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Resumo

A Casa de Fresco de Sanches Baena, situada em Vila Vigosa (Sudeste de Portugal), ¢ uma pequena construgdo semi-subterranea, de planta quadrangular,
anexa a nora do antigo Palacio dos Sanches Baena. Os frescos que cobrem a sua abébada e paredes apresentam cenas mitoldgicas ricas conjugadas com
anjos musicais, conchas, porcelana e outros elementos decorativos, os quais fazem dela um exemplar especialmente rico e invulgar. As pinturas apresentam
uma policromia intensa que sugere o uso de uma paleta rica composta por diferentes pigmentos. Infelizmente, devido ao abandono parcial e a falta de pre-
servagdo, as pinturas estdo num estado avancado de degradagio sendo visivel o destacamento de camadas pictdricas e argamassas, eflorescéncias salinas e
uma abundante colonizagio microbioldgica.

Com este trabalho pretende-se identificar as diferentes populagdes microbianas presentes e avaliar a sua importincia na deterioragdo destas pinturas.

O estudo microbioldgico foi efectuado em amostras recolhidas de zonas visivelmente contaminadas, utilizando zaragatoas e bisturis estéreis, por cultura
em meios selectivos e observagdo por microscopia optica e electronica. Este estudo permitiu isolar 32 estirpes bacterianas e 34 flingicas nos quatro pai-
néis de frescos. As estirpes bacterianas predominantes foram as estirpes Gram+ do género Bacillus existindo também um elevado niimero de estirpes
Gram- do género Pseudomonas. Entre as estirpes fungicas predominantes destacam-se as estirpes de Cladosporium spp. e Penicillium spp. Para avaliagio da
biodeterioragio procedeu-se também a quantificagdo da actividade da desidrogenase em zonas de reboco degradadas, como biomarcador da presenca de
microrganismos vivos. Paralelamente, para caracterizagio da actividade da desidrogenase, procedeu-se a sua quantificagio em culturas de uma das estirpes
predominantes isolada de um dos painéis com deterioragdo. Nas zonas degradadas analisadas foi detectada uma forte actividade desidrogenase, pelo que
esta enzima parece ser um bom marcador da biodeterioragao.

Palavras-chave: Pinturas murais; Biodeterioragao; Actividade da desidrogenase.

Abstract

The Casa de Fresco de Sanches Baena is located in Vila Vigosa (Southeast Portugal) and is a small semi-underground building constructed in a garden over
a well and used as a cool refreshing place by the owners.The frescoes that cover the ceilings and the walls present rich mythological scenes together with
musical angels, shells, porcelain and other decorative elements, which make them an especially rich and unusual example of this art form.The paintings pos-
sess an intense polychromy suggesting the use of a rich palette comprised of different pigments to obtain various colours and hues. Unfortunately, due to
partial abandonment and lack of repair the paintings are in an advanced state of degradation exhibiting partial detachment of paint layers and mortars, salt
efflorescence and abundant biological colonisations.

This work reports the study of the frescoes to allow the identification of the different microorganism populations and to assess their role in the deterio-
ration of these paintings.

For the microorganism sampling, sterile cotton buds and stylets were used and the biological materials collected in sterile recipients. The microbiological
study by optical microscopy and scanning electron microscopy allowed the isolation of 34 fungi strains and 32 bacterial strains in the four painted panels
that compose the frescoes. The predominant bacterial strains were the Gram+ and Gram- strains from the genera Bacillus and Pseudomonas, respectively.
As to the fungi populations, the dominant strains identified were from the genera Cladosporium spp. and Penicillium spp. The microbial activity in the 4 pa-
nels was assessed by enzymatic essays, namely, dehydrogenase (DHA).The results showed that the decayed areas of the painting present higher dehydro-
genase activity and therefore this enzyme seems to be a good indicator of biodegradation.

Keywords: Mural paintings; Biodeterioration; Dehydrogenase activity.
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B Introducio

Desde a Antiguidade, o Homem tem usado como supor-
te das suas expressdes artisticas elementos rigidos e
duradouros. A pintura mural, representando cenas reli-
giosas, politicas ou simplesmente decorativas, através de
representagdes geométricas ou figurativas, constitui um
meio dessa expressio artistica neste tipo de suportes [1].
A pintura mural em estudo é designada de pintura a
fresco, cuja técnica consiste na aplicagio de determina-
dos pigmentos dispersos em agua ou em agua de cal,
sobre bases de aplicagdo contendo cal ainda fresca. Os
pigmentos fixam-se pela carbonatagdo superficial da cal,
o que permite uma fixagdo eficaz. Assim a cor permanece
embutida numa camada superficial endurecida com uma
durabilidade prolongada em determinadas condigGes [2].

Os factores que contribuem para a biodegradagio
podem ser classificados em fisicos, quimicos e bioldgicos.
A biodegradagao de pinturas murais tem sido estudada
nos ultimos anos devido ao impacto destes factores nas
camadas pictoricas e no suporte [3-6]. Em paralelo com
o crescente interesse pela conservagido do Patriménio
artistico, e em particular, pelo estudo de pintu-
ras/pigmentos, desenvolveram-se técnicas de andlise
altamente sofisticadas que tém sido utilizadas para o
estudo da pintura mural [7-10].

A Casa de Fresco de Sanches Baena esta situada junto
a nora do antigo Palacio dos Sanches Baena, Vila Vigosa
(Portugal). A pintura mural em estudo data do século
XVI e cobre todo o tecto da casa de fresco. A estrutura,
embora de pequenas dimensdes, nio impede a exempli-
ficagdo, com uma grande elegincia, de uma pléiade de
solugSes decorativas que se interligam na ornamentagio
da abdbada, integrando a pintura mural (Fig. 1) represen-
tagoes de grotescos, putti entrelagados e anjos musicos,
embrechados de conchas, escérias de ferro e fragmentos
de porcelana da china, e estuques relevados em cartelas
com representagoes de cenas mitoldgicas, formando um
dos mais interessantes e invulgares exemplares de arqui-
tectura civil da segunda metade do século XVI em Vila
Vigosa. A pintura apresenta um estado de degradagio
elevado em determinadas areas, sendo possivel a visuali-
zagdo de biofilmes, eflorescéncias, empolamento das
camadas pictéricas e, ainda, degradagio ao nivel das arga-
massas. Este estudo insere-se num projecto mais alarga-
do de caracterizagdo de pinturas murais em risco e
envolveu um conjunto de métodos de investigagdo e de
técnicas de analise que permitem a caracterizagao macro
e microestrutural das pinturas murais. Procedeu-se a
caracterizagdo quimica dos pigmentos dos frescos, ao
isolamento e identificagdo dos microrganismos e a
determinagdo da actividade enzimatica da desidrogenase
em argamassas recolhidas de zonas deterioradas como

biomarcador da actividade microbiana [11-13].

Fig. 1 Pormenores das pinturas murais da Casa de Fresco de Sanches Baena.
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M Materiais e Métodos
BB Amostragem

Tendo em conta o inestimavel valor artistico das pinturas,
as amostras foram recolhidas utilizando um estilete e zara-
gatoas estéreis de modo representativo da paleta de cores
usadas e do perfil de contaminagdo microbiana, respectiva-
mente, tendo-se considerado 4 painéis (Fig. 2). Procedeu-
-se, ainda, a recolha de trés amostras de argamassa com o
auxilio de um estilete, previamente esterilizado, para a ana-
lise da actividade da desidrogenase. Estas amostras foram
recolhidas para recipientes estéreis com rosca e conserva-
das a 4 °C até ao momento da andlise. As recolhas foram
coordenadas por uma conservadora-restauradora da
Direcgao Regional de Cultura do Alentejo e as quantida-
des e dimensées das amostras recolhidas foram as mini-
mas necessarias para as diversas anlises; os locais onde se
visualizou colonizagdo microbiana e/ou alteragao dos pig-
mentos foram os seleccionados para amostragem.

Painel 1

pp. 27 - 35

Il B Preparacio das amostras

As técnicas de analise aplicadas in vitro a microfragmen-
tos extraidos das pinturas murais envolvem previamente
um conjunto de operagdes quimicas/fisicas para a prepa-
ragdo das amostras em estudo.

Para a preparagdo das amostras estas foram observa-
das a lupa binocular, sendo seleccionado o microfrag-
mento mais representativo da amostra. Em seguida
foram englobadas em resina epoxida. Numa fase final, a
amostra foi desgastada e polida obtendo-se superficies
polidas para posterior registo ao microscopio 6ptico de
reflexdo.

H B Estudo microbiolégico

Apos a recolha das amostras nos locais onde se visuali-
zou colonizagdo microbiana e/ou alteragido dos pigmen-
tos (Fig. 2), as zaragatoas foram colocadas em 1 mL de
meio adequado para o transporte (Maximum Recovery

Painel 3

1A2

3A4

Painel 4

2A3

2A2

4A3

4A5

Fig. 2 Identificagdo dos locais de recolha das amostras bioldgicas.
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Diluent, Merck) e conservadas a 4 °C até a inoculagiao em
meios de cultura especificos para o isolamento de bac-
térias e fungos. Para cultura das bactérias foram utiliza-
dos os meios Nutrient Broth (Oxoid) e Nutrient Agar
(Oxoid) e para culturas de fungos os meios Malt Extract
Broth (Oxoid), Malt Extract Agar (Oxoid) e Cook Rose
Bengal with Chloramphenicol (Merck). As culturas foram
incubadas a 28 °C durante 48 h para isolamento de bac-
térias e leveduras ou 5 dias para isolamento dos fungos
filamentosos.

A morfologia das coldnias foi observada macroscopi-
camente e ao microscopio Optico em preparagoes a
fresco. A coloragido de Gram e outros testes para carac-
terizagdo das estirpes bacterianas (catalase, oxidase e
teste da esporulagio) foram efectuadas segundo o
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology [14]. As estirpes
fangicas foram identificadas por observagao macroscopi-
ca e microscopica de acordo com metodologias stan-
dard e com base nas suas caracteristicas morfoldgicas,
como didmetro da colénia, textura, coloragio do micé-
lio e esporos, dimensdes e morfologia das hifas e estru-
turas reprodutoras (para os isolados esporulados) [15].

Il Doseamento da desidrogenase

Para avaliagao da actividade microbiana na biodeteriora-
¢do procedeu-se a quantificagdo da actividade enzimati-
ca da desidrogenase nas argamassas, utilizando como
substrato o cloreto de 2-(p-iodofenil)-3-(p-nitrofenil)-5-
-feniltetrazolio (INTF), utilizando uma mistura extractan-
te de etanol - DMF (1:1), com quantificagdo do INTF a
490 nm [11]. O ensaio foi efectuado em triplicado para
cada uma das amostras em estudo. Neste estudo proce-
deram-se a algumas modificagdes, nomeadamente no
intervalo de concentragdes de produto utilizado para a
construgao da curva de calibragdo e no peso de arga-
massa utilizada, de modo a aumentar a sensibilidade do
método e a reduzir a quantidade de amostra utilizada,
uma vez que as amostras recolhidas foram as minimas
possiveis de forma a nao destruir bens patrimoniais.
Paralelamente, procedeu-se a caracterizagio da activi-
dade da desidrogenase numa cultura de um dos fungos
predominantes, Penicillium sp.1. Para o efeito prepara-
ram-se culturas batch em frasco agitado em meio liquido
minimo contendo 108 esporos.mL-1, incubadas a 25 °C
em agitador orbital a 180 rpm, com quantificacao diaria

da actividade da desidrogenase durante 5 dias. Para cada
dia foram efectuadas duas culturas, das quais se determi-
nou a actividade da desidrogenase em triplicado da frac-
¢ao celular. Apos centrifugagdo das culturas a 15000 g,
durante 30 min a 4 °C, o sedimento (fracgdo celular) foi
lavado com soro fisiologico e procedeu-se a lise das
células utilizando uma sonda de ultra-sons (Branson).
Determinou-se igualmente o perfil de crescimento das
culturas, determinando o seu peso seco em intervalos
periddicos: 12 h,24 h,2,3,4 e 5 dias.

B Resultados e Discussio
B Anilise microbiolégica

Para uma melhor compreensao sobre a influéncia dos
microrganismos na biodegradagao das pinturas murais
da Casa de Fresco de Sanches Baena procedeu-se ao iso-
lamento e quantificagdao das estirpes bacterianas e flngi-
cas e a identificagdo dos géneros das estirpes predomi-
nantes. O estudo microbioldgico permitiu isolar 32
estirpes bacterianas e 34 estirpes flingicas. Entre as estir-
pes bacterianas predominaram os Pseudomonas spp. e
Bacillus spp. (ver Fig. 3), embora também tenham sido
isolados alguns Actinomycetes. Entre as estirpes fungicas
predominaram os Cladosporium spp. e Penicillium spp.,
embora também tenham sido isoladas outras estirpes,
nomeadamente Aspergillus spp., Acremonium sp., Sporotrix
sp.e Trichoderma sp., para além de varios micélios iso-
lados que nao apresentaram estruturas reprodutivas,
designados por micélios estéreis. No Quadro 1 estio
apresentadas as caracteristicas morfolégicas das estirpes
bacterianas predominantes em cada um dos painéis em
estudo. Nos Quadros 2A e 2B estao apresentadas algumas
caracteristicas morfologicas e as estruturas reproduto-
ras dos isolados fungicos predominantes. O local onde
se observou maior colonizagdo quer de bactérias quer
de fungos foi o painel 2, embora se tenha observado
elevada colonizagdo nos quatro painéis, nomeadamente
nos locais mais deteriorados (Quadros 1 e 2).

Os resultados estdo de acordo com os obtidos nou-
tros estudos de biodeterioragdo que referem as estirpes
de Bacillus spp. e de Pseudomonas spp. como as estirpes
bacterianas mais identificadas em pinturas murais degra-
dadas [5, 16-18]. A predominancia de bactérias do género
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Bacillus, de Actinomycetes e de fungos filamentosos nas
amostras pode ser explicada pela elevada capacidade
que estas estirpes apresentam para sobreviver por meio
de esporos e pela facilidade de proliferagao através de
hifas, no caso dos Actinomycetes e dos fungos filamento-
sos, podendo contaminar uma maior area das pinturas
e/ou dos monumentos [19]. Ao contrario das bactérias,
que raramente sao observadas in situ, os fungos filamen-
tOSOs e OS esporos sao numerosos nas camadas pictori-
cas e sdo visiveis devido a sua coloragdo [19].

Os fungos identificados pertencem ao grupo dos
Deuteromycota, que representa, aproximadamente, 75 %
de todos os fungos descritos presentes na natureza [15].
Este grupo inclui a maioria dos fungos associados a algas,
formando liquenes e a maioria dos fungos que, mor-
fologicamente, ndo possuem reprodugido sexuada. Os
géneros mais conhecidos de fungos filamentosos per-
tencentes a divisdo sdo o Aspergillus, o Penicillium e o
Cladosporium, os quais foram identificados nas pinturas
em estudo. Os Deuteromycota sao fungos heterotroficos
que obtém nutrientes a partir de organismos vivos ou
mortos e em ambientes himidos e, como saprofitos que
sdo, consomem quase todos os substratos carbonatados,
incluindo pinturas. Assim, pode-se dizer que os fungos
do filo Deuteromycota, devido as suas caracteristicas

Fig. 3 Observagdes microscopicas das estirpes bacterianas pre- especfﬁcas referidas, sio pf‘OPI’CiOS a desenvolverem-se
dominantes. em pinturas murais causando a sua biodegradagao.
Quadro 1 Caracterizagio dos isolados bacterianos predominantes nos varios painéis.

Painel Id. Caracteristicas morfolégicas

Identificagdo

1A5a  Bacilos médios, agrupados em cadeias, com esporos, Gram +, catalase +. Bacillus sp.1

1 1A5b Bacilos individuais, pequenos, Gram -, oxidase +. Pseudomonas sp.1
1AS5c Bacilos pequenos, Gram -, oxidase +. Pseudomonas sp.2
2A1a Bacilos pequenos, Gram -, oxidase +. f;e: domonas
2A1c Bacilos muito pequenos, Gram -, oxidase +. Pseudomonas sp.4
2A2d garzi:rc:s*-r‘r::ifiarf:; :g:?pados aos pares e em cadeias, com esporos, Bacillus sp.2
2A3b  Bacilos médios, agrupados aos pares e em cadeias, com esporos, Gram +, catalase +. Bacillus sp.3
2A3d  Bacilos pequenos, Gram -, oxidase +. Pseudomonas sp.5

2 2A4a Bacilos pequenos, Gram -, oxidase +. Pseudomonas sp.6
2A4c Bacilos meédios, individuais ou agrupados aos pares, com esporos, Gram +, catalase +. Bacillus sp.4

3 3A3a  Bacilos médios, agrupados em cadeias, com esporos, Gram +, catalase +. Bacillus sp.5
4A3 a Cadeias formando longas hifas, Gram +, Actinomycetes

4 4A3 ¢ Bacilos médios, individuais ou agrupados aos pares, com esporos, Gram +, catalase +. Bacillus sp.6
4A5 ¢ Bacilos médios, agrupados aos pares e em cadeias, com esporos, Gram +, catalase +. Bacillus sp.7
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Quadro 2A Caracterizagio dos isolados fungicos predominantes nos painéis 1 e 2.

. Aspecto macroscopico Observagao T
Painel Ref. . Identificagdo
(MEA, 5 dias/28 °C) m. 0. (400 x) s
Coldnias verde azeitona. .
A2a Verso: verde -esclro. Cladosporium sp.1
Colonias verdes acinzentadas. .
AZb Verso: creme. Aspergillus sp.
1
Coldnias brancas e sulcadas, liberta . -
; . Micélio estéril 1
AS5a pigmento sollvel rosa.
Verso: violeta.
Colénias verde-escuras, sulcadas e
ASb enrugadas. Cladosporium sp.2
Verso: verde -escuro.
Alb Coldnias brancas e sulcadas. Acremonium sp.1
Verso:amarelo claro e rugoso.
A F Colénias verdes.acmzenmdas.Verso: Penicillium sp. 1
violeta.
A2b Coldnias brancas e sulcadas. Micdlio estéril 2
Verso:amarelo e rugoso.
2 Alc Micélio rosa. Acremonium sp.2
Verso: rosa claro.
Micélio branco e rugoso com conidios
Ada acinzentados. Penicillium sp. 2
Verso: creme.
Alb Colonias brancas e sulcadas. Micélio estoril 3
Verso: rosa.
Micélio branco e flocoso. .
Ada Verso: castanho opaco. Sporotrix sp.
32 Conservar Patriménio | Numero __ Issue 9 | 2009



Diagndstico da biodeterioragéo por fungos e bactérias nas pinturas murais da Casa de Fresco de Sanches Baena pp. 27 - 35

Quadro 2B Caracterizagao dos isolados flingicos predominantes nos painéis 3 e 4.

. Aspecto macroscopico Observagio .
Painel Ref. . - |dentificagio
(MEA, 5 dias/28 °C) m. o. (400 x) §
A3 Micélio branco. Micélio estéril 4
Verso: creme.
3
A4 Micélio bran&o e (-OnIdIOS cinzentos. Trichaderma sp.
lerso: rosa.
A3 d Nicélio branco. / Micélio estéril 5
Werso: creme. J
- Ve
P
y
Micélio branco e conidios cinzentos. - -
4 Ade Verso: verde acinzentado. 1 Penicillium sp. 3
AS Micelio branco e conidios cinzentos. Penicillium sp. 4

Verso: verde acinzentado.

Apesar de a maioria dos estudos sobre biodeteriora-
¢dao em pinturas murais referirem principalmente a pre-
senca de bactérias, actualmente alguns dos estudos rela-
tam a presenca de fungos filamentosos em pinturas
murais como os principais responsaveis pela biodeterio-
racao [19-25]. Alguns autores referem que os fungos
colonizadores de pinturas murais pertencem principal-
mente aos géneros Aspergillus e Cladosporium, podendo,
também, encontrar-se fungos dos géneros Acremonium,
Penicillium, Trichoderma.

O papel de microrganismos heterotroficos, que
requerem a disponibilidade de compostos orgénicos de
carbono, na biodegradagio de monumentos tem sido
pouco estudado. No entanto, alguns estudos confirmam
que os monumentos sao atacados por acidos carbénicos
e organicos, os quais resultam geralmente da decompo-
sicdo da matéria organica por ac¢do microbiana [16].
A biodegradagdo dos monumentos é o resultado da
interacgao entre factores fisicos, quimicos e bioldgicos.

Conservar Patrimoénio

Inimeros estudos demonstraram a complexidade da
relagiao entre os organismos, os monumentos e as pintu-
ras murais e entre os microrganismos entre si. Um dos
factores biolégicos mais estudados e com um maior
potencial de mecanismo de biodegradagio é a excregao
de compostos organicos por bactérias e fungos [19-25].

Para avaliar a actividade microbiana em zonas dete-
rioradas, procedeu-se a quantificacdo da actividade da
desidrogenase em trés amostras de argamassa, uma
recolhida do painel 2 e duas do painel 3, de zonas que
apresentavam grande estado de deterioragdo. A activi-
dade da desidrogenase nas trés amostras variou entre
1,023 + 0,049 umol.min‘1°g‘1 e 1,777 £ 0,036 pmol. min'1'g'1.
Os valores de actividade nas trés amostras sao elevados
e da mesma escala de grandeza, o que ¢ indicativo de um
processo acentuado da biodegradagdo nos locais de
recolha das argamassas. A presenca de desidrogenase
nas argamassas tem sido descrita como um marcador
importante na detecgdo da actividade de microrganismos,
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permitindo avaliar a influéncia dos microrganismos na
biodegradagdo, uma vez que a desidrogenase s esta pre-
sente em células vivas, sendo também descrita como
indicador de biodeterioragao em argamassas e pinturas
murais [11, 13].

Paralelamente, com o objectivo de caracterizar a acti-
vidade da desidrogenase e avaliar a capacidade de produ-
¢ao por uma das estirpes predominantes no painel onde
foi isolado maior nimero de microrganismos, procedeu-
-se a quantificagdo desta actividade em culturas de
Penicillium sp.1 em varios dias de cultura. As culturas
apresentaram um crescimento exponencial até as 72
h, com uma taxa especifica de crescimento (u) de
0,0455 + 0,004 h-1. Observou-se um aumento da activi-
dade da desidrogenase durante a fase exponencial de cres-
cimento do microrganismo, tendo-se obtido o valor maxi-
mo de actividade na fracgdo no 2.° dia de crescimento
(0,00241 pmol'min-1-g! de massa seca). No sobrena-
dante das culturas o valor de actividade foi residual, o
que era esperado uma vez que a desidrogenase é uma
enzima intracelular de membrana [12]. O aumento da
actividade durante a fase exponencial de crescimento
pode ser explicado porque a desidrogenase é uma enzi-
ma intracelular, presente nas células vivas, pelo que pode
ser referida como um bom indicador da actividade
microbiana, no solo e também nalguns estudos de monu-
mentos e pinturas murais [11-13, 26].

B Conclusées

O estudo microbiano revelou uma elevada densidade
microbiana generalizada em toda a pintura mural, tendo
sido isoladas 32 estirpes bacterianas e 34 estirpes flngi-
cas, embora o painel 2 tenha sido o que apresentou
maior colonizagdo. As estirpes predominantes isoladas
pertencem aos géneros Pseudomonas, Bacillus, Penicillium
e Cladosporium. A elevada actividade da desidrogenase
detectada nos materiais em analise indica-nos a presenca
de grande nimero de microrganismos activos presentes
nesses locais o que pode explicar a grande deterioragao
observada, sendo que no local onde se obteve uma
maior actividade (3A4) ja nem existem as camadas pic-
toricas. Nas culturas de Penicillium sp.1 observou-se um
crescimento exponencial até as 72 h coincidente com o
valor maximo de actividade verificado nos extractos
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celulares, mostrando que a desidrogenase &, essencial-
mente, um produto do metabolismo primario destes
organismos, enzima de membrana presente nas células
vivas. Os resultados mostram existir conformidade entre
a actividade microbiana, bacteriana e flngica, e a degra-
dagdo dos materiais pictoricos e que a quantificagdo da
actividade da desidrogenase é um bom marcador para a
avaliagdo da degradagao.
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