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Resumo Palavras-chave
A berlinda de aparato do imperador D. Pedro Il foi construida pela companhia britanica Pearce &  Berlinda

Countz, responsavel pela construcdo das carruagens da monarquia britanica, para sua ceriménia  Biodeterioracdo
de coroagado, em 1841. Seus materiais componentes sdo de diferentes naturezas, com distintas  Biologia molecular
resisténcias mecanicas e algumas incompatibilidades com padrdes ambientais de sua area de

guarda. Partes especificas, tais como tecidos de algodao, ornamentos e crinas de cavalo foram

investigadas, bem como a microbiota presente no interior e no exterior da berlinda imperial. A

partir deste monitoramento, 37 coldnias de fungos filamentosos, 6 leveduras e 4 bactérias foram

isoladas (sequenciamento do DNA). A maioria dos micro-organismos pode danificar os materiais

constituintes.

The imperial coach of D. Pedro Il: DNA fungal identification in selected

materials and its relation to biodeterioration and aerobiology

Abstract Keywords

The imperial coach of emperor D. Pedro Il was built by Pearce & Countz British Company, responsible ~ Coach

for the coachs from the British Monarchy, for his crowning ceremony, in 1841. Its component  Biodeterioration
materials are of several natures, with distinct mechanical strength and some incompatibilities with ~ Molecular biology
environmental patterns in its place of storage. Specific parts, such as corduroy fabrics, ornaments

and horse manes were investigated for microorganisms present both in the interior and exterior

of the Imperial Coach. From this monitoring, 37 filamentous fungi, 6 yeasts and 4 bacterial strains

were isolated (DNA sequencing). Some of them are known for their toxic and pathogenic nature.

Most microbes found can damage its constituting materials.
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Introducao

A berlinda de aparato do imperador D. Pedro II
foi construida pela firma britanica Pearce & Countz,
fornecedora da Casa Real Inglesa, especialmente para
a cerimOnia de sagracdo e coroa¢do de D. Pedro II, em
1841. Era utilizada pelo imperador em ocasides solenes,
como os casamentos de suas duas filhas, a abertura e
o fechamento da Assembléia Geral. A carruagem
foi confeccionada em madeira e ferro e elementos
decorativos em prata, madeira entalhada com folha
de ouro e pintura que remete a cana de acgticar, couro,
janelas em cristal, bordados e galdes em fios dourados,
estofamentos e revestimentos em veludo de algodao e
crina de cavalo. Puxada a oito cavalos, era conhecida
pela populacdao como “Monte de prata”, devido ao
material predominante, ou “Carro cor de cana”, em
razdo de sua coloracdo.

A berlinda de aparato de D. Pedro II é um objeto
museoldgico com implica¢des historicas de grande
relevincia por ser representativa do Segundo Reinado
e de um sistema de governo monérquico, além de uma
importante personalidade histérica como D. Pedro II.
Sua representatividade é potencializada pelo fato de
ser revestida de uma carga simbodlica muito marcante
— verdadeira “insignia” nacional e imperial — tendo
servido ao longo de todo o governo desse imperador
e estando presente nas ocasides mais solenes da
histdria brasileira. Dessa forma, acaba por associar-se
emblematicamente ao proprio Estado Monérquico
brasileiro.

No entanto, a despeito de seu carater historico
e simbdlico, ndo se pode descartar o fato de ter sido
um objeto utilitirio, ou seja, tinha uma fung¢do pratica
que repercutiu em alguns desgastes e deterioracdes
diretamente ligadas ao uso.

Essas caracteristicas sdo essenciais para determinar
uma metodologia de interven¢cdo fundamentada em
conceitos éticos internacionalmente aceitos, tendo
como base a Carta do Restauro de 1972 [1] e a Teoria
del Restauro de Cesari Brandi [2], baseada no trabalho
deste importante tedrico da ciéncia da restauragao.

Sendo assim, o principal critério norteador de
todas as intervencdes foi o da instincia histérica,
procurando-se respeitar ao maximo a integridade e a
legibilidade do objeto, bem como as marcas do uso.
Os danos mais acentuados foram sanados, buscando-se
resgatar a leitura visual sem, no entanto, incorrer em
possiveis interpretacdes fantasiosas. O projeto de
restauracdo envolveu virias etapas, visando preservar
a berlinda de aparato de D. Pedro II como bem cultural
representativo e evocativo da memdria e do patrimdnio
nacional [3]. As Figuras la e 1b apresentam uma visio
geral da berlinda e as Figuras 1c a 1h mostram varios
pormenores da mesma. Em todos os casos observa-se a
situacdo antes e apds a restauragao.
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A berlinda e a sua restauracao
Caracteristicas fisicas e materiais

A berlinda de D. Pedro II é composta por uma grande
variedade de materiais, com diferentes graus de resisténcia,
sendo muitos materiais com certas incompatibilidades
em relacdo as condicdes ambientais. Apesar dessa
diversidade, houve uma preocupagdo na selecdo dos
melhores materiais: madeiramento em pinho-de-riga,
aco e ferro de excelente t€émpera, couros adequadamente
tratados, sem contar a prata. As qualidades destes
materiais aliadas a maestria da fabricagdo contribuiram
para o razoavel estado de conservacdo em que a peca se
encontra atualmente, mesmo apds todas as vicissitudes
pelas quais passou, tais como transposicdo de local de
guarda, variagOes climéticas abruptas. Além disso, um
objeto que era funcional (viatura), atravessou o oceano
por vezes (Inglaterra/Brasil, Brasil/Fran¢a, Franga/Brasil),
permaneceu nas cocheiras do Bardo do Catete por mais
de uma década apds a Proclamacio da Repiblica, depois
foi para as cocheiras do Palacete D’Eu onde ficou até a
década de 40 quando foi doada ao Museu Imperial. No
seu periodo museal, sofreu algumas intervengdes que nao
foram tao satisfatorias, como o caso da desinfestacdo com
phostoxin que provocou uma grande alteracdo cromaética,
principalmente nas partes com revestimentos téxteis.

As pecas em madeira, ferro e ago da estrutura,
encontravam-se em estado de conservacdo mais favoravel
se comparadas as que sdo constituidas de materiais téxteis.
Estes, apesar da alta qualidade, ndo possuem a mesma
resisténcia aos agentes agressores e constituem a parte
mais afetada pela deterioragdo. No entanto, apesar dos
danos, foram confeccionados com extrema habilidade,
recorrendo-se, inclusive, a materiais de qualidade
comprovada, como os fios metalicos de bordados, franjas,
canutdes e borlas. O fato de essas pecas encontrarem-se
danificadas deve-se a fragilidade em relacdo a agdes
mecanicas inadequadas. As alteracdes crométicas dos
tecidos — aspecto bastante delicado e de dificil solucdo
— referem-se a sensibilidade face aos agentes agressores
ambientais, bem como a intervenc¢des restaurativas
imprdprias.

Procedimentos de desmonte, higienizacao
mecanica e quimica

Foi feita a desmontagem das partes téxteis,
revestimentos, escadas de armar, soleiras e do forro do
tejadilho, incluindo-se a numerac¢do minuciosa de todas
as pecgas, elaboracdo de desenhos elucidativos e registros
fotograficos, além do acondicionamento provisorio e a
andlise minuciosa de fragmentos para encaminhamento a
testes laboratoriais.

Os tratamentos de higieniza¢do foram pautados por
critérios diferenciados de acordo com as particularidades
técnicas, materiais e visuais das areas tratadas, tendo
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Figura 1. Berlinda de aparato do imperador D. Pedro II: visdo geral (a, b), detalhes internos (c, d), roda (e, ) e detalhes externos (g, h).

Antes da restauracdo (a, c, e, g) e ap0s restauracdo (b, d, f, h).
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em vista a busca de sua leitura com a preocupacgio de
resguardar, sempre que possivel, as marcas do tempo. Foi
feita a higienizagdo de cada elemento téxtil, dos bordados
em fios metalicos e da estrutura em madeira que compde
a berlinda de aparato de D. Pedro II, como representado
na Figura 2.

A policromia cor de cana dos elementos em madeira
das rodas, suspensio, algados e timdo apresentou uma
crosta acentuada de poeira e sujidades que comprometem
visualmente seu aspecto, uma vez que os filetes ficam
praticamente encobertos. A limpeza tem o objetivo de
resgatar sua aparéncia visual, deixando a mostra os filetes,
importantes para a questdo da legibilidade.

Os ornatos dourados em madeira e metal foram
limpos com a finalidade de remover as sujidades e retirar
partes degradadas de verniz, uma vez que comprometem
visualmente o aspecto dourado que também ¢& importante
no contexto da pega. O verniz ndo é original, tendo
sido aplicado em uma intervengdo realizada em 1975.
No entanto, a limpeza foi controlada mantendo-se, nas
reentrancias, vestigios de patina de modo a evidenciar o
ouro sem dar o aspecto de novo.

A limpeza dos ferros dourados busca retirar partes
oxidadas e impermeabilizacdo, realizadas pontualmente,
uma vez que varias partes estavam oxidadas e com perda
de douramento.

Figura 2. Desmonte de partes da berlinda (a) e higienizagdo mecanica (b)
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O verniz aplicado sobre as armas imperiais pintadas
nos flancos da caixa, intervengdo datada de 1975, foi
removido porque se encontrava degradado alterando
cromaticamente os elementos representados, sobretudo
os mantos verdes, que se tornaram muito escuros, quase
pretos.

Reintegracao de partes da berlinda,
descolamentos, escoriagoes e desgastes

A parte mais comprometida e delicada dos tecidos
referia-se aos veludos, cuja cor original, verde, é fortemente
associada a simbologia heraldica do imperador e da nagéo,
motivo pelo qual se torna premente sua reintegracao.

Os galdes largos e estreitos foram tratados com a
fixacdo dos fios metalicos com fios de seda, de forma
a favorecer a visualizacdo simbodlica e a reintegragdo
cromética e de volume localizada, com p6 de veludo,
justificada novamente pelo critério histérico, favorecendo
a visualizagdo simbolica.

Os descolamentos generalizados das partes em madeira,
pintada e dourada, sobretudo das rodas, da suspensdo e do
timdo, foram decorrentes do uso, apresentando-se, quase
sempre, associados a escoriagdes e desgastes. Foram
mantidos tais registros, em sua maioria restritas a uma
consolidagdo, fixando-se os descolamentos, reintegrando
e obturando, somente as perdas mais acentuadas que
estiveram interferindo nas caracteristicas histéricas e
funcionais.

Remocao de pinturas sobre pinturas originais
perdidas e tingimentos

Outras partes como os couros das correias, dos
estribos e da tadbua de armar, bem como de duas hastes
de sustentagdo dos estribos superiores da dianteira,
também originalmente verdes, foram repintadas de
tinta preta. Ao contrario das repinturas anteriores estas
foram aplicadas sobre o couro ja muito desgastado,
tornando-se impossivel resgatar a sua cor original. Neste
caso optou-se por fazer uma reintegracio total, cuja cor
fosse a mais proxima possivel dos vestigios encontrados.
Este critério apoia-se no fato de tratar-se de uma pintura
plana, objetivando a prote¢do dos revestimentos de couro
e sem nenhuma conotagéo artistica. Sua reintegracio
contribuiu igualmente para o resgate de sua legibilidade
original. O trabalho em pesponteado com linha amarela
encoberta pela nova pintura preta, também foi removido,
ndo sé pela estética, mas porque seus ornatos referem-se
a simbologia heraldica. O tratamento foi muito cuidadoso
conjugando-se remo¢do mecanica com bisturi, e quimica,
utilizando-se um solvente a base de 4cido sulfénico e
soda caustica, de maneira pontual para evitar a migracdo
para o couro e recorrendo-se a aquarela para situagdes
pontuais.

As franjas da capa da boléia, completamente
esmaecidas, foram tingidas por imersdo por serem
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Figura 3. Pecas metélicas reconstituidas pelo Museu Imperial.
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totalmente verdes. Esta coloracdo, visivelmente nas partes
resguardadas da luz, entre as dobras.

Este tratamento foi recomendado com o intuito de
resgatar alegibilidade e também pelo estado de conservagao
das fibras, relativamente favordvel, permitindo uma
intervencdo deste porte.

Reconstituicoes possiveis e reinsercoes

Tal procedimento refere-se as pecas que se perderam,
mas que possuem réplicas por serem elementos pares
ou simétricos. Sendo assim, as pecas perdidas deixaram
referéncias 6bvias de sua aparéncia formal e material e
incluem: macaneta de prata da portinhola esquerda;
extremidade posterior do ornato do timdo em prata;
pequeno detalhe, em prata, do friso que arremata a caixa,
proximo da portinhola direita; arremates de prata dos
pinos das dobradicas das portinholas; coroa imperial, em
metal dourado, do pavilhdo das armas da lateral esquerda
da capa da boléia; pitons, em metal, das hastes inferiores
dos estores; pinaculos do tejadilho.

As perdas implicaram em situacdes divergentes que
indicam critérios e propostas opostas, pré0 ou contra
intervengdes reconstituintes. De qualquer forma, todas as
reconstitui¢des realizadas tém a marca do artesdo, com
a referéncia de “Museu Imperial/Restauracdo 20127,
evidenciando ndo ser uma peca original, e sim uma
intervencdo restaurativa. Isto foi vélido tanto para as
pecas metalicas, quanto as que foram reproduzidas em
couro e tecido. As pecas foram reproduzidas obedecendo
ao mesmo aspecto formal e dimensdes, mas em material
diferente; no entanto, visualmente semelhante a prata e ao
metal dourado. Detalhes dessas pecas podem ser vistos na
Figura 3. O tnico caso de reinser¢do aplicou-se as quatro
lanternas de prata, dos dngulos da caixa, retiradas antes da
doagdo da berlinda ao Museu Imperial e que pertencem
atualmente, a colecionadores particulares. Até 0 momento
ndo foi possivel viabilizar a aquisi¢do, ou, recorrermos
a confeccdo de réplicas, de aspecto formal idéntico, mas
com caracteristicas proprias diferenciadas, conforme
anteriormente citado.

Niao foram encontrados na literatura publicada,
trabalhos cientificos de monitoramento microbiolédgico,
envolvendo uma peca da envergadura da berlinda de
aparato. No entanto, a literatura reporta a ocorréncia
de fungos associados a biodeterioracdo do patrimdnio
cultural numa série de objetos de importincia e
museoldgica ou edificacdes de alto valor histdrico
[4,5]. O que pode ser observado nos exemplos abaixo
€ que a ocorréncia de micro-organismos nestas pecas
ou ambientes tem concorddncia com algumas espécies
encontradas no presente trabalho, mostrando que,
inequivocamente, a contaminac¢do cruzada se da do
ambiente para as pecas/construgdes, alertando claramente
para a necessidade de controle das condi¢cdes ambientais,
quando possivel, visando a conservagdo preventiva para
evitar a biodeterioracao.
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Sabe-se daimportanciadas ferramentas biotecnologicas
para a preservacdo e restaura¢do do patrimonio cultural,
mas parece que estas ferramentas ndo sdo suficientemente
utilizadas neste contexto, devido a uma separagdo que
naturalmente existe entre arte e ciéncia. Nesse contexto,
Rakotonirainy et al. [6] isolaram e fizeram a caracterizagdo
biomolecular de fungos associados ao aparecimento de
foxing num livro do século XIX. O emprego da biologia
molecular nesse aspecto permitiu o sequenciamento
de 145 clones, basicamente dos géneros: Aspergillus,
Bjerkandera, Chaetomium, Gloeotinia, Penicillium,
Polyporus, Saccharicola, Trichoderma e Ulocladium. Os
autores reforcam que muitas dos géneros isolados sdo
celuloliticos, o que refor¢a o potencial biodeteriorador.

Gomez-Alarcon et al. [7] identificaram a presenca de
fungos na Igreja de Carrascosa del Campo (Espanha), os
quais apresentavam alta atividade produtora de acidos
organicos. Os fungos identificados pertenciam aos
géneros Penicillium e Fusarium, os quais exerciam efeitos
corrosivos sobre as paredes do monumento, devido a
producdo de acidos oxalico, fumarico e succinico.

Herrera e Videla [8] enfatizam que os fatores mais
importantes na deterioracdo de monumentos e construgdes
pertencentes ao patrimonio cultural incluem os processos
de biodeterioracdo, a deterioracdo atmosférica e a
poluicdo antropogénica. Os autores orientam, assim, que
0 meio ambiente tem papel decisivo no tipo e extensao dos
processos de deterioracdo a que se sujeita o patrimdnio
cultural. Os autores informam que os resultados do
monitoramento microbioldgico foram relacionados com
a concentracdo de poluentes, a fim de se buscar relacdes
sinérgicas entre efeitos atmosféricos e biodeterioracao.

Milanesi et al. [9] estudaram a deteriorac@o de natureza
fiingica sobre um afresco medieval da Cappella del Sacro
Chiodo, na cidade de Siena, Italia. Os autores observaram
que a identificacdo genética levou a caracterizagdo do
Penicillium chrysogenum, provavelmente responsavel
pelo decréscimo na concentracdo de carbono, observada
pelos autores como sendo de 26 para 13 %. Os autores
reportam uma diminui¢do na concentracdo de bactérias,
provavelmente devido ao aparecimento de cobre sobre o
afresco.

Fazio et al. [10] observaram a presenca do fungo
Nigrospora numa escultura de madeira jesuitica, exposta
no Museu de Ciéncias Naturais, indicando que pouco
se conhece sua acdo sobre a madeira. Esta observacgdo ¢
indicativa da importincia de se investigar a biodegradacdo
da madeira/celulose em relacio a novas espécies isoladas.
O fato da literatura ndo reportar sua ocorréncia como usual
nesse tipo de material, ndo significa que, eventualmente,
ndo tenham acdo biodeterioradora.

Konkol et al. [11] alertam para a importancia da
detec¢do do crescimento flngico em pecas do patrimdnio
histdrico, em estagios iniciais. Isso servira de alerta para o
emprego de tratamentos de remediagc@o ndo invasivos, ndo
requerendo intervengdes de restauragao.
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Objetivos

O objetivo deste trabalho foi investigar a populagdo
microbiana presente em partes selecionadas da berlinda de
aparato do imperador D. Pedro II, durante sua restauragdo
no ano de 2012. Especificamente, pretendeu-se identificar a
microbiota presente, por técnicas tradicionais e de biologia
molecular, relacionando-a com a encontrada no ambiente
de guarda do aparato, subsidiando informacdes sobre a
biodegradabilidade dos seus materiais componentes.

Metodologia
Monitoramento microbiolégico do ar

A anélise microbioldgica do ar do ambiente em torno
da berlinda e no seu interior foi realizada através da
exposi¢ado de placas de Petri com agar Sabouraud contendo
cloranfenicol para detec¢do de fungos e agar Plate Count
para detec¢do de bactérias, apds sedimentacdo espontinea
do material em suspensdo neste ambiente.

Foram feitas coletas em diversos materiais que
compdem a Berlinda através de swabs. Em seguida este
material foi acondicionado em tubos de ensaios contendo
9 mL de solucdo salina e conduzidos ao Laboratério de
Biocorrosdao e Biodegradacdo (LABIO) do Instituto
Nacional de Tecnologia. No laboratério foram realizadas
seis dilui¢des decimais sendo inoculados 0,1 mL em
placa de Petri com agar Sabouraud por meio da técnica
de semeadura por espalhamento. Essas placas foram
incubadas em BOD a 25 °C por um periodo maximo
de 21 dias. As placas utilizadas no monitoramento do
ar também foram incubadas em idénticas condigdes.
Os fungos filamentosos, leveduras e bactérias que
cresceram nas placas, foram isolados em meios de cultura
seletivos especificos aos micro-organismos alvo. Apds
seus isolamentos os fungos filamentosos e leveduras
foram preservados em 6leo mineral e as bactérias foram
congeladas a -80 °C.

Identificacao de fungos

A identificacdo dos fungos filamentosos foi realizada
através da observag¢do macroscOpica e microscopica de sua
morfologia. A identificacdo filogenética foi realizada por
biologia molecular, onde a lise celular foi realizada por
trés ciclos de choque térmico e o DNA extraido com o kit
comercial Ultra Clean Soil DNA Isolation Kit (MOBIO,
California).

O gene que codifica a regidao ITS foi
amplificado utilizando o conjunto de primers ITSS
(5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’, senso) e
ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’, anti-senso).
Os produtos de PCR foram purificados utilizando um kit
especifico para este objetivo e depois sequenciados.
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As bactérias, apds isolamento, foram observadas em
microscdpio Otico utilizando-se o método de coloragdo de
Gram.

Identificacdo de bactérias e leveduras

A identificacdo bacteriana foi realizada por meio de
biologia molecular. A partir das linhagens puras, o DNA
foi extraido utilizando kit comercial para extragdo de
DNA. Apés a extracdo, o gene bacteriano rRNA 16S foi
amplificado por PCR utilizando o “primer” universal Sadir
(5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAGA-3’, senso) e S17
(5’-GTTACCTTGTTACGACTT-3’, anti-senso). A
identificacdo das leveduras foi realizada por meio
de biologia molecular. A partir das linhagens puras,
o DNA foi extraido utilizando kit comercial para
extracdo de DNA. O gene que codifica a regido ITS
foi amplificado utilizando o conjunto de primers ITSS
(5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’, senso) e
ITS4 (5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’, anti-senso).
Os produtos de PCR foram purificados utilizando um kit
especifico para este objetivo e depois sequenciados.

Extracao de DNA dos fungos

Cada fungo crescido foi retirado por meio de raspagem
da placa de Petri, onde se encontrava em crescimento em
meio especifico para cada espécie, e transferido para um
tubo conico Falcon de 15 mL. O tubo foi colocado em um
cilindro contendo nitrogénio liquido por 5 minutos, levado
para um banho-maria a 60 °C por 10 minutos e macerado
com auxilio de um pistilo. Este procedimento foi repetido
por trés vezes.

Posteriormente, a extragdo do DNA foi realizada com
kit Ultra Clean Soil Isolation (MO BIO Laboratories) e
os procedimentos foram realizados de acordo com a
especificacdo do fabricante. O DNA foi eluido em 30
pL da solugdo fornecida pelo kit e quantificado através
da leitura em espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000
(Thermo Scientific, Waltham, EUA).

Extracao de DNA das leveduras e bactérias

As amostras de bactérias e fungos foram retiradas de
seus meios especificos por meio de centrifugacdo durante
10 minutos em 10.000 g de rotagdo. O pellet foi transferido
para eppendorf de 1,5 mL contendo 400 pL de solucdo
de lise celular contida no kit DNA IQ Casework Pro Kit
for Maxwell (Promega), posteriormente os tubos foram
colocados em banho seco em temperatura de 95 °C por
10 minutos e por fim centrifugado por 2 minutos em
15.000 rpm. O sobrenadante obtido foi transferido para a
primeira coluna do kit extracdo mencionado e levado para
o extrator automatico Maxwell 16 (Promega). O DNA foi
eluido ressuspendido em 50 pL da solucdo fornecida pelo
kit e quantificado através da leitura em espectrofotdmetro
NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, Waltham, EUA).
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Amplificacao da regiao ITS por reacao em
cadeia da polimerase (PCR)

As reagdes de PCR foram realizadas utilizado
o Kit Top Taq Master Mix (Qiagen) num volume
final de 50 pL, contendo 0,5 pM de cada iniciador.
Os iniciadores utilizados foram: ITS-5 (senso,
5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS-4
(anti-senso, 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’)
para fungos e leveduras e Sadir (senso,
5’-AGAGTTTGATCATGGCTCAGA-3’) e S17 (anti-
senso, 5’-GTTACCTTGTTACGACTT-3’) para bactérias.
As reacdes de PCR foram realizadas no termociclador
PCR System 9700 (Applied Biosystems). O produto
da amplificagdo foi visualizado através de uma corrida
eletroforética em gel de agarose a 1 % em tampao TE 1X.

Sequenciamento do DNA

O DNA dos fungos isolados foi submetido a
seqiienciamento utilizando o kit Big Dye Terminator v3.1
(Applied Biosystems) em um seqiienciador automético
ABI 3130 (Applied Biosystems) com 4 capilares de
50 cm. Os iniciadores ITS-5 (senso) e ITS-4 (anti-
senso) foram utilizados para seqiienciar a regido (+ 600
pb) e Os iniciadores Sadir (senso) e S17 (anti-senso)
foram utilizados para seqiienciar a regido (1500 pb). A
concentrag@o dos iniciadores utilizados foi de 3,2 pmol.

Os produtos da extensdo foram purificados através
do Kit Big Dye XTerminator Purification, para a retirada
dos nucleotideos e iniciadores ndo incorporados. Apos
a purificagdo, os produtos foram eletroinjetados no
sequenciador.

Os cromatogramas obtidos do sequenciamento foram
submetidos aos programas Chromas Lite, versdo 2.01 e
Bioedit para analise da qualidade das sequéncias. As
sequencias validadas pelos programas foram pareadas
as depositadas no banco de dados de DNA do Genbank
[12] para a analise da similaridade através da ferramenta
BLASTn (Basic Alignment Search Tool), disponivel no
proprio site do NCBI, sendo que apenas os fragmentos com
similaridade acima de 98 % s@o consideradas confiaveis
e anotadas. O procedimento adotado para a identificacéo
de fungos contaminantes do ambiente e da berlinda de
aparato do imperador D. Pedro II encontra-se apresentado
na Figura 4. J4 com relacéo a identificag@o filogenética dos
fungos contaminantes o procedimento seguiu o protocolo
apresentado na Figura 5. A Figura 6 apresenta um exemplo
de aplicagdo das técnicas para observagdo microscépica e
filogenética de fungos contaminantes, utilizando o couro
da escada da berlinda de aparato como peca de estudo.

Resultados e discussao

Os resultados do monitoramento microbioldgico feito
encontram-se apresentados na Tabela 1.

O monitoramento microbiolégico permitiu concluir
pela predominancia de contaminag@o fingica das partes
selecionadas, em detrimento das bactérias e leveduras.
Apenas uma levedura foi isolada, Candida atlantica, a
qual ndo apresenta muita informacdo relacionada a sua
ocorréncia na literatura publicada, ficando-se restrito a
informacdes relacionadas a taxonomia e classificagdo [15].
Com relagdo as bactérias, foram isoladas quatro espécies:
Microbacterium oleivorans, Bacillus sp., Bacillus subtilis e

Fungo isolado em placa
Observacao macroscopica

Classificacao por
observagao microscopica

Preservacao em 6leo mineral

Extracdo do DNA e identificacdo filogenética

Figura 4. Representagio esquematica dos procedimentos genéricos adotados para identificagdo dos fungos contaminantes do ambiente

e da berlinda.
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Extracdo do DNA com

\ Repetido 3x

e ‘&g DNA extraido

A
PCR (regido ITS)

Sequenciamento

IDENTIFICACAO

Figura 5. Procedimentos para identificacdo filogenética de fungos contaminantes do ambiente e da berlinda.

Bacillus pumilus. Com excec¢do da espécie M. oleivorans,
tipicamente encontrada em 6leos crus, todas as demais
espécies sdo tipicas do solo, facilmente explicando
sua presengca num objeto da natureza da berlinda. A
distribuicdo das varias espécies pelas diferentes zonas da
berlinda esté registada na Tabela 1, que da conta de uma
grande diversidade.

A parte mais dificil da investigacdo foi relacionar as
espécies encontradas com as partes de onde foram isoladas

e sua correlagdo com seus habitats tipicos, explicando,
assim, as possiveis contaminagdes cruzadas e ocorréncias.

A espécie Aspergillus caesiellus, por exemplo, foi
isolada do acabamento dos puxadores da berlinda, sendo,
entretanto, sua ocorréncia tipica em solos quentes e cereais;
essa espécie é tipicamente associada a deterioragdo de
vegetacdo, o que pode ser facilmente correlacionado com
sua ocorréncia em pegas de madeira. Cabe, no entanto,
indicar como essa espécie foi isolada do puxador da peca,

Cultivo original direto da amostra

Colénia isolada

e

Fam. Dematiaceae

Observacao microscopica (40x)

Gen. Cladosporium

Identificacdo filogenética

GTAACAAGGTCTCCGTAGGTGAACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTTGACCCCGGCCCTC
GGGCCGGGATGTTCACAACCCTTTGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCC
TCCGGGCGGEGGCCCCGGGTGGACATTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAA
ATTTAATTAATAAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGA
ACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTG
AACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCA
CTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCGACGCGGTCCGCCGCGCGCCTCAARTCGACCGGCTG
GGTCTTTCGTCCCCTCAGCGTTGTGGAAACTATTCGCTAAAGGGTGCCGCGGGAGGCCAC

Cladosporium sphaerospermum

Figura 6. Exemplo de aplicagdo das técnicas para observagdo microscopica e filogenética de fungos contaminantes do couro da escada

da berlinda.
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Tabela 1
Espécies fungicas isoladas de partes da berlinda, do ar interior e do ambiente externo da drea de
guarda
Espécie Quantidade  Local
Aspergillus caesiellus 1 Acabamento dos puxadores
Aspergillus flavu 2 Ar (40 min dentro da berlinda)
Aspergillus sp. 1 Ar (1 h fora da berlinda)
Bipolaris sp.* 1 Ar (1 h fora da berlinda)
Cerebella andropogonis* 2 Ar (1 h fora da berlinda)
Ar (1 h dentro da berlinda)
Cladosporium cladosporiodes 4 Ar (1 h dentro da berlinda)
Ar (40 min fora da berlinda)
Couro da escada da berlinda
Crina do encosto (lavada)
Cladosporium sphaerospermum 1 Couro da escada
Cladosporium sp. 3 Ar (4 Omin fora da berlinda)
Crina do encosto (ndo lavada)
Veludo
Epicoccum nigrum* 1 Ar (1h dentro da berlinda)
Hamigera fusca* 4 Teto
Crina do encosto (ndo lavada)
Tecido em contato com a crina
Botio do capitoné
Leptosphaeria sp.* 1 Ar (1 h dentro da berlinda)
Penicillium brevicompactum 1 Crina do encosto (lavada)
Penicillium citrinum 1 Ar (40 min fora da berlinda)
Penicillium copticola 1 Crina do encosto (ndo lavada)
Penicillium italicum 1 Couro da escada
Penicillium olsoni 1 Vidro da frente da berlinda
Penicillium sp. 2 Ar (40 min fora da berlinda)
Veludo
Penicillium steckii 1 Ar (1 h fora da berlinda)
Pestalotiopsis neglecta™ 1 Ar (1 h dentro da berlinda)
Pestalotiopsis maculiformans* 1 Ar (1 h dentro da berlinda)
Phoma sp. 1 Ar (40 min fora da berlinda)
Pseudocercospora norchiensis* 1 Ar (40 min dentro da berlinda)
Trichoderma atroviride 1 Ar (40 min fora da berlinda)
Trichoderma viride 1 Ar (40 min fora da berlinda)
Xylaria sp.* 1 Ar (1 h dentro da berlinda)

*Espécies ndo relacionadas na base de dados do Centre de Recherche sua la Conservation des
Collections como espécies tipicas de contamina¢do do patrimonio cultural [14]

uma vez que apresenta ocorréncia tipica tdo diversa da sendo, portanto, uma espécie de ocorréncia previsivel
peca de onde foi isolada [16]. J4 a espécie Aspergillus no ambiente de guarda da berlinda, assim como o
Sflavus, isolada do ar interior da berlinda, é de ocorréncia  Aspergillus sp. encontrado no ambiente externo da
comum em madeira, couro, papel e poeira atmosférica, berlinda [17].
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O género Bipolaris, isolado do ar exterior da berlinda,
foi identificado por van Tieghem em 1876, sendo um
fungo cosmopolita, filamentoso e de ocorréncia tipica
no solo e em residuos de plantas. Algumas espécies sao
patogénicas: Bipolaris spicifera, Bipolaris australiensis
e Bipolaris hawaiiensis, apresentando um amplo espectro
de acdes, incluindo alergias e infec¢des de vérias naturezas
[18].

A espécie Cladosporium cladosporiodes foi isolada do
ar interior e exterior a berlinda, além do couro da escada
e da crina de cavalo que compde o encosto da berlinda.
Essa espécie € cosmopolita, sendo muito comum em todo
o mundo, tendo sido isolada do ar, solo, produtos téxteis,
alimentos e sementes. Mesmo nos ambientes domésticos
é de ocorréncia usual. E uma espécie associada a
decomposicdo de material vegetal, ninhos de aves e
penas, papel, madeira e poeira atmosférica, indicando,
dessa forma um potencial de degradacdo das pecas
onde coloniza. Strzelczyk et al. [19] confirmam a ficil
contaminag¢do flingica de couros ndo tratados, conforme
observado no presente trabalho. O mesmo comentério pode
ser feito para a espécie Cladosporium sphaerospermum e
para o Cladosporium sp.. A espécie Epicoccum nigrum
constitui-se num saproéfita cosmopolita, de distribui¢cdo
mundial, tendo sido isolado do ar interior da berlinda.

O que se observa, em linhas gerais, é que os fungos
isolados do ar e de partes selecionadas da berlinda tém,
na sua maioria, ocorréncia cosmopolita, 0 que os torna
comuns do ponto de vista da aerobiologia. No entanto,
cabe investigar aqueles que ndo sdo de ocorréncia comum,
a fim de se verificar o potencial biodeteriorante que possam
apresentar em contato com a berlinda de aparato.

Seves et al. [20] reportam a dificuldade de crescimento
de espécies flingicas e bacterianas em telas para pintura.
Os autores reportam que materiais téxteis nao se mostram,
a principio, como um substrato facil para crescimento
microbiano. No entanto, 0s micro-organismos permanecem
vidveis por um tempo muito longo, desenvolvendo,
posteriormente atividade hidrolitica sobre a celulose e
proteinas.

A fim de facilitar este tipo de avaliagc@o dos resultados
e para que a discussdo das espécies isoladas ndo se torne
enfadonha, procurou-se utilizar como referéncia a base
de dados do Centre de Recherche sur la Conservation
des Collections [14], que relaciona os fungos tipicos das
contaminagdes do patrimdnio cultural com suas possiveis
ocorréncias. Dessa forma, torna-se mais facil buscar uma
associa¢do entre contamina¢do ambiental e ocorréncia de
espécies em partes selecionadas da berlinda e potenciais
ocorréncias de natureza biodeteriorante.

As espécies que foram isoladas do ar e que ndo constam
como tipicas de contamina¢des do patrimdnio cultural
foram: Bipolaris sp., Cerebella andropogonis, Epicoccum
nigrum, Leptosphaeria sp., Pestalotiopsis neglecta,
Pestalotiopsis maculiformans, Pseudocercospora
norchiensis e Xylaria sp.. Além disso, a espécie Hamigera
fusca foi isolada do teto da berlinda, da crina ndo lavada
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do encosto da berlinda e do botdo do capitoné. Em
termos gerais, pode-se dizer que praticamente todos os
fungos atipicos de contamina¢do do patrimdnio cultural
foram encontrados no ar. No entanto, apresentam uma
particularidade: foram isolados do ar interior da berlinda,
indicando uma colonizag¢do preferencial no interior da peca,
independente da possibilidade de terem vindo do ar exterior
para o interior da berlinda. Cabe avaliar, em relacio a essas
espécies (ou mesmo géneros), as informagdes disponiveis
sobre suas ocorréncias e contetidos enziméaticos com
potencial biodeteriorante.

Os fungos do género Bipolaris causam danos em
plantas, particularmente dalia (planta tipica da regido
serrana, onde se localiza a berlinda), em regides tropicais,
muito embora estes fungos sejam cosmopolitas. A
dispersdo destes fungos ocorre prioritariamente devido a
acdo do vento e através de sementes e mudas infectadas.
Além disso, em pequenas distincias, gotas de chuva e/
ou irriga¢do podem servir como meio de transporte aos
esporos, sendo as condi¢des favoriveis ao desenvolvimento
destes fungos temperaturas amenas associadas a alta
umidade relativa do ar e molhamento frequentes [21].
Embora haja uma grande diversidade dentro do género,
as espécies tipicas sdo produtoras de celulase e protease, o
que sinaliza para a possibilidade de ataque a berlinda, sob
condicdes adequadas.

A espécie Cerebella andropogonis, encontrada no
ar interior e exterior a berlinda, apresenta-se como uma
espécie cosmopolita de ocorréncia comum na América
do Sul [22]. Nao foram encontrados relatos sobre sua
acdo na biodeterioracdo do patrimdnio cultural, sendo,
fundamentalmente de natureza patogénica para as plantas
que coloniza. Dessa forma, pode-se inferir sobre o fato de
apresentar atividade celulolitica, o que seria, a principio,
potencialmente perigoso caso as condi¢des ambientais
favorecessem sua infestacdo em partes da berlinda
contendo celulose.

Aratjo et al. [23] estudaram a caracterizacdo
morfoldgica e enzimética de fungos do género Epicoccum
e observaram que este género € produtor de pectinase e
quitinase, o que indica a possibilidade de ataque, por
exemplo, a crina de cavalo que compde o encosto da
berlinda.

O género Leptosphaeria é um colonizador tipico de
plantas, onde produz toxinas e enzimas degradativas,
caracterizando sua ac¢ldo parasitico-necrotréfica.
Caracteriza-se por um elevado nivel de plasticidade em
termos de aquisicdo de nutrientes, o que o torna um
potencial agente biodeteriorante [24].

No Brasil as espécies do género Pestalotiopsis
se acham registradas em quase todos os estados.
Considerado um fungo cosmopolita, o género
Pestalotiopsis pode ser encontrado como fitopatégeno
e endofitico. Seus esporos sdo de facil disseminacdo,
e penetram nos tecidos vegetais por ferimentos
ou aberturas naturais, infectando os mais diversos
hospedeiros botanicos [25].
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Rosa e Menezes [26] caracterizaram espécies de
Pseudocercospora objetivando sua diferenciagdo. Os
autores indicam a ocorréncia das espécies em bananeiras,
pelo desenvolvimento de cercosporiose da bananeira,
doenca tipica desta planta. Mais uma vez, um fungo isolado
no interior da berlinda apresenta-se com uma espécie de
potencial celulolitico em fun¢do da sua colonizag¢ao tipica.

Ja o fungo Xylaria é tipicamente um degradador da
madeira, requerendo particular aten¢@o no que diz respeito
a sua presenca no ar e possivel contaminacao cruzada na
berlinda [27].

Pordltimo, o gé€nero Hamigera é tipicamente encontrado
em solos € em componentes téxteis, sendo muitas vezes
confundido morfologicamente com o gé€nero Penicillium.
Tendo sido encontrado no teto da berlinda, na crina néo
lavada do encosto da berlinda e no botao do capitoné, sua
diversidade de colonizacdo sinaliza para seu potencial
biodegradador de partes da peca [28]. Sanchez-Pifiero et
al. [29] confirmam a necessidade de se investigar espécies
atipicas em pecas e obras do patrimdnio histérico, por se
tratarem estes de substratos de natureza ndo-convencional,
portanto, de potencial desconhecido.

Ranalli et al. [30] publicaram uma extensa revisao
sobre a biodeterioragdo do patrimdnio cultural sobre
matrizes inorgdnicas, orginicas e compostas, concluindo
que informacdes basicas sobre os organismos associados
deve ser investigada a fim de direcionar o problema da
biodeterioragdo para o estabelecimento de priticas ideais
de preservacdo.

Conclusao

Pode-se concluir que a ciéncia, em particular nas areas
multidisciplinares, deve ter um papel chave na protecdo
e conservacdo do patrimdnio cultural da humanidade,
usualmente de natureza fragil, para as geracdes futuras.
Essa meta é particularmente dificil de ser atingida devido
ao tamanho e diversidade de objetos envolvidos, bem
como a enorme variedade de materiais constitutivos.
Cabe ressaltar, que o patrimdnio cultural muitas vezes
esté intrinsicamente relacionado a ocorréncia de materiais
vegetais e de natureza animal.

Para finalizar, Capodicasa et al. [31] alertam para
uma questdo crucial na conservagdo de obras do
patrimonio cultural: as condi¢des ambientais t€m que ser
rigorosamente monitoradas e corrigidas, uma vez que sao
elas as responsaveis pela transformacgdo de um estado de
dorméncia microbiana para um estado de intensa atividade
metabolica.

Conclui-se, do presente trabalho, que a biologia
molecular associada as técnicas clédssicas de identificagdo
microbioldgica permitiram identificar uma vasta populagao
flingica em partes selecionadas da berlinda do imperador
D. Pedro II. Apesar de suas naturezas cosmopolitas,
praticamente todos os fungos (e potencialmente algumas
bactérias) apresentam elevado potencial biodeteriorador,
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devido a presenca de enzimas celuloliticas e proteoliticas,
as quais, embora nio quantificadas no presente trabalho,
sdo reportadas na literatura como produzidas por essas
espécies ou géneros microbianos. Dessa forma, os estudos
conduzidos no ambito da Aerobiologia permitiram
direcionar o procedimento de restauragcdo de um importante
objeto museoldgico, em particular com claras orientacdes
para a avaliacdo do espaco de guarda da berlinda, o qual
deve ser, tanto quanto possivel, isolado dessas espécies
microbianas.
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