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APRESENTACAOQ

A Nona Edi¢do do Congresso Ibérico de Arqueometria (CIA IX) decorreu em Lishoa de 26 a
28 de Outubro de 2011 nas instalacoes da Fundacgdo Calouste Gulbenkian. A proposta e compromisso da
organizacao deste evento foi feita pelo Grupo de Geoquimica Aplicada & Luminescéncia no Patrimonio
Cultural (GeoLuC) (IST/ITN), dois anos antes na Assembleia Geral da Sociedad de Arqueometria
Aplicada al Patrimonio Cultural (SAPaC), e foi aceite por unanimidade.

Com esta decisdo, a SAPaC consolida uma linha de actuacéo, cujo objectivo é difundir e fomentar
a colaboracdo entre os grupos de investigacdo arqueométrica que trabalham na Peninsula Ibérica.
Este objectivo viu-se reforcado e reflectido na composicao dos novos orgaos sociais dirigentes da SAPaC,
eleita durante a celebracdo do IX Congresso em Lishoa, que incorpora deste entdo investigadores
portugueses e espanhois, sendo presidida pela Doutora M. Isabel Dias (IST/ITN, Portugal).

As Actas que aqui se apresentam sao uma prova tangivel da via integradora desta IX edicdo do
Congresso, verificando-se existir equilibrio numérico entre os trabalhos apresentados por grupos de
investigacdo portugueses e espanhois, evidenciando-se mesmo um incremento de projectos em que
participam conjuntamente investigadores dos dois paises, mostrando o grande interesse que desperta
a Arqueometria, em si mesma de natureza interdisciplinar, e os objectivos comuns partilhados pela
comunidade cientifica ibérica.

Definitivamente, este Congresso constituiu um ponto de encontro dos investigadores da disciplina,
tendo contribuido para a troca de experiéncias e o aprofundar de conhecimentos nas diversas metodologias
e técnicas aplicadas a caracterizacao do nosso patrimonio histdrico e cultural.

A publicacio dos trabalhos do CIA IX nos Estudos Arqueoldgicos de Oeiras (EAO), 6rgao cientifico do
Centro de Estudos Arqueologicos do Concelho de Oeiras/Cémara Municipal de Oeiras, constituiu uma
oportunidade unica e vantajosa para ambas as partes, ja que esta inédita parceria entre uma entidade
vocacionada para a investigacao e uma Camara Municipal permitiu uma sinergia de interesses quanto aos
custos da publicacdo deste numero e a sua adequada distribuicao nacional e internacional. A escolha de
umarevista periodica constituiu sem davida, a melhor opcao, para a garantia de uma divulgacao adequada.
E a revista sobre a qual recaiu a escolha, prontamente homologada pelo Senhor Presidente da Camara
Municipal de Oeiras, Dr. Isaltino Morais, responde sem duavida aquele requisito: além de constituir uma
referéncia no panorama editorial nacional em matéria de publicacdes arqueologicas, com 18 nameros
publicados desde 1991, mantém permuta com cerca de 200 revistas periddicas especializadas, todas de



Arqueologia e Patrimonio Arqueoldgico, especialmente de Espanha, Franca, Italia, Alemanha, Poldnia,
Reino Unido, Monaco e Marrocos, para além de Portugal, incluindo as publicaces mais importantes
produzidas naqueles paises.

Esperamos, deste modo, com a publicacdo deste volume, ir ao encontro dos interesses de todos os
participantes do CIA IX, de todos os que contribuiram com os seus trabalhos para a excelente qualidade
deste volume, dos interesses dos associados da SAPaC, dos municipes de Oeiras, e da comunidade
cientifica nacional e internacional no dominio da arqueometria e da arqueologia.

Pela Comissao organizadora do CIA IX, Presidéncia da SAPaC
e comissao editorial deste volume dos Estudos Arqueoldgicos de Oeiras,

M. IsaBEL Dias
(Instituto Superior Técnico/Instituto Tecnoldgico e Nuclear, Universidade Técnica de Lishoa, Portugal)

CLopoALDO ROLDAN
(Instituto de Ciencia de Materiales, Universidade de Valéncia, Espanha)

Joao Luis Carposo
(Universidade Aberta e Centro de Estudos Arqueoldgicos do Concelho de Oeiras/Camara Municipal
de Oeiras, Portugal)

Oeiras, 31 de Outubro de 2012
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PERFIS DE CONTAMINACAO E INACTIVACAO MICROBIANA EM AZULEJOS

T. Silva!, S. Cabo Verde!, G. Cardoso’, A. C. Fernandes!, M. J. Trindade!, C. I. Burbidge!, M. I. Dias’,
M. L. Botelho! & M. I. Prudéncio!

Resumo

Um dos maiores desafios na conservacao de objectos de arte é a prevencao e o controlo da contaminacao por organismos.

0O objectivo do presente estudo foi a avaliacdo de metodologias de quantificacdo e caracterizacio da microbiota presente em azulejos, com
o intuito de estimar a dose minima de radiacdo gama (Cobalto-60) necessaria para inactivar a populacio microbiana das amostras. Foram
seleccionados dois painéis de azulejos como objectos de estudo devido aos sinais evidentes de biodeterioracio: o “Grande Panorama de
Lishoa” (23 m comprimento), do inicio do século XVIII, a peca mais notavel do Museu Nacional do Azulejo e classificada como Tesouro
Nacional; e o painel “Quinta de Santo Antonio” (século XVIII).

A recolha, isolamento e quantificacao da carga microbiana presente nas amostras de azulejos foram efectuadas pelos métodos de zaragatoa e
contagem de unidades formadoras de colonias (UFC). Os isolados foram caracterizados fenotipicamente por técnicas convencionais de micro-
biologia de modo a estabelecer padrdes de contaminagio. As amostras de azulejos do painel “Quinta de Santo Antnio” foram expostos a doses
sub-letais (1 a 4 kGy) de radiacio gama tendo-se caracterizado quantitativamente e qualitativamente a populacio microbiana sobrevivente.
Nos painéis analisados, a carga microbiana estimada variou entre 10%10° UFC/100 cm? de azulejo, sendo maioritariamente constituida por
bacilos Gram positivos (> 56%). A irradiaio de amostras do painel “Quinta de Santo Anténio” indicou um decréscimo do niimero de micror-
ganismos de aproximadamente 25% para 4 kGy, contudo a microbiota ndo apresentou uma cinética de inactivagio exponencial. Os resultados
obtidos sugerem a potencialidade de aplicacao da radiacdo gama na descontaminagio de azulejos como tratamento de conservagao.

Palavras-chave: Inactivacao microbiana, radiacio gama, azulejos

Abstract

One of the major challenges in the conservation of cultural heritage is the prevention and control of contamination caused by microorga-
nisms.

The goals of the present study were the evaluation of methodologies for the characterization and quantification of the bioburden present
in ancient ceramic tiles, and the estimation of the minimum dose of gamma radiation (Cobalt-60) necessary to inactivate the bioburden of
these samples. Two ceramic tile panels were selected as case studies due to the evident signals of biodeterioration: the “Grande Panorama
de Lishoa” (23 m length), of the beginning of the XVIII century, the most notable piece of the National Tile Museum and classified as
National Treasure; and the panel “Quinta de Santo Antdnio” (XVIII century). The sampling, isolation and quantification of the bioburden
present in the tiles were performed by the swah method followed by counting of colony forming units (CFU). The microorganisms isolated
were phenotypically characterized by conventional techniques of microbiology in order to establish contamination patterns. Tile samples
from the panel “Quinta de Santo Antonio” were exposed to sub-lethal doses (1 to 4 kGy) of gamma radiation, and the bioburden of survival
population evaluated both quantitatively and qualitatively.

In the analyzed panels, the estimate bioburden varied between 10%-10° CFU/100 cm? of tile, consisting mostly of Gram positive rods (>
56%). The gamma rays irradiation indicated a decrease of the number of the microorganisms of approximately 25% for 4 kGy. However, the
microbial load did not present an exponential inactivation kinetics. The obtained results suggest the potentiality of application of gamma
radiation in the tile decontamination as a conservation treatment.

Keywords: Microbial inactivation, gamma radiation, ceramic tiles

nstituto Tecnoldgico e Nuclear, EN 10, 2686-953 Sacavém, Portugal. telmasilva@itn.pt
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1 - INTRODUCAO

Nos dias de hoje, existe uma preocupacio crescente na conservacio do patrimonio cultural, nomeada-
mente na prevencao e controlo da contaminagao bioldgica (e.g. insectos, fungos, liquenes) (PEPE e al., 2008;
WARSCHEID & BRAAMS, 2000).

Os microrganismos estdo entre os principais agentes bioldgicos causadores de deterioracdo nos objectos
de arte. A biodeterioracio pode estar relacionada com as condi¢des ambientais (humidade, temperatura,
luz e pH) e as propriedades fisico-quimicas do objecto (GIANNANTONIO et al., 2009), constituindo assim
diferentes nichos ecologicos que podem ser explorados por uma vasta diversidade de espécies microbianas.
Os mecanismos pelos quais os microrganismos danificam os objectos podem incluir reacgdes quimicas
com o material (e.g. excrecdo microbiana de um acido orgéanico ou inorganico), ruptura fisica (e.g. excrecdo
microbiana de substancia polimérica que causam stress mecéanico) e alteracoes inestéticas (e.g. producio de
pigmentos) (GIACOMUCCI et al., 2011). Consequentemente, um conhecimento profundo da complexidade
do ecossistema microbiano € um pré-requisito para um controlo eficaz da biodeterioracio (WATANABE et
al., 2006). Diversas técnicas de conservacao do patrimoénio cultural tém sido desenvolvidas, no entanto alguns
desses métodos envolvem produtos quimicos toxicos ou abrasivos (POLO et al., 2010). A radiacdo gama tem
sido documentada como um tratamento alternativo na conservacdo de objectos de arte (RIZZO et al., 2002;
DA SILVA et al., 2006).

O objectivo deste estudo foi detectar, quantificar e caracterizar a populacio microbiana presente em amos-
tras de azulejos pertencentes ao patrimonio cultural Portugués, antes e apos irradiacdo, de modo a avaliar a
aplicabilidade de um tratamento de conservacao por radiacio gama.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostragem

As recolhas foram efectuadas no Museu Nacional do Azulejo, no painel “Grande Panorama de Lishoa”
(inicio do século XVIII, faianca a azul sobre branco, 115 x 2247 cm), painel exposto e no de reserva; e no painel
“Quinta de Santo Antonio” (século XVIII; painel em restauro), proveniente de um pogo de agua.

Na recolha da populacao microbiana presente nas amostras utilizou-se uma zaragatoa estéril por azulejo.
A seleccdo dos azulejos a amostrar tentou recolher zonas com e sem sinais visiveis de deterioracao de modo a
ser representativa de toda a microbiota presente nos objectos. No painel “Grande Panorama de Lishoa” foram
efectuadas recolhas em 11 azulejos (N = 11) expostos e 8 (N = 8) da reserva. No Painel da “Quinta de Santo
Antonio” foram amostrados 5 azulejos (N = 5). As recolhas foram efectuadas nas condicoes de 23,4 °C de
temperatura e 58,6% de humidade.

2.2 - Caracterizacdo da carga microbiana

Apos recolha, as zaragatoas foram colocadas em tubos com uma solugdo de soro fisiologico (0,9% NaCl)
com o tensioactivo Tween 80 (0,1%), e homogeneizadas durante um minuto no vortex, de forma a potenciar a
remocao dos microrganismos. A quantificacdo dos microrganismos foi efectuada por espalhamento de indculos
de 1 mL (em triplicado) da solucao de lavagem das zaragatoas em placas com meio solido Tryptic Soy Agar
(TSA). As placas foram incubadas a 30 °C durante 7 dias em atmosfera aerobia, e as unidades formadoras de
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colonias (UFC) foram contabilizadas. A caracterizacao morfologica dos microrganismos isolados foi realizada
apos o término do tempo de incubacdo, e a seleccdo de isolados foi efectuada de modo a ser representativa
de todas as morfologias macroscopicas (cor, forma, elevacdo, margem e dimensao) das colonias obtidas para
cada um dos paineis de azulejos analisados. O isolamento das coldnias foi realizado por repicagens sucessivas
a partir de uma coldnia isolada em meio de cultura sélido TSA. A caracterizagdo morfoldgica consistiu na visu-
alizacdo microscopica da morfologia e agrupamento celular, coloragio de gram, verificagio da actividade cata-
lasica e presenca da enzima oxidase (teste da oxidase). Na determinacao destas caracteristicas recorreu-se
a métodos convencionais de microbiologia utilizando-se como referéncia o manual Methods for General and
Molecular Bacteriology (GERHARDT et al., 1994). O esquema de classificagdo utilizado baseou-se na 1.* edicao
do Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (KRIEG & HOLT, 1984), que apresenta onze tipos morfologicos
(I'a XI) classificados segundo a morfologia e agrupamento celular, presenca ou auséncia de enddsporos, colo-
racdo gram e testes hioquimicos (teste da catalase e oxidase). A frequéncia relativa para cada tipo morfologico
m foi calculada para o numero de estirpes tipificadas  por painel:

Fo (%) =m %100
n

t

2.3 - Estudos de inactivacdo microbiana

As amostras do painel “Quinta de Santo Antonio” foram irradiadas na fonte experimental de Cobalto-60
(Precisa 22, 8.233 kCi em Novembro 2009), localizada na Instalacio de Radiacoes lonizantes - IRIS no campus
do ITN. Os azulejos foram colocados individualmente em sacos de plasticos estéreis e irradiados as doses de
1, 2 e 4 kGy a um débito de dose de 1,7 kGy/h (1 azulejo/dose). As doses absorvidas foram monitorizadas
por dosimetria de rotina (Dosfmetros Amber Perspex, Harwell). A uniformidade de dose (D__ /D ) foi de
1,2. O namero de microrganismos sobreviventes foi estimado segundo o método de determinagdo da carga
microbiana apresentado anteriormente. A microbiota sobrevivente foi igualmente morfologicamente caracteri-
zada. Os ensaios de inactivacao microbiana foram sempre acompanhados por amostras (n = 2; inicio e fim dos
tempos de irradiacdo) de azulejos ndo irradiadas (0 kGy), que foram utilizadas para caracterizacdo da carga

microbiana inicial.

2.4 - Andlise dos resultados

A carga microbiana média foi estimada em UFC por 100 cm? de azulejo para cada um dos painéis anali-
sados. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente por ANOVA, de modo a verificar diferengas
significativas entre os valores médios de carga microbiana entre os painéis, bem como entre a contaminacao
inicial e 0 numero de sobreviventes apds as doses de radiacdo. Diferencas significativas entre as médias foram
determinadas pelo teste de Tukey para um nivel de significdncia de 0,05.

3 - RESULTADOS

3.1 - Caracterizacdo da carga microbiana

A carga microbiana média estimada para as amostras de azulejos analisadas variou entre 10%-10° unidades
formadoras de colonias por 100 cm? de azulejo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Carga microbiana média estimada para os painéis de azulejo em estudo (8 <n < 12).

Carga microbiana média * erro padrio

Painel (UFC/100 cm?)
“Grande panorama de Lishoa” - exposto 2,4 x 102+ 1,3 x 10?
“Grande panorama de Lishoa” - reserva 13,0 x 102+ 7,5 x 107
“Quinta de Santo Anténio” 4,4 x10+0,8 x 10

O painel “Grande Panorama de Lishoa” em reserva apresentou um valor ligeiramente superior de conta-
minacao microbiana comparativamente com os outros dois painéis, contudo, os valores médios de carga
microbiana ndo sdo significativamente diferentes (P > 0,05) para um nivel de significancia de 0,05. Se quan-
titativamente a carga microbiana média dos azulejos sugere ser homogénea, qualitativamente os resultados
da caracterizacao morfologica apontam para uma heterogeneidade/diversidade da populagio microbiana dos
painéis de azulejos amostrados. Um total de 199 isolados foi caracterizado morfologicamente e tipificado.
A frequéncia relativa dos tipos morfologicos dos isolados de cada um dos painéis de azulejos encontra-se repre-
sentada graficamente na Tabela 2.

Tabela 2 - Frequéncia relativa dos tipos morfoldgicos dos isolados de cada um dos trés painéis de azulejos.

Frequéncia relativa (%)

Grupo | Grupo V Grupo VI Grupo XI
0 18 12 61 3
Doses (kGy) ! 0 0 ! 12
2 0 9 0 0
4 11 0 0 86

“Grande panorama de Lishoa” - exposto: n = 60/reserva: n = 106; Quinta de Santo Anténio: n = 33.
Nota: Os grupos morfologicos I, III, IV, VII, VIII, IX e X foram retirados por ndo apresentarem valores de frequéncia
relativa significativos.

Considerando os 11 tipos morfologicos definidos, os isolados do “Grande Panorama de Lishoa” agrupa-
ram-se em 4 tipos morfologicos para o painel em reserva, e em 5 tipos para o painel exposto. Os micror-
ganismos mais frequentes foram os bacilos gram positivos produtores de enddsporos (tipo morfologico V;
46%) para os azulejos expostos, e 0s cocos gram positivos catalase positivos (tipo morfologico I; 80%) para os
azulejos em reserva. Esta diversidade podera dever-se aos diferentes ambientes a que cada uma das partes do
painel esta sujeita, a fraccdo do painel em armazém mais resguardado do que o exposto, que apresenta mais
sinais de biodeterioracao.

O painel da “Quinta de Santo Antonio”, em restauro numa zona aberta do Museu do Azulejo, apresentou
uma populacdo microbiana distinta constituida por 5 grupos morfolégicos, sendo o mais frequente os bacilos
gram positivos nao produtores de endosporos (61%).

Relativamente aos fungos filamentosos, considerados um dos principais agentes de biodeterioracao, foram
detectados com uma frequéncia que variou entre 3 a 8%.

A identificacdo de comunidades microbianas constituidas por bactérias e fungos em azulejos foi anterior-
mente referenciada (GIACOMUCCI et al., 2011; KRIEG & HOLT, 1984), porém nao existe até a data nenhuma
citacdo quantitativa da microbiota dos azulejos.
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3.2 - Estudos de inactivacdo microbiana

Com o objectivo de estudar a inactivacdo da populacdo microbiana em azulejos, amostras do painel da
“Quinta de Santo Antonio” foram irradiadas numa fonte de Co-60 as doses sub-letais de 1, 2 e 4 kGy (1 azulejo/
dose). De uma forma generalizada, assume-se que a inactivacao microbiana por um agente letal segue uma
cinética exponencial. Especificando para a radiacdo ionizante, esta cinética caracteriza-se por um decréscimo
exponencial do niumero de sobreviventes em funcdo da dose absorvida. O logaritmo do numero estimado de
sobreviventes em funcdo da dose absorvida encontra-se representado graficamente na Fig. 1.

4,00
o 3,00
E ¢ $
8
o 2,00 L &
(&)
[T 9
=
&
- 1,00
0,00 T T :
0 1 2 3 4

Dose (kGy)

Fig. 1 - Curva de sobrevivéncia para a populacio microbiana de azulejos da “Quinta de Santo Antonio”
irradiados na fonte de Co-60 (3 <n<12; a = 0,05).

Com base nos resultados obtidos, a microbiota das amostras de azulejos analisadas nio segue uma cinética
de inactivacdo exponencial. Porém, um decréscimo significativo de aproximadamente 25% (P<0,05) da popu-
lacdo microbiana dos azulejos foi verificado a partir dos 2 kGy. De salientar, que foram utilizadas baixas doses
de radiacao gama com intuito de se obterem microrganismos sobreviventes, nao se pretendendo igualmente
provocar alteragdes visuais e estruturais nos azulejos.

O perfil morfologico da populacdo microbiana antes e apds irradiagdo (n=206) foi analisado de forma a
conhecer a sua dinamica com as doses de radiagdo gama aplicadas. A frequéncia relativa dos tipos morfo-
logicos dos microrganismos sobreviventes para cada dose encontra-se representada graficamente na
Tabela 3. Os resultados obtidos indicaram que, com o aumento da dose, o tipo morfologico inicialmente
maioritario (Grupo V - bacilos nio esporulados) vai desaparecendo, prevalecendo os fungos filamentosos
(Grupo XI, 86%). A baixa eficiéncia de inactivagdo obtida podera dever-se a heterogeneidade da populagio
microbiana e a sua constituicdo, dado que os fungos filamentosos sdo usualmente considerados mais resis-
tentes a radiacdo gama do que as bactérias.

E de referir que o intuito da aplicacio radiacio gama como processo de conservacdo ndo é a esterilizacdo,
mas sim a descontaminacdo, ou seja a reducao significativa (> 90%) do numero de microrganismos detec-
tados nos azulejos. Contudo, doses mais elevadas devem ser testadas para aumentar a eficiéncia da inactivagio
microbiana, sem que ocorram alteracdes indesejaveis nas propriedades visuais (e.g. escurecimento) e estrutu-
rais dos azulejos.
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Tabela 3 - Frequéncia relativa dos tipos morfologicos dos microrganismos iniciais.

Frequéncia relativa (%)

Grupo I Grupo V Grupo VI Grupo VIII Grupo XI
0 18 12 61 6 3
1 0 0 1 87 12
Doses (kGy)
2 0 9 0 91 0
4 11 0 0 0 86

Amostras ndo irradiadas (0 kGy; n = 33) e sobreviventes (n = 173) as doses de radiacio gama a que amostras de azulejos
do painel da “Quinta de Santo Anténio” foram expostas.

Nota: Os grupos morfologicos I, III, IV, VII, IX e X foram retirados por ndo apresentarem valores de frequéncia relativa
significativos.

4 - CONCLUSOES

Os materiais ao interagir com o meio ambiente sofrem transformagdes constantes. No entanto, quando
as alteracoes sao irreversiveis, gerando perda de valor, o processo é denominado degradacao e se resultante
actividade metabdlica de organismos biodegradacdo ou biodeterioracao. Entre os microrganismos que podem
contribuir significativamente para a deterioracio de materiais de natureza mineral como o cimento, pedras,
aco ceramica e vidro encontram-se as bactérias heterotroficas, fungos e algas (PEDI et al., 2009).

Com base na metodologia utilizada foi estimada para as amostras de azulejos analisadas, uma carga micro-
biana de 100 - 1000 UFC por 100 cm? de azulejos, constituida maioritariamente por bactérias. Entre os trés
painéis de azulejos amostrados, a constituicao morfologica da comunidade microbiana nao demonstrou um
padrdo de contaminacdo. Adicionalmente, o painel “Grande Panorama de Lishoa” localizado em dois locais
diferentes apresentou um perfil da populagdo microbiana distinto, o que podera indicar que a composicao
fisico-quimica do azulejo ndo é um factor preponderante na sua biocontaminagéo. No entanto, a heterogenei-
dade da populacdo microbiana entre painéis aponta o factor ambiente como um potencial pardmetro critico na
biodeterioracao dos azulejos.

A resposta dos microrganismos a radiacdo pode ser considerada multifactorial, dependendo de factores
intrinsecos (mecanismos enzimaticos de reparacao), mas também de factores extracelulares, como a tempera-
tura, a atmosfera gasosa, a actividade da dgua (a ), pH, componentes quimicos do substrato (neste caso especi-
fico a composicao do azulejo), o débito de dose e as condi¢des de armazenamento apés irradiacdo. A irradiacao
de azulejos com radiacdo gama (doses entre 1 e 4 kGy) indicou uma eficiéncia maxima de inactivagdo micro-
biana de 25%, e uma comunidade microbiana apés irradiacio composta maioritariamente por fungos filamen-
tosos. Os resultados obtidos sugerem a potencialidade de aplicacdo da radiacio gama na descontaminacio
de azulejos como tratamento de conservagdo. Futuramente irdo ser testadas doses mais elevadas de radiacao
gama em diferentes tipos de azulejos, de modo a estudar o padrdo de inactivacido microbiano sem que ocorram
alteracdes irreversiveis nas propriedades visuais (e.g. escurecimento) e estruturais dos azulejos.
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