius - - - - - - - - - - - - - 0’3,.512 0,0625 Captan
Arthrinium rasikravindrae - - - - - 2,5 - - - - 0,625 - 2,5 1,25 0,0039 Captan
Trichoderma reesei - - - - - - - - - - - - - 0’1256 0,25 Captan

Mytilinidion decipiens - - - - - 5 - - - - - - - - -

Pleurostoma richardsiae - - - - - - - - - - - - - 0,(178 0,125 Captan
Chaetomium globosum - - - - - - - - - - - - - - 0,125 Captan

Aspergillus flavus - - - - - - - - - - - - - - 0,0625 Captan

*CIM (100%) — ‘endpoint’ considerando 100% da redugdo do crescimento fingico (CLSI, 2008) Concentragdes testadas: Captan e Nistatina 0,5 e 0,00390625mM, V1 6leo concentragdo 0,0039 a
0,5 mg/ml e V2 aV14 concentragdo de testada 0,039 a 5 mM. V1= 6leo de linhaga (CisH320) (Winsor & Newton), V2 = carbonato de célcio impuro (CaCos) (Armazém das Artes), V3 = dioxido de
Ferro (Fe203),V4= 6xido de Ferro (FeO) (Morgan Pigmentos), V5= carbonato de calcio puro (CaCos) (Synth), V6 = didxido de zinco (Zn O2) (Merck), V7= trioxido de zinco (ZnOs) (Baker), V8=
sulfato e bario (BaSOs4) (Synth), V9= sulfato de calcio (CaSO4) (Vetec), V10= didxido de titanio(TiO2))(Vetec), V11= didxido de chumbo (PbO2) (Merck), V12 = azul de cobalto (Co Al2O4)
(ICROM), V13= ¢6xido de zinco (ZnO) (Kremer), V14=azulultramar(NasAlsSicO24S2),(Kremer).Controles: Captan (Sigma-Aldrich) e Nistatina (Bristol Myers Squibb) Fonte:elaborado a partir dos
resultados do ensaio de CIM
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6.10 Ensaio de irradiagdo gama cobalto 60 aplicada aos isolados fungicos
6.10.1 Ensaio de irradiagdo gama cobalto 60 aplicada a solugdo de esporos dos isolados

A radiagdo gama cobalto-60 empregada na irradiagdo da solugdo dos esporos na
dosagem de 1kGy foi avaliada com 7 dias de crescimento/ 21 dias ap0s irradiacdo. As espécies
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus nomius, Aspergillus oryzae, Arthrinium
rasikravindrae, Didymella microchlamydospora,  Penicillium  citrinum, Penicillium
crysogenum, Pleurostoma richardsiae e Trichoderma reesei ¢ a levedura controle Candida
albicans ATCC 18804 ndo cresceram nessa dosagem e nem periodo citado. Ja as espécies
Chaetomium globosum, Epicoccum nigrum, Mytilinidion decipiens, Rhodotorula mucilaginosa
e os fungos controles Cladosporium cladosporioides UFMG CB4613 Aspergillus flavus
CCT4952 e Cryptococcus neoformans UFMG H99 cresceram na dosagem de 1kGy nos dias 7
dias de crescimento e 21 ap6s irradiagdo. E o grupo controle que ndo foi submetido a irradiagdo
cresceu normalmente. O controle de esterilidade seguiu também em conformidade, ou seja,
auséncia do crescimento fungico. Os dados obtidos estdo sumarizados na TABELA 16.

Na dosagem de 3kGy nos dias 7 de crescimento/ 21 apos irradiagdo, as espécies
Aspergillus flavus, A. niger, A. nomius, A. oryzae, Arthrinium rasikravindrae, Didymella
microchlamydospora, Epicoccum nigrum, Penicillium citrinum, P. crysogenum, Pleurostoma
richardsiae, Trichoderma reesei € as leveduras controle Candida albicans ATCC 18804,
Cryptococcus neoformans UFMG H99 e os fungos filamentosos Cladosporium
cladosporioides UFMG CB4613 e Aspergillus flavus CCT4952 controle também nao
cresceram. Ja as espécies Chaetomium globosum, Mpytilinidion decipiens e Rhodotorula
mucilaginosa continuaram crescendo. O grupo controle ndo submetido a irradiagdo cresceu
normalmente. E o controle de esterilidade seguiu em conformidade com o protocolo.

Ja na dosagem de 5kGy com 7 dias de crescimento do indculo/ 21 dias ap0s irradiagao,
nenhum dos 14 isolados fungicos cresceu, nenhuma das leveduras e fungos filamentosos
controles positivos cresceram. E o grupo controle que ndo foi irradiado cresceu conforme o
esperado e grupo controle de esterilidade do meio estava em conformidade.

A dose de 1kGy foi reavaliada e mensurada novamente com 14 dias de crescimento/ 28
dias apds irradiagdo e as espécies Aspergillus nomius, Aspergillus oryzae, Arthrinium
rasikravindrae, Didymella  microchlamydospora,  Penicillium  citrinum, Penicillium
crysogenum, Pleurostoma richardsiae e Trichoderma reesei e a levedura controle Candida
albicans ATCC 18804 nao cresceram nessa dosagem e nem no periodo citado. Ja as espécies

Aspergillus flavus, Aspergillus niger (que ndo haviam crescido com 7 dias de in6culo e 21 dias
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apos irradiacdo) junto com as demais Chaetomium globosum, Epicoccum nigrum, Mytilinidion
decipiens, Rhodotorula mucilaginosa ¢ os fungos controles Cladosporium cladosporioides
UFMG CB4613, Aspergillus flavus CCT4952 e a levedura Cryptococcus neoformans H99
UFMG apresentaram crescimento.

Desmonts e colaboradores (2001), relatam que a espécie Aspergillus flavus (solucao de
esporos 10° esporos /mL), é inibida a dose de 1,7 kGy de irradiacio, ja, Maity e colaboradores
(2011) informam que A. flavus, isolado de sementes de arroz e preparados com solugdo 10°
esporos /mL requerem para inibi¢ao de crescimento a dosagem de 2,5 kGy. Logo a dosagem de
1kGy aplicada ao 4. flavus isolado, e, ao A. flavus CCT4952 tinha grandes chances de nao inibir
o crescimento desses, tal situacdo de fato ocorreu no experimento. Os fungos A. niger,
Epicoccum nigrum em solugio de esporos aquosa, na concentragio 10 esporos /mL, segundo
a pesquisa de Tomazello (1994), ¢ inibido a partir de 1 kGy até 2 kGy, sendo que o género
Trichoderma sp. € inibido a dose de 1 kGy. Entdo, o experimento no trabalho acima citado ¢
corroborado por dados dessa pesquisa. Ainda, segundo Malo e demais pesquisadores (2018), a
espécie Cryptococcus neoformans H99 ¢ inibida a dosagem de 0,750 kGy, no entanto,
observamos no presente trabalho que a dosagem exigida pela espécie foi maior que a relatada
por esses pesquisadores e o grupo controle do indculo que ndo foi submetido a irradia¢do
cresceu normalmente. E o controle de esterilidade seguiu em conformidade.

Na dosagem de 3kGy com 14 dias de crescimento/ 28 dias apds irradiagdo, as espécies
Aspergillus nomius, A. oryzae, Arthrinium rasikravindrae, Didymella microchlamydospora,
Penicillium citrinum, P. crysogenum, Pleurostoma richardsiae e Trichoderma reesei e as
leveduras controle Candida albicans ATCC 18804, Cryptococcus neoformans UFMG H99, os
fungos filamentosos Cladosporium cladosporioides UFMG CB4613 e Aspergillus flavus
CCT4952 controles também nao cresceram. Conforme descreve Frazier (1993) os géneros
Aspergillus spp. e Penicillium spp. de modo geral sdo inibidos a partir da dose de 1,3 kGy até
3kGy, e, a presente pesquisa corrobora com os relatos desse pesquisador. Ja as espécies
Chaetomium globosum, Mytilinidion decipiens € Rhodotorula mucilaginosa continuaram
crescendo. Nesse mesmo periodo avaliado de 14 dias de crescimento/ 28 dias apds irradiacdo
as espécies Aspergillus flavus e A. niger que nao haviam crescido (com 7 dias de inoculo e 21
dias apds irradiacdo) cresceram bastante. Segundo Castelvechi e colaboradores (2007) e
Dadachova e colaboradores (2007), alguns fungos melanizados como A. niger ao serem
submetidos a irradiacdo podem sofrer alteragdes nas propriedades eletronicas da melanina,

transformando esse pigmento em transdutor de energia, fator que favorece o crescimento e
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sobrevivéncia dessas espécies. O grupo controle ndo submetido a irradiagdo cresceu
normalmente. E o controle de esterilidade seguiu em conformidade com o protocolo.

Na dosagem de 5kGy com 14 dias de crescimento do in6culo/ 28 dias apos irradiagdo
13 isolados fungicos ndo cresceram, somente o Aspergillus niger cresceu e nenhuma das
leveduras e fungos filamentosos controles positivos cresceram. Segundo Bonetti e
colaboradores (1979) a dosagem de 5 kGy de irradiagdo inviabiliza o crescimento de esporos
fungicos das espécies Aspergillus fumigatus, A. niger, Penicilium spp., Trichoderma spp.,
Chaetomium globosum, esses dados relatados anteriormente por esses pesquisadores vao de
encontro aos dados da presente pesquisa. Saleh e pesquisadores (1996), reportaram que
dosagens de 4 kGy a 6 kGy inibem completamente fungos em diversos alimentos.
Adicionalmente, (MUNIR & FEDERIGHI, 2020) reportaram radiossensibilidade dos géneros
os géneros Aspergillus spp. e Penicillium spp. nas dosagens 0,2 kGy a 5kGy de irradiagdo e os
experimentos do presente trabalho corroboram com a constatagdo desses pesquisadores.
Recentemente, duas pesquisas, realizadas em corpos de prova, trazem informagdes importantes
para a discussdo. A primeira pesquisa realizada com descontaminagdo fingica de solugdo de
esporos em corpos de prova em tecido de algoddo por irradiacdo gama cobalto-60. E a segunda,
em corpos de prova similares a pintura oleo sobre tela, com dois fungos de colecdes de
referéncia, primeiro foi inoculado o Aspergillus niger CBS 104.57, em seguida o Penicillium
chrysogenum ATCC 12690, na concentragdo de 10° esporos /mL. Em ambas, os pesquisadores
verificaram que esses corpos de prova inoculados e irradiados foram totalmente
descontaminados a dosagem de 5kGy, ambas corroboram com os dados encontrados no
presente trabalho de doutorado (VUICIC et al., 2019; SHEIKH et al., 2021). Tomazello (1994)
em seu trabalho cujo foco foi descontaminagdo de isolados fungicos, encontrados em
documentos historicos, constatou que Cladosporium cladosporioides, em solugdo de esporos
aquosa na concentragio de 10° esporos /mL, requer dosagem a partir de 1 kGy para
sensibilizar/reduzir o crescimento desses esporos apoés irradiagdo e reinoculagdo em meio de
cultura, no entanto, para a inibi¢do do crescimento dessa espécie nessa concentragcdo, requere-
se dosagem mais alta a partir de 5,5 kGy a 6 kGy. No entanto, o Cladosporium cladosporioides
UFMG CB4613 foi inibido com a dosagem de 5 kGy, resultado que difere da referéncia usada,
porém como esse € um fungo melanizado, essa camada pigmentada de melanina pode atuar
impedindo a penetragdo da radiacdo ionizante (CASTELVECCHI, 2007; CASADEVALL et
al., 2017). E algumas cepas, como a empregada por Tomazello em seus ensaios, podem possuir

essa barreira protetiva, tornando a espécie, de certo modo, radioresistente. Além disso o grupo
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controle, que ndo foi submetido a irradiacdo cresceu como esperado e grupo controle de
esterilidade do meio estava em conformidade.

Para facilitar a visualizagdo e interpretagdo dos dados obtidos nesse ensaio foi
confeccionado um grafico bar plot com crescimento solucao de esporos 7 dias crescimento e
21 dias irradiacdo conforme FIGURA 25. Por esse 1°grafico plotado € possivel observar que
todos os fungos controle positivo cresceram normalmente (representados em cinza escuro). E
que a dosagem de 1kGy, (representada em amarelo ocre), inibiu o crescimento de dez fungos
testados tais como: Aspergillus nomius, A. niger, A. oryzae, Arthrinium rasikravindrae,
Didymella microchlamydospora, Penicillium citrinum, P. crysogenum, Pleurostoma
richardsiae e Trichoderma reesei e a levedura controle Candida albicans ATCC 18804. E essa
mesma dosagem ndo inibiu o crescimento de sete fungos sdo eles: Chaetomium globosum,
Epicoccum nigrum, Mytilinidion decipiens, Rhodotorula mucilaginosa e os fungos controles
Cladosporium cladosporioides UFMG CB4613, Aspergillus flavus CCT4952 e Cryptococcus
neoformans UFMG H99. J4 a dosagem de 3kGy, (representada em verde claro), as espécies
Aspergillus flavus, A. niger, A. nomius, A. oryzae, Arthrinium rasikravindrae, Didymella
microchlamydospora, Epicoccum nigrum, Penicillium citrinum, P. crysogenum, Pleurostoma
richardsiae, Trichoderma reesei € as leveduras controle Candida albicans ATCC 18804,
Cryptococcus neoformans UFMG H99 e os fungos filamentosos Cladosporium cladosporiodes
UFMG CB4613, Aspergilus flavus CCT4952 controle também ndo cresceram. J4 as espécies
Chaetomium globosum, Mytilinidion decipiens e Rhodotorula mucilaginosa continuaram
crescendo nessa dosagem. A dosagem de 5kGy (destacada em cor roxa), nenhum dos fungos
testados cresceu e nem mesmo os quatro fungos controles.

O 2°gréfico plotado refere-se a solugdo de esporos (recuperada) com 14 dias de
crescimento/ 28 dias ap6s irradiacdo, FIGURA 26, ¢ possivel observar que todos os fungos
controle positivo cresceram normalmente (representados em cinza escuro). E que a dosagem de
1kGy, (representada em amarelo ocre), as espécies Aspergillus nomius, A. oryzae, Arthrinium
rasikravindrae, Didymella microchlamydospora, Penicillium citrinum, P. crysogenum,
Pleurostoma richardsiae e Trichoderma reesei e a levedura controle Candida albicans ATCC
18804 ndo cresceram nessa dosagem e nem no periodo citado. J4 as espécies Aspergillus flavus,
A. niger (que ndo haviam crescido a 1kGy/ 7 dias de in6culo e 21 dias apds irradiagao) junto
com as demais Chaetomium globosum, Epicoccum nigrum, Mytilinidion decipiens,
Rhodotorula mucilaginosa e os fungos controles Cladosporium cladosporioides UFMG

CB4613, Aspergillus flavus CCT4952 e a levedura Cryptococcus neoformans H99 UFMG
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apresentaram crescimento. Na dosagem de 3kGy, (representada em verde claro), com 14 dias
de crescimento/ 28 dias apds irradiagdo, as espécies Aspergillus nomius, A. oryzae, Arthrinium
rasikravindrae, Didymella microchlamydospora, Penicillium citrinum, P. crysogenum,
Pleurostoma richardsiae e Trichoderma reesei e as leveduras controle Candida albicans ATCC
18804, Cryptococcus neoformans UFMG H99, os fungos filamentosos Cladosporium
cladosporioides UFMG CB4613 e Aspergillus flavus CCT4952 controles também nao
cresceram. Ja as espécies Aspergillus flavus, A. niger, Chaetomium globosum Mytilinidion
decipiens, Rhodotorula mucilaginosa a dose de 3kGy apresentaram crescimento acentuado. E,
na dose de 5kGy (em cor roxa), nenhum fungo testado cresceu, exceto o 4.niger que apresentou
crescimento consideravel e significativo. Diante desse resultado ¢ possivel levantar uma
hipdtese relativa a essa espécie A.niger, (isolada da pintura “Frevo” de Portinari), que os
esporos produzidos por essa espécie apresentaram resisténcia a radiacdo gama Co-60 nas trés

dosagens testadas.



Figura 25: grafico bar plot crescimento solugdo de esporos 7 dias crescimento e 21 dias irradiagado
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Figura 26: grafico bar plot crescimento solugdo de esporos 14 dias crescimento e 28 dias irradiag@o
Tempo de crescimento: 14 dias, 28 dias de irradiacao
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6.10.2 Ensaio de irradiagdo gama cobalto 60 aplicada ao micélio dos isolados fungicos

A radiagdo gama cobalto-60 foi empregada na irradiag@o das placas contendo micélios,
sendo realizadas com os micélios crescidos ha 5 dias (considerados adultos) e todos os isolados
foram mensurados antes do procedimento de irradiagdo conforme TABELA 17.

As medidas foram repetidas apos 10 dias de crescimento e apos 5 dias de
irradiacdo nas dosagens 1kGy, 3 kGy e 5 kGy. Todos os isolados irradiados em todas as
dosagens apresentaram crescimento Aspergillus flavus, A. niger, A. nomius, A. oryzae,
Arthrinium rasikravindrae, Didymella microchlamydospora, Penicillium citrinum, P.
crysogenum, Pleurostoma richardsiae ¢ Trichoderma reesei. Todas as espécies do grupo
controle positivo, as leveduras controles Candida albicans ATCC 18804, Cryptococcus
neoformans UFMG, e os fungos filamentosos controle Cladosporium cladosporioides UFMG
CB4613 e Aspergillus flavus CCT4952 apresentaram crescimento. Conforme ¢ possivel
constatar na FIGURA 27. O grupo de microrganismos controle ndo submetido a irradiacdo
cresceu normalmente. E o controle de esterilidade seguiu em conformidade com o protocolo.
Provavelmente, esse crescimento dos 14 fungos ocorreu nesse momento do procedimento, pois
o experimento de irradiagdo ocorreu 5 dias apds inoculo inicial, momento inicial em que as
hifas encontravam em crescimento livre, (inoculo foi realizado com plug de micélio
padronizado). O micélio com 5 dias de tempo de crescimento ja apresentava um crescimento
consideravel (apresentando um emaranhado de hifas visivel), que propiciou um actimulo de
biomassa de células microbianas, dificultando a penetragdo e consequente a¢do dos raios da
irradiagdo gama cobalto 60 nas células fingicas. Fato que corroborou para a continuidade do
processo de crescimento dos micélios flingicos mesmo apos a irradiagdo em dose mais elevada
5 kGy.

Logo apos a releitura, e a reavaliagcdo das placas contendo micélios irradiados, essas
foram repicadas novamente a partir do micélio irradiado, para averiguar a viabilidade dessas
c¢lulas microbianas e avaliacdo do crescimento dessas ap0s irradiagdo. Diante do procedimento
realizou-se a leitura com 7 dias de crescimento e 12 dias de irradiado, e em seguida novamente
com 21 de crescimento/28 dias apds irradiacao e observou-se que as espécies Aspergillus niger,
A. oryzae, Arthrinium rasikravindrae, Epicoccum nigrum, Penicillium citrinum, P. crysogenum
e Pleurostoma richardsiae ndo apresentaram crescimento nas dosagens de 3kGy e 5 kGy como
¢ possivel constatar nas TABELAS 19 e 20. As demais espécies Aspergillus flavus, A. nomius,
Chaetomium globosum, Didymella microchlamydospora, Mytilinidion decipiens, Rhodotorula

mucilaginosa e Trichoderma reesei apresentaram o crescimento que foi reduzindo a medida
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que a dose de irradiagdo gama aplicada aumentava, e as espécies do grupo controle positivo, as
espécies Candida albicans ATCC 18804, Cryptococcus neoformans UFMG, os fungos
filamentosos controle Cladosporium cladosporioides UFMG CB4613 e Aspergillus flavus
CCT4952 também cresceram de modo reduzido. Tomazello (1994) relatou em seus
experimentos com micélios fungicos irradiados que Cladosporium cladosporioides e
Aspergillus flavus foram inibidos a dosagem de 6 kGy. E Grillo (2016) relata que Candida
albicans ATCC 6458645 foi inibida também a dose 6kGy. O grupo de fungos controle nao
submetido a irradiagdo cresceu normalmente. E no controle de esterilidade ocorreu conforme
protocolo.

O crescimento reduzido dos micélios dos 14 fungos, ocorreram em relacdo direta com
aumento da dosagem de irradiagdo empregada, possivelmente devido a metodologia desse
experimento conduzido com leves alteragdes, inclusive o grupo controle de irradiacdo também
apresentou o mesmo comportamento. Por exemplo, no repique a partir do plug de fungos
crescidos e irradiados (foi realizado com palito estéril), por essa metodologia ndo foi possivel
padronizar a quantidade de esporos carreados pelo palito, ou seja, nao foi possivel padronizar
o in6culo. Esse fato ocorrido nao demonstrou uma tendéncia de comportamento do crescimento
dos micélios fungicos. Como os micélios irradiados apresentaram crescimento logo apds o
procedimento de irradiagdo, essa situagdo que demonstrou a viabilidade de algumas porgdes
dessas cé¢lulas microbianas irradiadas, era esperado que o reindculo dessas ainda apresentassem
crescimento (pois esse micélio possui uma quantidade de biomassa fingica acumulada no meio
de cultura que ¢ refratéria a irradiagao).

Para agilizar a interpretacdo dos dados alcangados nesse ensaio foi confeccionado um
grafico bar plot com crescimento de micélios de todas as espécies selecionadas com 5 dias
crescimento e 0 dias irradiagdo conforme FIGURA 27. Esse 1°grafico demonstra como os
micélios que todas as placas contendo micélios a serem submetidos a irradiagdo gama Co-60
estavam com esses ativos em crescimento (como € possivel observar pelas placas separadas
para 1 kGy (na cor amarelo ocre), 3kGy (em verde claro), 5 kGy (cor roxa) e os controles de
crescimento (em cinza escuro). J4 o 2° grafico, FIGURA 28, refere-se ainda aos micélios
crescidos, separados anteriormente, porém submetidos a irradiagdo nas dosagens 1kGy, 3 kGy
e 5 kGy, que foram mensurados com 10 dias de crescimento e 5 dias apos de irradiagdo. E
possivel notar que nas trés dosagens (1kGy, 3 kGy e 5 kGy) os micélios continuaram crescendo
a uma velocidade grande pois (so6 tinham 5 dias de diferencga entre a primeira e a segunda

mensuracdo) principalmente os micélios submetidos a 1kGy, (representados na cor amarelo
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ocre), demonstrando que essa dose ndo ¢ suficiente para inibir o crescimento fingico das
espécies testadas na forma de micélios, e o grupo micélios controles de crescimento (ndo
irradiado) (na cor cinza escuro) cresceram normalmente. E as outras duas doses de 3kGy,
(representado na cor verde clara), e 5 kGy (na cor roxa), sdo capazes de sensibilizar e reduzir
um pouco o crescimento fungico em micélio perceptivel (comparando-se o grafico 1 e o grafico
2). O 3° grafico relativo aos micélios irradiados reinoculados com 7 dias de crescimento e 12
dias de irradiagdo. E possivel perceber que nas trés dosagens (1kGy, 3 kGy e 5 kGy) FIGURA
29 e FIGURA 30 os micélios continuaram crescendo a uma velocidade acentuada pois (s6
tinham 7 dias de crescimento grafico 3, porém no grafico 4, haviam 21 dias de crescimento).
Principalmente os micélios submetidos a 1kGy, (representados na cor amarelo ocre),
demonstrando que essa dose ndo € suficiente para inibir o crescimento fingico das espécies
testadas na forma de micélios (mesmo reinoculados), e os micélios grupo controle de
crescimento (nao irradiado), (representados na cor cinza escuro), cresceram normalmente. E as
doses de 3kGy, (representado na cor verde clara), e 5 kGy, (na cor roxa), sdo capazes de
sensibilizar o crescimento fungico em micélio perceptivel (comparando-se o grafico 3 e o
grafico 4), porém essas ndo capazes de inibir o crescimento desses microrganismos em
micélios. Talvez essas doses ajudem no crescimento modulado (porém nao completamente
inibido). E importante ressaltar que algumas cepas de fungos possuem a capacidade metabdlica
de produzir melanina, (um biopolimero tipo um corante), que se acumula no micélio fingico e
protege esse microrganismo contra radiacdo UV e radiag¢do ionizante (DADASHOVA et al.,
2007). E alguns desses autores associam a radiorresisténcia ao processo de melanizacdo das
células microbianas, demonstram ainda, que algumas espécies de fungos podem ser
radiotroficas, ou seja, podem usar a melanina produzida para converter radiacdo gama e beta
em energia quimica para crescimento (POINTING et al., 1996; DADASHOVA et al., 2007 e
2008).
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Figura 27: grafico bar plot micélios mensurados com 5 dias de crescimento antes da irradiagédo
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Figura 28: grafico bar plot micélios mensurados com 10 dias de crescimento e 5 dias de irradiagado
Tempo de crescimento: 10 dias, 5 dias de irradiagéo
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Figura 29: grafico bar plot micélios irradiados reinoculados com 7 dias de crescimento e 12 dias de irradiag@o
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Figura 30: grafico bar plot micélios irradiados reinoculados com 21 dias de crescimento e 28 dias de irradiagdo

Tempo de crescimento: 21 dias, 28 dias de irradiacao
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e A andlise da estratigrafia pictdrica foi essencial para conhecer a morfologia das camadas
da pintura e para a confirmacao da hipotese de que a obra possui uma parte inacabada e
outra acabada (pois a obra foi encomendada em 1961, e Portinari faleceu 1962, antes de

terminé-la), sendo essa pintura a ultima elaborada pelo artista,

e A caracterizagdo fisico-quimica da pintura por espectroscopia no IV, Raman e por MEV
foram fundamentais para o conhecimento do substrato ao qual os fungos estao associados
e para proposicdo de faixas de dosagens de irradiagdo gama cobalto 60 que

descontaminem a obra, porém que causem o minimo de danos aos componentes da obra,

e As andlises quimicas empregadas (estratigrafia, [V, Raman e MEV) forneceram dados
que se complementam fisico-quimicamente no nivel de diagnostico de materiais
empregados na execucao da obra estudada. Elas auxiliam também na confirmagdo das
hipoteses cientificas como emprego do aglutinante (6leo de linhaga), de pigmentos
compostos por metais pesados (Cd, Co, Pb e Ti) usados tanto na base de preparacio,
quanto nas camadas pictoricas. Os pigmentos (Cd, Co, Pb) foram reportados na
historiografia da arte moderna brasileira no que tange os materiais e técnicas empregados
e também ha registros em compéndios médicos como possivel causa de intoxicagdo do

artista por uso de tintas contendo esses elementos quimicos toxicos aos humanos,

e A identificagdo do aglutinante e dos pigmentos sdo achados que subsidiam um
direcionamento das dosagens permissiveis de radiacdo gama Cobalto-60 que promovam

a desinfec¢do sem ocasionar danos nos pigmentos inorganicos (metéalicos) e organicos,

e A identificacdo de 14 isolados fungicos e a identificagdo dos componentes quimicos
constantes na superficie pictorica da obra demonstram a complexidade de materiais
componentes do substrato da obra “Frevo”, e, corroboram ainda para a hipotese
preliminar, que era de se encontrar fungos mais associados as pinturas a 6leo e ao suporte
em madeira conforme comparagdo de géneros e/ou espécies de fungos reportados em

pinturas sob substratos similares na literatura,

e O conhecimento dos isolados fungicos favoreceu ainda a sele¢cdo de dosagens de
irradiagdo gama Cobalto 60 a serem empregadas com a finalidade de desinfec¢do da

obra original embasada na literatura correlata,
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e A triagem enzimatica permitiu conhecer um pouco sobre o perfil de producdo de

enzimas pelo isolados fingicos testados frente aos meios avaliados,

e Os ensaios de concentragdo inibitoria minima fundamentado nos pigmentos encontrados
na pintura de Portinari a partir dos exames fisico-quimicos frente aos isolados
identificados possibilitou o entendimento que o substrato pode fornecer nutrientes para

os fungos,

e Os experimentos em que os fungos foram submetidos a irradiacdo gama cobalto 60
frente aos isolados foram importantes para entender quais fungos sdo sensiveis as

dosagens empregadas nessa pesquisa de irradiagdo gama.

8 PERSPECTIVAS

Diante dos resultados apresentados nos experimentos de irradiagdo, pretende-se
expandir os testes de irradiacdo gama Cobalto 60 para os 6 microfragmentos (5, 10 e 12) e (6,
13 e 14) da obra analisados anteriormente aos exames fisico-quimicos ao IV, Raman e MEV,
realizando testes nas mesmas dosagens em que o0s microrganismos cultivaveis foram
submetidos (1kGy, 3 kGy e 5 kGy). Haverd o controle negativo da irradiagdo para cada
dosagem empregada para fragmento e serd avaliada a variacao no padrao de cor dos fragmentos
antes e apos a irradiacdo (para a avaliagdo sera empregado um espectrofotdmetro/colorimetro
ou metodologia de gerenciamento de padrao de cor por microscopia).

Os ensaios de triagem enzimdtica dos isolados fungicos demonstram o potencial
biotecnoldgico desses microrganismos e os resultados desses testes mostram que ensaios
futuros de biodegradagdo sdo interessantes para aplicagdo biotecnoldgica no tratamento de
residuos da industria téxtil por exemplo com ensaios empregando esses isolados fungicos na
degradagdo de corantes téxteis.

Pretende-se ainda que os 14 isolados fingicos cultivaveis identificados nesse trabalho
sejam cultivados em meio liquido e submetidos a extragao de compostos volateis organicos em
sistema fechado para captura desses volateis e identificagdo desses por andlise em
Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

Por fim, as 14 amostras microbioldgicas que foram coletadas em swabs nas mesmas
regides em que foram coletados os microfragmentos da pintura serdo submetidas as analises

metagendmicas. Essas amostras estdo armazenadas em freezer -80°C e serdo submetidas a
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extracdo, amplificacdo (regido ITS) e sequenciamento de amplicons e serdo feitas andlises
metagendmicas para identificagdo e abundancia relativa dos fungos ndo-cultivaveis presentes

na pintura “Frevo”.

BIBLIOGRAFIA

ADAMO, M., BRIZZI, M., MAGAUDDA, G., MARTINELLI, G., PLOSSI-ZAPPALA, M.,
ROCCHETTL F., & SAVAGNONE, F. Gamma radiation of paper in different environmental
conditions: chemical, physical and microbiological analysis. Restaur. - Int. J. Preserv. Libr.
Arch. Mater., 22(2), 107-131. DOI: 10.1515/ REST.107, 2001.

ADAMO, M., MAGAUDDA, G., TRIONFETTI NISINI, P & TRONELLI, G. (2003).
Susceptibility of cellulose to attack of cellulolytic microfungi after g-rays irradiation and
ageing. Restaur. - Int. J. Preserv. Libr. Arch. Mater rest., 24(3), 145-151. REST, 2003.

ADAMO, M., BACCARO, S., e CEMMI, A. Radiation processing for bio-deteriorated
archived materials and for consolidation of porous artefacts. Rome: ENEA. (Report
RT/2015/5/ENEA). 2015.

AGRAWAL, O.P.; DHAWAN, S.; GARG, K.L.; SHAHEEN, F.; PATHAK, N.; MISRA, A.
Study of biodeterioration of the Ajanta wall paintings. Int. Biodeterior., 24, 121-129. 1988.

ANDERSON, 1.C.; CAMPBELL, C.D.; PROSSER, J.I. Diversity of fungi in organic soils
under a moorland — Scots pine (Pinus Sylvestris L.) gradient. Environmental Microbiology,
Washington, v. 5, p. 1121-1132. 2003.

ALEXOPOULOS, C. J. (Constantine John); MINS, C. W.; BLACKWELL, M. Introductory
mycology. 4th. ed. New York, USA: John Wiley & Sons, x, 869 p. 1996.

ALLSOPP, D.; SEAL, K.; GAYLARD, C., Introduction to Biodeterioration, 2.* ed.,
Cambridge University Press, Cambridge, 2004.

ALTSCHUL, S. F.; MADDEN, T.L.; SCHAFFER, A. A, ZHANG, Z, MILLER, W and
LIPMAN, D. J. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database
search programs Oxford University Press Nucleic Acids Research, Vol. 25, No. 17. 1997.

ARVANITOYANNIS, LI.S. Irradiation of Food Commodities: Techniques, Applications,
Detection, Legislation, Safety and Consumer Opinion. Sed. Elsevier. 707p. 2010.

AZIZ N.H., MOUSSA L. A. A. Reduction of fungal and mycotoxins formation in seeds by
gamma radiation. PhD Th esis, Faculty of Science, Ain Shams University, Egypt. 2004.

AZIZ NH, EL-FAR FM, SHAHIN AAM, ROUSHY SM. Control of Fusarium moulds and
fumonisin B 1 in seeds by gamma-irradiation. Food Control 18:1337 — 1342. 2007.



128

AZIZ NH, EL-FOULY MZ, ABU-SHADY MR, MOUSSA IA. Eff ect of gamma radiation
on the survival of fungal and actinomycetal fl orae contaminating medicinal plants. Applied
Radiation and Isotope 48:71— 76. 1997.

BACCARO, S., CEMMI, A., FERRARA, G., e FIORE, S. Calliope gamma irradiation
facility at ENEA — Casaccia R.C. (Rome). Rome, Italy: ENEA. (RT/2015/13/ENEA). 2015.
BALBI, Marilia. Portinari: o pintor do Brasil. 1. Ed. Sdo Paulo: Boitempo Editorial, 174 p.
2003.

BANK, T.L., KUKKADAPU, R.K., MADDEN, A.S., GINDER-VOGEL, M.A., BALDWIN,
M.E, JARDINE, P.M. Effects of gamma-sterilization on the physico-chemical properties of
natural sediments. Chemical Geology 251, 1-7. 2008.

BARBOSA, LCA. Espectroscopia no infravermelho na caracterizagdo de compostos
organicos. Vicosa: UFV. 189 p. 2011.

BASTIN, F, ALABOUVETTE, C. Lights and shadows on the conservation of a rock art cave:
The case of Lascaux Cave. International Journal of Speleology. Bologna. 55-60p. 2009.

BASTIAN, F., JURADO, V., NOVAKOVA, A., ALABOUVETTE, C. & SAIZ-JIMENEZ,
C. The microbiology of Lascaux Cave. Microbiology 156, 644652 .2010.

BATISTA, C. M. Memoria e Identidade: Aspectos relevantes para o desenvolvimento do
turismo cultural. Caderno Virtual de Turismo: 1677-6976 Vol. 5, N° 3. 2005.

BHAT, M.K. Cellulases and related enzymes in biotechnology. Biotechnology
Advances. v. 18, p. 355-383, 2000.

BECKER, T. W., KRUMBEIN, W. E., WARSCHEID, TH., RESENDE, M. A. Investigations
into Microbiology. Bianchi, H.K., IDEAS (Investigations into devices against Environmental
Attack on Stones. Final Report. GKSS-Forschungszentrum, Geesthacht, v.1, p.147-190,
1994.

BERTRAND, L., SCHOEDER, S., ANGLOS, D., BREEZE, M. B. H., JANSSENS, K.,
MOINI, M., & SIMON, A. Mitigation strategies for radiation damage in the analysis of
ancient materials. TRAC-Trends Anal. Chem., 66, 128-145. 2015.

BOLLINGER, N., HASSETT, D. J., IGLEWSKI, B. H., COSTERTON, J. W. Gene expression
in Pseudomonas aeruginosa: evidence of iron override effects on quorum sensing and
biofilm-specific gene regulation. J. Bacteriol, v. 183, p. 1990-1996, 2001.

BONETTI, M.; GALLO, F.; MAGAUDDA, D.; MARCONI, C; MONTANARI, M. Essais
sur l'utilisation des rayons y pour la sterilisation des matériaux libraires. Studies in
Conservation, London, 24:59-68, 1979.

BONIEK D, BONADIO L, SANTOS DE ABREU C, DOS SANTOS AFB, DE RESENDE
STOIANOFF, M. A.. Fungal bioprospecting and antifungal treatment on a deteriorated
Brazilian contemporary painting. Lett appl microbiol. oct;67(4):337-342. 2018.



129

BUFFETEAU, T.; DESBAT, B.; EYQUEM, D. Attenuated total reflection Fourier transform
infrared microspectroscopy: Theory and application to polymer samples. Vibrational
Spectroscopy, v.11, p. 29-36, 1996.

BRACCO, G; HOLST, B. Surface Science Techniques. Berlim. Springer, 653p. 2013.
BRASIL. Constitui¢ao (1988). Constitui¢ao da reptblica federativa do Brasil. Brasilia, DF:
Senado, 1988.

BROCK, T. D., MADIGAN, M. T., MARTINKO, J. M., PARKER, J. Biology of
Microorganisms. Prentice-Hall, Englewood, NJ. 2010.

BURGI, Sérgio; MENDES, Marylka; BATISTA, Antonio Carlos Nunes. Banco de Dados:
Materiais empregados em conservagao — restauragao de bens culturais. Rio de Janeiro.
Abracor. 257p. 2011.

BURGIO, L; CLARK, RIJ. Library of FT-Raman spectra of pigments, minerals, pigment
media and varnishes, and supplement to existing library of Raman spectra of pigments with
visible excitation. Spectrochim Acta A Mol Biomol Spectrosc. Jun, 57(7):1491-521. 2001.

BUTI D, ROSI F, BRUNETTI BG, MILIANI C. In-situ identification of copper-based green
pigments on paintings and manuscripts by reflection FTIR. Anal Bioanal Chem. Mar;
405(8):2699-711. 2013.

BUTLER, J.M., DAY, A.W. Fungal melanins: a review. Canadian Journal of Microbiology
44, 1115-1136. 1998.

BRUNETTI, COSTANZA MILIANI (Editor). (Org.). Science and Art: the Painted Surface.
led.London: Royal Society of Chemistry, 644ed. Londres: Royal Society of Chemistry, p.
460-474. 2014.

CALLADO, A; XAVIER, F.F; PORTINARLI; J.C. Candido Portinari: o lavrador de quadros.
Rio de Janeiro, RJ: Projeto Portinari, 312 p. il. 2003.

CALLOL, MILAGROS V. Biodeterioragdo do patrimonio histérico documental: alternativas
para sua erradicacao e controle. Rio de Janeiro. Fundaciao Casa de Rui Barbosa, 139p.
2013.

CANEVA, G. Pitting of marble roman monuments and the related microflora. In:
International Congress on Deterioration and Conservation of Stone, v.1, p, 521-526,
1991.

CANEVA, G.; NUGARI, M. P.; SALVADORI, O. La biologia en la restauracion. Traduccién
de Rosalia Gomez. 2 ed. Sevilla: NEREA,274 p. 2000.

CANEVA, G.; NUGARI, M.P.; NUGARI, M.P.; SALVADORI, O. Plant Biology for
Cultural Heritage: Biodeterioration and Conservation; Getty Publications: Los Angeles, CA,
USA, 2008.

CARDENAS, F. CASTRO, M.S.; SANCHEZ-MONTERO, J.M. SINISTRERRA, J.V.
VALMASEDA, M.; ELSON, S.W.; ALVAREZ, E. Novels microbial lipases: catalytic



130

activity in reactions in organic media. Enzyme and Microbial Technology V.28, 145-154.
2001.

CARDENAS, F.; ALVAREZ, E.; CASTRO -ALVAREZ, M.S.; SANCHEZ-MONTERO,
J.M.; VALMASEDA, M.; ELSON, S.W.; SINI STERRA, J.V. Screening and catalytic

activity in organic synthesis of novel fungal and yeast lipases. Journal of Molecular
Catalyses B: Enzymatic. V. 14, p. 111-123, 2001.

CARTA DE ATENAS, Escritorio Internacional dos Museus Sociedade das Nagoes. Instituto
do Patrimonio Historico e Artistico Nacional, 1931.

CARTA DE RESTAURO, Escritério Internacional dos Museus Sociedade das Nagoes,
Ministério do Instrucao Publico do Governo da Italia, 1972.

CAPPITELLI F. SORLINI C. Paper and Manuscripts. In: Mitchell R. McNamara C. Cultural
Heritage Microbiology: Fundamental Studies in Conservation Science. ASM Press, 45-59.
2010.

CASADEVALL, A., CORDERO, R.J., BRYAN, R., NOSANCHUK, J., DADACHOVA, E.
Melanin,radiation, and energy transduction in fungi. Microbiol. Spectr. 5. 2017.

CASELLI E, PANCALDI S, BALDISSEROTTO C, PETRUCCI F, IMPALLARIA A, et al.,
Characterization of biodegradation in a 17" century easel painting and potential for a
biological approach. PLOS ONE 1-12. 2018.

CASTELVECCHI, D. Dark power: pigment seems to put radiation to good use. Science
News, vol. 171, no. 21, 26 May 2007.

CAPODICASA, S., FEDI, S., PORCELLI, A.N., ZANNONI, D. The microbial community
dwelling on a biodeteriorated 16th century painting. International Biodeterioration &
Biodegradation 64. 2010.

CHAPIN, F. S.; MATSON, P. A.; MOONEY, H. A. Principles of terrestrial Ecosystem
ecology. Nova York: Springer, 455 p. 2002.

CIFERRI, Orio. Microbial Degradation of Painting. Applied and Environmental
Microbiology. 65(3): 879-885. 1999.

CODEX ALIMENTARIUS. Codex Alimentarius Code of Practice for Radiation Processing of
Food (CAC/RCP 19-1979, Rev.2-2003b); Editorial Correction 2011; Food Standards
Program; Secretaria to the Codex Alimentarius Commission; FAO/WHO: Rome, Italy, 2011.

COLNAGO, A; BRANDAO, J. Tintas: Materiais de arte. Espirito Santo. EDUFES. 2003.
114p. 2003.

CONNELL, S.; L1, J.; SHI, R. Synergistic bactericidal activity between hyperosmotic stress
and membrane-disrupting nanoemulsions. Journal of Medical Microbiology, v. 62 (Pt 1), p.
69 — 77, 2013.



131

COROADO, J.P.F; COSTA, F.M.C; SILVA, R.B; MATEUS, D.M.R. Diversidade
microbiologica do edificio da Sacristia Incompleta do Convento de Cristo, em Tomar, e
avaliagdo do seu controlo por biocidas. Conservar Patrimoénio 17 11-20. 2013.

CRISPIM, C. A., GAYLARDE, P. M., GAYLARDE, C. C. Algal and cyanobacterial biofilms
on calcareous historic buildings. Curr. Microbiol. v. 46, p. 79-82, 2003.

DA SILVA, R., FRANCO, C. M. L., GOMES, E. Pectinases, hemicelulases ¢

celulases, agdo, producgdo e aplicacdo no Processamento de Alimentos:

Revisao. Boletim da SBCTA, v. 31, p. 249 - 260, 1997.

DADACHOVA, EKATERINA, RUTH A. BRYAN, XIANCHUN HUANG, TIFFANY
MOADEL, ANDREW D. SCHWEITZER, PHILIP AISEN, JOSHUA D. NOSANCHUK,
AND ARTURO CASADEVALL. Ionizing Radiation Changes the Electronic Properties of
Melanin and Enhances the Growth of Melanized Fungi. PloS One 2.5.2007.

DE FELICE B, PASQUALE V, TANCREDI N, SCHERILLO S, GUIDA M. Genetic
fingerprint of microorganisms associated with the deterioration of an historical tuff monument
in Italy. Journal Genetic 89(2):253-257. 2010.

DE SILVA M., MORAES A.M.L, NISHIKWA M.M., GAHI M.J.A, VALLIM DA
ALENCAR M.A., BRANDAO, L.E., NOBREGA, A. Inactivation of fungi from.deteriorated
paper materials by radiation. International Journal of Biodeterioration and
Biodegradation 57:163 — 167. 2006.

DEMONTS, M.H.; STRASSER, A.; HASSELMANN, C.;: MARCHIONIE, E.; HAUSSER,
F. Les traitements ionisants des aliments. In Traitement lonisants et Hautes Pressions des
Aliments; Federighi, M., Tholozan, J.L., Eds. Economica: Paris, France, pp 1-20. 2001.

DI CARLO, E.; CHISESI, R.; BARRESI, G.; BARBARO, S.; LOMBARDO, G.; ROTOLO,
V.; PALLA, F. Fungi and bacteria in indoor Cultural Heritage environments: Microbial-
related risks for artworks and human health. Environ. Ecol. Res.4, 257-264. 2016.

DHAWAN, S.; MISRA, A.; GARG, K.L.; PATHAK, N. Laboratory evaluation of orto-
phenyl-phenol and p-chloro-m-cresol for the controlof some fungal forms of Ajanta wall
paintings. In Biodeterioration of Cultural Property; Agrawal, O.P., Dhawan, S., Eds.;
Macmillan. New Delhi, India; pp. 313-338.1991.

DHAWAN, S. Microbial deterioration of mural paintings. In Biodeterior. Mater., 2, 95-105.
2002.

DHAWAN, S.; GARG, K.L.; PATHAK, N. Microbial analysis of Ajanta wall paintings &
their possible control in situ. In Biodeterioration of Cultural Property, Proceedings of the 2nd
International Conference, Yokohama, Japan, 5—8 October 1992; International
Communications Specialists: Tokyo, Japan.Volume 2, pp. 245-262.1993.

DI PASQUA, R.; HOSKINS, N.; BETTS, G.; MAURIELLO, G. Changes in membrane fatty
acids composition of microbial cells induced by addiction of thymol, carvacrol, limonene,
cinnamaldehyde, and eugenol in the growing media. Journal of Agriculture and Food
Chemistry, v. 54, n. 7, p. 2745 -2749, 2006.



132

DOCAMPO, S.; TRIGO, M. M.; RECIO, M.; MELGAR, M.; GARCIA-SANCHES, J.;
CABEZUDO, B. Fungal spore content of the atmosphere of the Cave of Nerja (southern
Spain): Diversity and origin. Science of the Total Environment. 409, p835-843, 2011.

DORNIEDEN, T.; GORBUSHINA, A.A.; KRUMBEIN, W.E. Biodecay of cultural heritage
as a space/time-related ecological situation—An evaluation of a series of studies. Int.
Biodeter. Biodegr., 46, 261-270.2000.

DUAN Y, WU F, WANG W, HE D, GU J-D, FENG H, ef al. The microbial community
characteristics of ancient painted sculptures in Maijishan Grottoes, China. PLoS ONE 12(7).
2017.

DUPONT, J.; JACQUET, C.; DENNETIERE, B.; LACOSTE, S.; BOUSTA, F.; ORIAL, G.;
CRUAUD, C.; COULOUX, A.; ROQUEBERT, M.F. Invasion of the French Paleolithic

painted cave of Lascaux by members of the Fusarium solani species complex. Mycologia, 99,
526-533.2007.

ELHAGRASSY, A'F. Isolation and characterization of actinomycetes from mural paintings
of Snu Sert-Ankh tomb, their antimicrobial activity, and their biodeterioration. Microbiol.
Res. 216, 47-55. 2018.

EVANGELISTA e SILVA. FONTES DE CONTAMINACAO PELO CHUMBO (Pb). IN:
VIII MOSTRA DE PRODUCAO CIENTIFICA POS-GRADUACAO LATO SENSU, 8,
Pontificia Universidade Catoélica (PUC), Goias, GO, ISSN 2176-0705. 2013.

FDA. Sec. 179.26 lonizing Radiation for the Treatment of Food 2019; FDA: Washington,
DC, USA, 2019.

FERNANDES, A. P. Avalia¢do do Potencial Enzimatico de Fungos Filamentosos Isolados de
Diferentes Fontes. Dissertacdo apresentada como parte das exigéncias do Curso de Mestrado
em Ciéncia dos Alimentos, Universidade Federal de Lavras. Minas Gerais, 2009.

FERNANDES, L.; LEITE, C. L.; ESPOSITO, E.; REIS, MM. In vitro wood decay of
Eucalyptus grandis by the basidiomycete fungus Phellinus flavomarginatus. International
Biodeterioration & Biodegradation, v.55, p.187-193, 2005.

FABRIS, ANNATERESA. Candido Portinari- Sao Paulo, SP: Edusp. 191 p. 1996.

FINCH, R.G; Greenwood, D; Norrby, R.S; Whitley, R.J. Antibiotics and Chemotherapy.
Elsevier Health Sciences. 9 ed. 916 p. 2003.

FLORENCIO, C., COURI, S., FARINAS, C. S. Correlation between agar plate screening and
solid-state fermentation for the prediction of cellulase production by Trichoderma strains.
Enzyme Research, p.1-7, 2012.

FRAZIER, W. C; WESTHOFF, D. C. Microbiologia de los alimentos 4. Ed.Zaragoza:
Acribia, 1993.

GALLO, F. Biodeterioramento di Libri e Documenti. C entro di St ‘udi per la Conservazi’one
della Carta, ICCROM, Rome, p. 128, 1992.



133

GAMBINO, M.; AHMED, M.A.A.A.; VILLA, F.; CAPPITELLI, F. Zinc oxide nanoparticles
hinder fungal biofilm development in an ancient Egyptian tomb. Int. Biodeter. Biodegr.,
122, 92-99. 2017.

GAYLARDE, C.C; GAYLARDE, P. M. Biodeterioration of Historic Buildings in Latin
America. Dept. Biophysics & MIRCEN, Federal Uni Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Brazil, 2002.

GAYLARDE, C. C.,, MORTON, L. H. G. Deteriogenic biofilms on buildings and theircontrol:
a review. Biofouling, v.14, p. 59-74, 1999.

GAYLARDE, C. C.,, MORTON, L. H. G., LOH, K., SHIRAKAWA, M. A. Biodeterioration of
external archictural paint films: a review. International Biodegradation &
Biodeterioration, v. 64, 1189-1198, 2011.

GAYLARDE, P. M., CRISPIM, C. A., NEILAN, B. A., GAYLARDE, C. C. Cyanobacteria
from Brazilian building walls are distant relatives of aquatic genera. OMICS, v. 9, p. 30-42,
2005.

GAYLARDE, P. M., GAYLARDE, C. C., GUIAMET, P. S., DE SARAVIA, S.G. G.,
VIDELA, H. A. Biodeterioration of Mayan buildings at Uxmal and Tulum, Mexico.
Biofouling, v. 17, p. 41-45, 2001.

GARG, K.L.; JAIN, K.K.; MISHRA, A.K. Role of fungi in the deterioration of wall
paintings. Sci. Total Environ. 167, 255-271. 1995.

GIACOBINI C; PEDICA M; SPINUCCI M. Problems and future projects on the study of
biodeterioration: mural and canvas paintings Proceedings of the 1st International Conference
on the Biodeterioration of Cultural Property. New Delhi, India: Macmillan India Limited;
31.; pp. 275-286. 1991.

GIL, M ; MARTINS, M ; CARVALHO, M ;SOUTO, C ; LONGELIN, S ; CARDOSO,
A ; MIRAO, J ;CANDEIAS, A. Microscopy and Microanalysis of an Extreme Case of Salt
and Biodegradation in 17th Century Wall Paintings. Microsc Microanal. 606-616. 2015.

GLUSZEWSKI, W., BORUC, B., KUBERA, H., & ABBASOWA, D. The use of DRS and
GC to study the effects of ionizing radiation on paper artifacts. Nukleonika, 60(3), 665-668.
2015.

GOMBRICH, Ernst Hans. A histéria da arte. 16. ed. Rio de Janeiro: LTC, 1999.

GORBUSHINA, AA, Jeroen Heyrman, T DORNIEDEN, M GONZALEZ-DELVALLE, WE
KRUMBEIN, L LAIZ, K PETERSEN, C SAIZ-JIMENEZ, and SWINGS J. Bacterial and
Fungal Diversity and Biodeterioration Problems in Mural Painting Environments of St.

Martins Church (Greene-Kreiensen, Germany). International Biodeterioration &
Biodegradation 53 (1): 13—24. 2004.

GOLDSTEIN, Joseph I; NEWBURY, Dale E; ECHLIN, Patrick; JOY, David C.; FIORI,
Charles; LIFSHIN, Eric. Scanning electron microscopy and x-ray microanalysis: a text for
biologists, materials scientists, and geologists. New York; London: Plenum Press, 690 p,
2003.



134

GOMOIU, L.; ENACHE, M.; MOHANU, I.; COJOC, R.; NEAGU, S.; MOHANU, D.
COLONIZAREA MORTARELOR DE CATRE BACTERII SI FUNGI/THE Colonization of
Mortars by Bacteria and Fungi. Revista Romana de Materiale, Vol.47(1), pp.424-430. 2017.

GOMOIU, L.; COJOC, R.L.; ENACHE, M.1.; NEAGU, S.E.; MOHANU, D.; MOHANU, L.
Microbial ability to colonize mural painting and its substrate. Acta Phys. Polo. 134, 383—
386.2018.

GOMEZ, M. L. La restauracion: examen cientifico aplicado a la conservacion de obras de
arte.4 ed. Madrid. Catedra, 488p. 2005.

GREIF, M.D., CURRAH, R.S. Patterns in the occurrence of saprophytic fungi carried by
arthropods caught in traps baited with rotted wood and dung. Mycologia 99, 7-19. 2007

GRIMM. L, H., KELLY, S., KRULL, R, HEMPEL, D. C. Morphology and production of
filamentous fungi. Applied Microbiology Biotechonology, v. 69, p. 375-384, 2005.

GRILLO, MICHEL RODRIGUES FERREIRA .Efeito da radiagao ionizante Cobalto 60 na
morfologia e metabolismo de leveduras e clamidoconidios de Candida albicans. Dissertagao
(Mestrado). Sao Paulo, 2016.

GUGLIELMINETTI M, DE GIULI Morghen C, RADAELLI A, BISTONI F, CARRUBA G,
SPERA G, CARETTA G. Mycological and ultrastructural studies to evaluate biodeterioration
of mural paintings. Detection of fungi and mites in frescos of the monastery of St. Damian in

Assisi. Int Biodeterior Biodegrad.;34:269-283. 1994.

GUMUS T, GECGEL U, SUKRU DEMIRCI A, ARICI M. Eff ects of gamma irradiation on
two heat resistant moulds: Aspergillus fumigatus and Paecilomyces variotii isolated from
margarine. Radiation Physics and Chemistry 77:680 — 683. 2008.

HANKIN, L.; ANAGNOSTAKIS, S. L. The use of solid media for detection of enzymes
production by fungi. Mycologia, New York, v. 67, n. 3, Nov/Dec. 1975.

HE, D.; WU, F.; MA, W.; ZHANG, Y.; GU, J.-D.; DUAN, Y.; XU, R.; FENG, H.; WANG,
W.; LI, S.-W. Insights into the bacterial and fungal communities and microbiome that causes
a microbe outbreak on ancient wall paintings in the Maijishan Grottoes. Int. Biodeter.
Biodegr., 163, 105250. 2021.

HELMI, F.M.; ELMITWALLI H.R.; RIZK, M.A.; HAGRASSY, A.F. Antibiotic extraction
as a recent biocontrol method for Aspergillus niger and Aspergillus flavus fungi in ancient
Egyptian mural paintings. Mediterr. Archaeol. Arc. 11, 1-7. 2011.

HERRERA, L. K., VIDELA, H. A. The importance of atmospheric effects on biodeterioration
of cultural heritage constructional materials. International Biodeterioration &
Biodegradation, v. 54, p. 125-134, 2004.

HOFBAUER, W., FITZ, C., KRUS, M., SEDLBAUER, K., BREUER, K., 2006. Assesment
procedure for microbial growth of algae and mould on the basis of physical and biological
investigations. Hrsg.: Fraunhofer-Institut fiir Bauphysik eIBP-, Holzkirchen; Bauforschung
fiir die Praxis Band. 77. 2006.



135

HEINZEL, M. Phenomena in biocide resistance inmicroorganisms. International
Biodeterioration and Biodegradation 41, 225-234.1998.

HU, Y.,ZHAO, K., QU, Y., SONG, X., ZHAO, J., QUIN, Y. Penicillium oxalicum S-
adenosylmethionine synthetase is essential for the viability of fungal cells and the expression
of genes encoding cellulolytic enzymes. Fungal Biology 125, 1el11. 2021.

HUECK, H. J. The biodeterioration of materials as part of hydrobiology. Material und
Organisms, n.1, p.5-34. 1965.

HUMBER, R.A., HANSEN, K.S. ARSEF Index: Host-by-fungus. USDA-ARS collection of
entomopathogenic fungal cultures. Ithaca, NY. 2005.

IAEA. Manual of Good Practice in Food Irradiation: Sanitary, Phytosanitary and Other
Applications; Technical Reports Series; International Atomic Energy Agency: Vienna,
Austria, 2015.

IONITA, I. Contributions to the study of the biodeterioration of the work of art and of historic
monuments. II. Species of fungiinvolved in the deterioration of mural paintings from the
monasteries of Moldavia. Rev. Roum. Biol. Série Bot., 18, 179-189. 1973.

JANDERA, P.; HENZE, G. Ullmann's encyclopedia of industrial chemistry: Liquid
chromatography in 1. Fundamentals, history, instrumentation, materials, 2000.

JUNG, KWANG-WOO, SANGYONG LIM, AND YONG-SUN BAHN. Microbial
Radiation-resistance Mechanisms." The Journal of Microbiology 55.7. 499-507. 2017.

KECK. Interdisciplinary Surface Science. Center, Northwestern University.

KHALAPHALLAH, R.; EL-DERBY, A.A. The effect of nano-TiO2 and plant extracts on
microbial strains isolated from Theban ancient Egyptian royal tomb painting. Afr. J.
Microbiol. Res. 9, 1424-1430. 2015.

KIEL, G., AND GAYLARDE, C. Bacterial diversity in biofilms on external surfaces of
historic buildings in Porto Alegre. World J. Microbiol. Biotechnol. Vol. 22, 293-297. 2006.

KIM, M. J., SHIN, H. K., CHOL Y. S., KIM, G. C., & KIM, G. H. An aeromycological study
of various wooden cultural heritages in Korea. Journal of Cultural Heritage. 1- 8. 2015.

KRUMBEIN, W. E. Microbial interactions with mineral materials, Biodeterioration, v. 7,
p.78-100, 1988.

KRUMBEIN, W. E., DIAKUMAKU, E., PETERSEN, K., WARSCHEID, TH., URZI, C. E.
Interactions of Microbes With Consolidants And Biocides Used In Conservation of Rocks
And Mural Paintings. Conservation of Stone and Other Materials, v. 2, p. 589-596, 1993.

KORPI A.; PASANEN, A. L.; PASANEN, P.; & KALLIOKOSKI, P. Microbial growth and
metabolism in house dust. International Biodeterioration & Biodegradation, 40, p19-27,
1997.



136

LEITE, J.G. Aplicacdo das Técnicas de Espectroscopia FTIR e de Micro-Espectroscopia com
focal Raman aplicada a Preservagao do Patrimdnio. Portugal, Universidade do Porto. 76p.
2008.

LYND LR, WEIMER PJ, VAN ZYL WH, PRETORIUS IS. Microbial cellulose
utilization: fundamentals and biotechnology. Microbiology and Molecular
Biology Reviews v. 66, p. 506-577, 2002.

LOPEZ-MIRAS MdM, MARTIN-SANCHEZ I, YEBRA-Rodriguez A, ROMERO-
NOGUERA J, BOLIVAR-GALIANO F, et al., (2013) Contribution of the Microbial
Communities Detected on an Oil Painting on Canvas to Its Biodeterioration. PLoS ONE
8(11).2013.

LUTTERBACH, M.T.S; OLIVEIRA, A.L.C; ZANATTA, E.M; COSTA, A.C.A. A berlinda
de aparato do imperador D. Pedro II: identificagdo de fungos em partes selecionadas e sua
relagdo com biodeterioragdo e aerobiologia. Conservar Patrimoénio 17 p 59-72. Portugal.
2013.

MA, Y.; ZHANG, H.; DU, Y.; TIAN, T.; XIANG, T.; LIU, X.; WU, F.; AN, L.; WANG, W.;
GU, J.-D.; et al., The community distribution of bacteria and fungi on ancient wall paintings
of the Mogao Grottoes. Sci. Rep., 5, 7752. 2015.

MA, W.; WU, F.; TIAN, T.; HE, D.; ZHANG, Q.; GU, J.-D.; DUAND, Y.; MAE, D.;
WANG, W.; FENG, H. Fungal diversity and its contribution to the biodeterioration of mural
paintings in two 1700-year-old tombs of China. Int. Biodeter. Biodegr., 152, 104972. 2020.

MACEDO, M.F., CABRITA, E.J., SEQUEIRA, S. Antifungals on paper conservation: An
overview. Journal International Biodeterioration e Biodegradation. V 74 67-86. 2012.

MAGAUDDA, G. Review The recovery of biodeteriorated books and archive documents
through gamma radiation: some considerations on the results achieved. Journal of Cultural
Heritage. Elsevier. 113—-118. 2004.

MAITY JP, CHAKRABORTY A, SAHA A, SANTRA SC, CHANDA S. Radiation
induced eff ects on some common storage edible seeds in India infested with surface microfl
ora. Radiation Physics and Chemistry 71:1065 — 1072. 2004.

MAITY, J.P., A. CHAKRABORTY, S. CHANDA, AND S.C. SANTRA .Effect of Gamma
Radiation on Growth and Survival of Common Seed-borne Fungi in India. Radiation Physics
and Chemistry 77.7 - 907-12. 2008.

MAITY, JYOTI PRAKASH, SANDEEP KAR, SHASHWATA BANERIJEE,
MATHUMMAL SUDERSHAN, ANINDITA CHAKRABORTY, AND SUBHAS C.
SANTRA. Effects of Gamma Radiation on Fungi Infected Rice (in Vitro). International
Journal of Radiation Biology 87.11 - 1097-102. 2011.

MACKENZIE E. MALO, RUTH A. BRYAN, IGOR SHURYAK, EKATERINA
DADACHOVA, Morphological Changes in Melanized and non-melanized cryptococcus
neoformans cells post exposure to sparsely and densely ionizing radiation demonstrate
protective effect of melanin. Fungal Biology, Volume 122, Issue 6.2018.



137

MAYER, R. Manual do artista. Martins Fontes. 838p. 2002.

MANEA, MIHAELA M., IOAN V. MOISE, MARIAN VIRGOLICI, CONSTANTIN D.
NEGUT, OLIMPIA-HINAMATSURI BARBU, MIHALIS CUTRUBINIS, VIOREL
FUGARU, IOANA R. STANCULESCU, AND CORNELIU C. PONTA. Spectroscopic
Evaluation of Painted Layer Structural Changes Induced by Gamma Radiation in
Experimental Models. Radiation Physics and Chemistry. 81.2: 160-6.2012.

MANNHEIMER, W. A. Microscopia dos Materiais - Uma introducao. Rio de Janeiro: E-
papers Servicos Editoriais, 2002.

MARENGO. E, LIPAROTA M.C., ROBOTTI, E., BOBBA M. Multivariate calibration
applied to the field of cultural heritage: analysis of the pigments on the surface of a painting.
Analytica chimica acta 553 (1-2), 111-122. 2005.

MARTINS, R.; FIALHO, S.; LIMA, M.; TAVARES, D.; MIRAO, J.; VALADAS, S.;
CANDEIAS, A.E. Biodegradation assessment of a 16th century fresco from Southern
Portugal. Microsc. Microanal, 15, 65-66. 2009.

MATTEINI M, MOLES, A. La quimica en la restauracion los materiales del arte pictorico.
Espanha. Nerea. 508p. 2001.

MARTIARENA, Javier. Conservacion y Restauracion. Cuadernos de la seccion de Artes
Plésticas y Documentales, p.177-224. Navarra.1992.

MAZZOLI, R., GIUFFRIDA, M.G, PESSIONE, E. Back to the past: Bfind the guilty bug
microorganisms involved in the biodeterioration of archeological and historical artifacts.
Applied Microbiology and Biotechnology 102:6393—-6407. 2018.

MEILUNAS, R. J.; BENTSEN, J. G.; STEINBERG, A. Stud. Conserv. 35, 33. 1990.0

MICHAELSEN, A., PINZARI F., RIPKA, K., LUBITZ, W., AND PINAR, G. Application
of molecular techniques for identification of fungal communities colonising paper material.
Int Biodeterior Biodegradation. 58: 133— 141. 2006.

MOHAMOUD, E.F. Abdel-Haliem. et al., Efficiency of antibiotics and gama radiationin
eliminating Streptomyces strains isolate from paintings of ancient Egyptian tombs. Science
Direct. Journal of Cutural Heritage. 2013.

MONTEIRO, V.N; SILVA, R.N. Aplicagdes Industriais da Biotecnologia Enzimatica.
Revista Processos Quimicos, v.3, p. 9-23, 2009.

MOREIRA RG, EKPANYASKUN N, BRABY LA. Theoretical approach for the calculation
of Radiation D 10 -value. Journal of Food Process Engineering 33:314— 340. 2010.

MOZA M. L., MIRONESCU M., GEORGESCU C, FLOREA, A. Isolation and
characterization of moulds degrading mural paintings. Annals of the Romanian Society for
Cell Biology 17(1). 2010.

MUNIR MT, FEDERIGHI M. Control of Foodborne Biological Hazards by lonizing
Radiations. Foods. 9(7):878. 2020.



138

NEIVA, A. C; DRON, J. Caracterizagao de bens culturais por espectroscopia de fluorescéncia
de raios X. Revista CPC, Sao Paulo, n. 6, p. 188-197, 2008.

NOBREGA, R. S. Um pensamento critico sobre classificagdes climaticas: de Koppen até
Strahler. Pernambuco: Revista Brasileira de Geografia Fisica, UFPE, 2010.

NUNES, I; N, MESQUITA., N, VERDE., S.C, CAROLINO, M.M, Portugal, A.; BOTELHO,
M.L. Bioburden assessment and gamma radiation inactivation patterns in parchment
documents. Elservier. Radiation Physics and Chemistry v 88 / 82—89. 2013.

OLIVEIRA, A. N.; OLIVEIRA, L. A.; ANDRADE, J. S.; CHAGAS-JUNIOR,

A. F. Hidroliticas Extracelulares de isolados de Rizobia nativos da Amazonia
central, Amazonas, Brasil. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas, v. 26,
n. 4, p. 853-860, out./dez, 2006.

OLIVEIRA, W. F., MACHADO, L. P., FILHO, A. C. O. Efeito de diferentes concentracdes
de benomyl e PCNB sobre o crescimento radial de Fusarium solani e Pythium sp., in vitro.
Curso de Agronomia da Universidade Federal de Goiania — GO. 1999.

OLIVEIRA, L F C, BOSEAN, J C R P, SANTOS, P.S, TEMPERINI, M. L.A. Identificacao
por microscopia raman de pigmentos da pintura a 6leo “retrato de murilo mendes” de Candido
Portinari. Quimica Novav. 21, n. 2, p. 172-175, 1998.

OKPALANOZIE O.E., SUNDAY A.A., TROIANO F, POLO A, CAPPITELLL F., ILORI,
M.O.B. Evaluating the microbiological risk to a contemporary Nigerian painting: Molecular
and biodegradative studies. International Biodeterioration & Biodegradation. 114. 184-
192. 2016.

PALLA, F.; BILLECI, N.; MANCUSO, F.P.; PELLEGRINO, L.; LORUSSO, L.C.
Microscopy and molecular biology techniques for the study of biocenosis diversity in semi-
confined environments. Conserv. Sci. Cult. Herit., 10, 185-194. 2010.

PANGALLO D, CHOVANOVA K, SIMONOVICOVA A, FERIANC P. Investigation of
microbial community isolated from indoor artworks and air environment: identification,
biodegradative abilities, and DNA typing. Can J Microbiol, 55(3):277-287. 2009.

PANGALLO, D. et al., Analysis and comparison of the microflora isolated from fresco.
surface and from surrounding air environment through molecular and biodegradative assays.
World J. Microbiol. Biotechnol. 28, 2015-2027. 2012.

PEIXOTO, Clarissa F. Limpeza superficial de documentos hsitéricos em papel empregando
laser Nd: YAG. Dissertagdo (Mestrado em Engenharia de Materiais e Processos Quimicos e
Metalurgicos) PUC-Rio. 2012.

PEPE. O., SANNINO. L, PALOMBA. S, ANASTASIO. M, BLAIOTTA. G, VILLANLF,
MOSCHETTI. G. Heterotrophic microorganisms in deteriorated medieval wall paintings in

southern Italian churches. Microbiological Research .165 21—32. 2010.

PETIT, JEAN. Niemeyer: Poeta na arquitetura. Fidia Edizione d'Arte, p. 26. 1995.



139

PINAR, G., SAIZ-JIMENEZ, C., SCHABEREITER-GURTNER, C., BLANCO-VARELA,
M.T.,LUBITZ, W., ROLLEKE, S. Archaeal communities in two disparate deteriorated
ancient wall paintings: detection, identification and temporal monitoring by denaturing
gradient gel electrophoresis. FEMS Microbiol. Ecol., v. 37, p. 45-54, 2001.

PINAR G, DALNODAR D, VOITL C, RESCHREITER H, STERFLINGER K.
Biodeterioration Risk Threatens the 3100 Year Old Staircase of Hallstatt (Austria): Possible
Involvement of Halophilic Microorganisms. PLoS ONE 11(2) 1-21. 2016.

PITARCH A,.RAMON A, . ALVAREZ-PEREZ .A, CASTRO K, MADARIAGA M &
QUERALT I. Multispectroscopic Characterization of Oil on Copper Painting. Spectroscopy
Letters, 47:38-51. 2014.

POINTING, S., JONES, E. B. G., AND JONES, M. Radiosensitivity of Fungi Isolated From
Waterlogged Archaeological Wood. Mycoscience 37 (4): 455. 1996.

PORTNOY, J. M; FLAPPAN, S; BARNES, C. S. A procedure for evaluation of the indoor
environment. Aerobiology, 17, p. 4348, 2001.

PORTILLO, M. C., GONZALEZ, J. M., SAIZ-JIMENEZ, J. M. Metabolically active
microbial communities of yellow and grey colonizations on the walls of Altamira Cave,
Spain. J. Appl. Microbiol., v. 104, p. 681-691, 2008.

PORTINARI, Candido. Candido Portinari: catdlogo raisonné. Org. Jodo Candido Portinari,
Christina Penna. Rio de Janeiro, RJ: Projeto Portinari, 5 v. il. 2004.

PROENCA, Gragca. Historia da Arte. Sdo Paulo: Ed. Atica, 2010.

RAMIREZ,J. L., SANTANA, M. A., GALINDO-CASTRO, I., GONZALEZ, A. The role of
biotechnology in art preservation. Trends in Biotechnology, v. 23, p. 584-596, 2005.

REBRICOVA, N.L. Micromycetes taking part in deterioration of old Russian wall paintings.
In Recent Advances in Biodeterioration and Biodegradation. Biodeterioration of Cultural
Heritage; Naya Prokash: Calcutta, India, Volume 1, pp. 205-232. 1993.

RESENDE, M. A. Biodeterioracao de monumentos historicos. Cap. 15, In: Melo, . S. &
Azevedo, J. L. editores, Microbiologia Ambiental, Hamburg Grafica Editora, Sao Paulo, p.
335-356, 1997.

RESENDE, M. A., DE CASTRO REZENDE, G., VIANA, E. M., BECKER, T. W.,
WARSCHEID, TH. Acid production of fungi isolated from stones of historical monuments of
state of Minas Gerais, Brazil. In: Second LABS (Latin American Biodeterioration
Symposium), Gramado, Brazil, p. 65-67, 1996.

RESENDE, M. A. Biodeterioragdo de monumentos histéricos. Cap. 22, In: Melo, I. S. &
Azevedo, J. L. editores, Microbiologia Ambiental, 2 Ed. Hamburg Grafica Editora, Sao
Paulo, p. 501-520,.647p. 2008.

REYS, A.C.; LAMA, E.A. DEHIRA K. L. Monumentos da cidade de Sao Paulo: Formas de
alteracdo e conservacao. Revista Monumentos, Sao Paulo, n. 5, p. 93-122, 2008.



140

RICETTO, L. Pintura - Arte, Técnica e Histéria. Companhia Editora Nacional. Brasil 111p.
2010.

RIZZO, M.M., MACHADO, L.D.B., BORRELY, S.I., SAMPA M.H.O., RELA, P.R.,
FARAH, J.P.S., SCHUMACHER, R.I. Effects of gamma rays on a restored painting from the
XVIIth century. Radiation Physics and Chemistry 63, 259-262 M.M. 2002.

RODRIGUES FILHO, MARIO — 4 infancia de Portinari, Edi¢oes Bloch, Rio de Janeiro —
1962.

ROSADO, T.; GIL, M.; MIRAO, J.; CANDEIAS, A.; CALDEIRA, A.T. Oxalate biofilm
formation in mural paintings due to microorganisms—A comprehensive study. Int. Biodeter.
Biodegr, 85, 1-7. 2013.

ROSADO, T.; MARTINS, M.R.; PIRES, M.; MIRAO, J.; CANDEIAS, A.; CALDEIRA,
A.T. Enzymatic monitorization of mural paintings biodegradation and biodeterioration. Int. J.
Conserv. Sci. 4, 603-612. 2013.

ROSADO, A.; MENDES, I. M. de Castro; MOTTA JUNIOR, E. TEIXEIRA, C. V. SOUZA,
L. A. C. Material and Technical Studies of a Selected Group of Paintings by Candido

Portinari, a Major Brazilian Modernist Painter. In: Antonio Sgamellotti, Brunetto Giovanni.
2014.

ROSADO. T.; MIRAO, J.; CANDEIAS, A; CALDEIRA, A.T. Microbial communities
analysis assessed by pyrosequencing—a new approach applied to conservation state studies of
mural paintings. Anal Bioanal Chem 406:887-895. 2014.

ROSADO, T.; GIL, M.; CALDEIRA, A.T.; MARTINS, M.D.R.; DIAS, C.B.; CARVALHO,
L.; MIRAO, J.; CANDEIAS, A E. Material characterization and biodegradation assessment of
mural paintings: Renaissance frescoes from Santo Aleixo Church, Southern Portugal. Int.
J.Architect. Herit. 8, 835-852. 2015.

ROSADO T, SILVA M, DIAS L, CANDEIAS A, GIL M, MIRAO J, et al., Microorganisms
and the integrated conservation-intervention process of the renaissance mural paintings from
Casas Pintadas in Evora—Know to act, act to preserve. J King Saud Univ Sci; 29(4):478-86.
2017.

ROSADO, T, FALE, A, GIL, M, MIRAO, J, CANDEIAS, A, CALDEIRA,
AT. Understanding the influence of microbial contamination on colour alteration of pigments

used in wall paintings—The case of red and yellow ochres and ultramarine blue. Color Res
Appl.; 44: 783-789. 2019.

RUSU R.D., SIMIONESCU B., OANCEA A.V., GEBA M., STRATULAT L., SALAJAN
D., URSU L.E., POPESCU M.C., DOBROMIR M., MURARIU M., COTOFANA C.,
OLARU M. Analysis and structural characterization of pigments and materials used in
Nicolae Grigorescu heritage paintings. Spectrochim Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy. Elsevier .168:218-229. 2016.



141

SAAD, D. S.,KINSEY, G.C., PATERSON, R., GAYLARDE, C. Ergosterol analysis for the
quantification of fungal growth on paint films. Proposal for standard method. Surface
Coatings International. Part B: Coatings Transactions. Springer. v.86, p.131-134, 2003.

SAIZ-JIMENEZ, C.; SAMSON, R.A. Microorganisms and environmental pollution as
deteriorating agents of the frescoes of the Monastery of “Santa Maria de la Rabida”, Huelva,
Spain. In Proceedings of the ICOM, Committee for Conservation, 6th Triennial Meeting,
Ottawa, ON, Canada, 21-25 September 1981.

SAIZ-JIMENEZ, C. Deposition of anthropogenic compounds on monuments and their effect
on airborne microorganisms. Aerobiology 11, 166-175. 1995.

SALA, Oswaldo. Fundamentos da espectroscopia Raman e no Infravermelho. Ed. UNESP,
SP, 1996.

SALVADOR, C, BORDALO, R., SILVA, M, ROSADO, T, CANDEIAS, A, CALDEIRA,
A.T. On the conservation of easel paintings: evaluation of microbial contamination and artists
materials. Applied Physics. Volume 123, 2016.

SANTOS A, CERRADA A, GARCIA S, SAN ANDRES M, ABRUSCI C, MARQUINA D.
Application of molecular techniques to the elucidation of the microbial community structure
of antique paintings. Microb ecol. nov;58(4):692-702. 2009.

SCHABEREITER-GURTNER C, PINAR G, LUBITZ W, ROLLEKE S.J. An advanced
molecular strategy to identify bacterial and fungi communities on art objects. J Microbiol
Methods. 2001.

SALEH, N. A.; AZIZ, N. H. Incidence of mycotoxiiis in feedstufiFs and effects of gamma
irradiation and sodium propionate on aflatoxin production hy Aspergillus flavus. Journal of
the Egyptian Medical Association, v. 56, p. 281-299, 1996.

SEAN C. Sweetman. Martindale Guia Completa de Consulta Farmacoterapéutica. 33* Ed.
London: Pharmaceutical Press Pharma Editores S.L. Barcelona. 2003.

SENBUA, W.; WICHITWECHKARN, J. Molecular identification of fungi colonizing art
objects in Thailand and their growth inhibition by local plant extracts. 3 Biotech 9, 356. 2019.

SHEIKH, N., R. BETESHO BABRUD, AND F. KHATAMIFAR. The Effect of Gamma
Irradiation to Eliminate Fungal Contamination on Two Model Colors of Iranian Paintings.
Radiation Physics and Chemistry 189. 2021.

SHIRAKAWA, M. A. Biodeterioracao de argamassas por fungos: desenvolvimento de testes
acelerados para avaliacdo de bioreceptividade. Tese de doutorado. Escola Politécnica
Universidade de Sao Paulo. Sao Paulo, 1999.

SHIRAKAWA, M. A.,, GAYLARDE, C. C., GAYLARDE, P.,JOHN, V. M., GAMBALE, W.
Fungi Colonization and succession on newly painted building. FEMS Microbiology
Ecology, v.39, p. 165-173, 2002.



142

SHIRAKAWA, M. A., GAYLARDE, C. C., GAYLARDE, P., JOHN, V. M., GAMBALE, W.
A biodeterioracao de materiais de construcgao civil. Revista Téchne. A revista de tecnologia
da construcdo civil. Editora PINI. Sdo Paulo, v.5, n°33, p. 36-39, 1998.

SIDRIM, J.J.C; ROCHA, M.F.G. Micologia Médica A Luz Dos Autores Contemporaneos. 1*
ed. Rio de Janeiro. Guanabara. Koogan, 396p. 2004.

SLAIBI, T. H.A.; MENDES, M.; GUIGLEMETI, D. O.; GUIGLEMETI, Wallace A.
Materiais empregados em conservagao-restauragao de bens culturais. 2 ed. rev. e ampl. Rio de
Janeiro: ABRACOR. 372 p. 2011.

SKOOG, WEST, HOLLER, CROUCH. Fundamentos de Quimica Analitica, Tradugado da §*
Edi¢ao norte-americana, Editora Thomson, Sao Paulo-SP, 2006.

SILVA, V. O; BONIEK, D.; BONADIO, L.; CASTRO, 1. M.; STOIANOFF, M. A. R;
Pereira, M.T. Estudo ¢ Avaliagdo de tratamentos Experimentais de desinfestacdo a partir de
uma pintura colonizada por fungos. In: 3° Congreso Iberoamericano (COIBRECOPA) y la XI
Jornada de Técnicas de Restauracion y Conservacion del Patrimonio 2013, La Plata/
Argentina: LEMIT, V. topico. P. 1-12. 2013.

SILVA, V. O. Emprego de biocidas e radiagdo gama na desinfec¢ao de prototipos elaborados
a partir de uma pintura colonizada por fungos: subsidios para a conservacao da obra original.
Dissertagdao (Mestrado em Ciéncias Bioldgicas énfase Microbiologia) Instituto de Ciéncias
Biologicas-UFMG. Belo Horizonte. 2016.

STERFLINGER, K., KRUMBEIN, W. E. Dematiaceous fungi as a major agent for biopitting
on marbles and limestones. Geomicrobiol. J., v. 14, p. 219-230, 1997.

STERFLINGER, K. Fungi: Their role in deterioration of cultural heritage. Fungal Biol. Rev.,
24, 47-55. 2010.

STERFLINGER, K.; PINAR, G. Microbial deterioration of cultural heritage and works of
art—Tilting at windmills? Appl. Microbiol. Biot., 97, 9637-9646. 2013.

STERLIC, M., Kolar, J., SCHOLTEN, S. Paper and durability. In: Sterlic, M., Kolar, J. (Eds).
Ageing and Stabilization of Paper. National and University Library, Ljubljana, Slovenia,
pp- 3 e 8. 2005.

STOYANCHEVA, G.; KRUMOVA, E.; KOSTADINOVA, N.; MITEVA-STALEVA, J;
GROZDANOV, P.; GHALY, M.F.; SAKR, A.A.; ANGELOVA, M. Biodiversity of
contaminant fungi at different coloured materials in ancient Egypt Tombs and Mosques. Cr.
Acad. Bul. Sci.71, 907-915. 2018.

SUGIYAMA, J.; KIYUNA, T.; AN, K.D.; NAGATSUKA, Y.; HANDA, Y.; TAZATO, N.;
HATA-TOMITA, J.; NISHIJIMA, M.; KOIDE, T.; YAGUCH]I, Y.; et al., Microbiological
survey of the stone chambers of Takamatsuzuka and Kitora tumuli, Nara Prefecture, Japan: A
milestone in elucidating the cause of biodeterioration of mural paintings. In Proceedings of
the 31st International Symposium on the Conservation and Restoration of Cultural Property—
Study of Environmental Conditions Surrounding Cultural Properties and Their Protective
Measures, Tokyo, Japan, vol 5-7, pp. 51-73. 2008.



143

SUGIYAMA, J.; KIYUNA, T.; NISHIJIMA, M.; AN, K.D.; NAGATSUKA, Y.; TAZATO,
N.; HANDA, Y.; HANDA-TOMITA, J.; SATO, Y.; KIGAWA, R.; et al., Polyphasic insights
into the microbiomes of the Takamatsuzuka tumulus and Kitora tumulus. J. Gen. Appl.
Microbiol., 63, 63—113. 2017.

SZOSTAK-KOTOW lJ. Biodeterioration of textiles. Int Biodeterior Biodegrad 53:165—170.
Springer. 2004.

THERMO Nicolet. Introduction to Fourier Transform Infrared Spectrometry. Thermo Nicolet
Corporation © Disponivel em http://mmrc.caltech.edu/FTIR/FTIRintro.pdf. 2001.

TOMAZELLO, M.G.C., 1994. A aplicabilidade da radiagao gama no controle de fungos que
afetam papéis. Tese de Doutorado, IPEN-CNEN/SP, USP. 1994.

TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L. Microbiology: an introduction. E. Pearson, §
ed., 2004.

UNKOVIC, N.; LJALJEVIC GRBIC, M.; SUBAKOV-SIMIC, G.; STUPAR, M.;
VUKOIJEVIC, J.; JELIKIC, A.; STANOJEVIC, D. Biodeteriogenic and toxigenic agents on
17th century mural paintings and facade of the old church of the Holy Ascension (Veliki

Kr cimir, Serbia). Indoor Built Environ, 25, 826-837. 2015.

UNKOVIC, N.; GRBIC, M.L.; STUPAR, M.; SAVKOVIC, Z.; JELIKIC, A.; STANOJEVIC,
D.; VUKOJEVIC, J. Fungal-induced deterioration of mural paintings: In situ and mock-model
microscopy analyses. Microsc. Microanal. 22, 410-421. 2016.

UNKOVIC, N; ERIC, S.P, MILKOVIC SARIC. K, STUPAR. M; SAVKOVIC Z,
STANKOVIC K.S., STANOJEVIC O, DIMKIC I. Z., VUKOJEVIC J.B.AND LJALJEVIC
GRBIC M. Biogenesis of secondary mycogenic minerals related to wall paintings
deterioration process. Micron 100: 1-9. 2017.

UNKOVIC, N.; DIMKIC, I.; STUPAR, M.; STANKOVIC, S.; VUKOIJEVIC, J.;
LJALJEVIC, GRBIC, M. Biodegradative potential of fungal isolates from sacral ambient: In

vitro study as risk assessment implication for the conservation of wall paintings. PLoS ONE
2018.

URZI, C. E., KRUMBEIN, W. E. Microbiological impacts on the cultural heritage. Wiley,
Chichester, p.107-135, 1994.

VENERANDA M, IRAZOLA.M, PITARCH A, MAITANE OLIVARES, A I, CASTRO, K
and MADARIAGA JM. In-situand laboratory Raman analysis in the field of cultural heritage:
the case of a mural painting. J. Raman Spectrosc., 228. 2014.

VENERANDA, M., PRIETO-TABOADA, N., de VALLEJUELO, S.FO. et al.,
Biodeterioration of Pompeian mural paintings: fungal colonization favoured by the presence
of volcanic material residues Environ Sci Pollut Res. 1-24. 2017.

VAHUR,S., TEEARU, A., LEITO, 1. ATR-FT-IR spectroscopy in the region of 550-230 cm(
1) for identification of inorganic pigments. Spectrochim Acta A Mol Biomol Spectrosc.
Mar;75(3):1061-72. 2010.



144

VAHUR, S., TEEARU, A., PEETS, P., JOOSU, L., LEITO, I. ATR-FT-IR spectral collection
of conservation materials in the extended region of 4000-80 cm™!. Anal Bioanal Chem
408:3373-3379. 2016.

VASQUEZ, P. A. S., NAGAI, M. L. E. The contribution of gamma ionization technology to
the recovery of cultural heritage collections. Revista do Arquivo. Sao Paulo, Ano VI, N° 11,
p. 101-110. 2020.

VIETO, SOFIA, EFRAIN ESCUDERO-LEYVA, ROBERTO AVENDANO, NOELIA
RECHNITZER, MELISSA D. BARRANTES-MADRIGAL, GERALDINE CONEJO-
BARBOZA, OSCAR A. HERRERA-SANCHO, PRISCILA CHAVERRI, AND MAX
CHAVARRIA. Biodeterioration and Cellulolytic Activity by Fungi Isolated from a
Nineteenth-century Painting at the National Theatre of Costa Rica. Fungal Biology 126.2:
101-12. 2022.

VUIJCIC, IVICA, SLOBODAN MASIC, MINA MEDIC, BOJANA MILICEVIC, AND
MIROSLAV DRAMICANIN. The Influence of Gamma Irradiation on the Color Change of
Wool, Linen, Silk, and Cotton Fabrics Used in Cultural Heritage Artifacts. Radiation Physics
and Chemistr 156: 307-13. 2019.

WHAAP, F. The treatment of two Coptic tapestry fragments V&A. Conservation Journal, v.
55, p. 11-13, 2007.

WAKELIN S.A., WARREN R.A., HARVEY P.R. & RYDER M.H. - Phosphate
solubilization by Penicillium spp. closely associated with wheat roots. Biology and Fertility
of Soils, 40: 36-43. 2004.

World Heritage Encyclopedea. Candido Portinari. 2018.

WHO. High dose radiation: wholesomenes of food with doses above 10kGy. Geneva, p. 1-97.
1999.

WILSON, K; J, WALKER. Principles and Techniques of Biochemistry and Molecular
Biology, 7ed. Cambridge University Press, 736p. 2010.

YOON, MINCHUL, DAE-WOON KIM, JONG-IL CHOI, YONG-JAE CHUNG, DAI-ILL
KANG, GWANG HOON KIM, KWANG-TAE SON, HAE-JUN PARK, AND JU-WOON
LEE. Effect of Gamma Irradiation on Korean Traditional Multicolored Paintwork. Radiation
Physics and Chemistry. 112-18. 2015.

ZAITZ. C,RUIZ, L. R. B., FRAMIL, V.M.S. Compéndio de Micologia Médica. 2% ed. Rio de
Janeiro. Guanabara. Koogan, 416p. 2010.

ZANNONI, Davide. et al., The microbial community dwelling on biodeteriorated 16 th
century painting. International Biodeterioration & Biodegradetion. Science Direct. 2010.
ZUCCONI, L.; CANINIL F.; ISOLA, D.; CANEVA, G. Fungi Affecting Wall Paintings of
Historical Value: A Worldwide Meta-Analysis of Their Detected Diversity. Appl. Sci.12,
2988. 202.



%Transmittance

ANEXOS
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Espectros no IV do fragmento 10 *F e *V
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Anexo B Espectros dos fragmentos ao exame Raman
Espectros Raman AMS *F e *V
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Anexo C Espectros dos fragmentos ao MEV no modo EDS
Espectros EDS AMS *F
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