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Resumo

O papel da biotecnologia na sociedade
contemporanea esta habitualmente associado
as areas da medicina e da agricultura e ao
desenvolvimento de processos de produgao a
escala industrial, menos poluentes e tao ou
mais eficientes que os processos quimicos
existentes.

Verificou-se recentemente que o potencial e as
ferramentas da biotecnologia podem ser
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aplicados com grande eficiéncia nas complexas
tarefas associadas a conservagao e restauro de
obras de arte. O presente trabalho visa ilustrar
0s campos especificos nos quais ja se estabe-
leceu uma eficiente interacgdo entre arte e
biotecnologia. Com efeito, a contribuicdo desta
ultima para a conservagao do patrimonio
cultural ja se efectiva ao nivel de:

- Identificagdo de agentes biolégicos causa-
dores de degradacao.

- Desenvolvimento de estratégias e ferra-
mentas adequadas ao combate e erradica-
¢ao dos agentes degradativos sem prejuizo
da qualidade da obra tratada.

- ldentificagdo por métodos de biologia
molecular dos materiais de origem bioldgica
utilizados em obras de arte.

A par das abordagens ja implementadas, pre-
tende-se ainda apresentar perspectivas de
desenvolvimentos futuros desta estratégia,
nomeadamente ao nivel do desenvolvimento de
biosensores para a monitorizagao e controlo do
estado de preservagao e restauro de obras de
arte.

Palavras-chave: Patrimonio cultural, biores-
tauracdo, biodeterioragdo, analise n&o-inva-
siva.

Abstract

Biotechnology is currently associated to medi-
cine and health, to agriculture, to the develop-
ment of commercial scale production processes
that are less pollutantand are at least as efficient
as their chemical counterparts.

Recently, however, innovative approaches evi-
denced the potential of biotechnological tools
and know-how in the preservation of artworks,
thus opening a pathway that had remain ignored
hitherto, mostly due to the prejudice that science
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and art are worlds totally apart. The present
work aims to contribute to the dissemination of
relevant examples of recognized works, which
clearly illustrate the feasibility and advantages
of the overlapping of these two areas of human
knowledge. Actually, a biotechnological appro-
ach has clearly demonstrated its feasibility in the
following fields related to the preservation of our
cultural heritage:

- Ribotyping techniques for fast and accurate
identification of artworks biological
degradation agents.

- Development of strategies and protocols for
the preservation of artworks and eradication
of biological agents, yet innocuous for the
artwork itself.

- Use of molecular biology tools to identify
biological raw materials used in artworks.

Along with these already well-established
approaches that configure a promising expan-
sion in the interaction of art and biotechnology,
further exciting ground-breaking approaches
are on the pipe-line, namely such as the
development of biosensors for the monitoring
and control of the preservation of artworks.

Keywords: Cultural heritage, biorestoration,
biodeterioration, noninvasive analysis.

Introdugao

O nosso patrimonio cultural esta incorporado
em matrizes de diversas origens, como sejam a
pedra, a madeira, metais, papiro, pergaminho,
papel ou polimeros de sintese. Todos estes
materiais sdo passiveis de deterioragdo, em
particular os expostos a accdo de agentes
ambientais. A ac¢do da agua, nas suas dife-
rentes formas, do vento, da luz solar, os gradi-
entes de temperatura, sdo factores que
induzem a deterioragao fisico-quimica destes

materiais. Com o advento do desenvolvimento
industrial, esta acgdo degradativa natural tem
sido significativamente incrementada e acele-
rada, dado o crescente numero de agentes
poluentes que potenciam a acgao dos proces-
sos naturais, para além de criarem novos
mecanismos de deterioracdo. A par destes,
ainda que talvez com menor destaque media-
tico, mas nao necessariamente menor impacto,
ocorre também degradacao de origem bioldgica
(Ciferri et al 2000, Warscheid e Braams 2000;
Gu 2003, Cappitelli e Sorlini, 2005). A identifi-
cacdo destes agentes bioldgicos permite o
desenvolvimento de estratégias eficazes para o
seu combate e erradicagéo. Por outro lado tem-
se verificado que a utilizagdo correcta de
determinados microorganismos ou enzimas
pode contribuir para a protecgéo e restauro de
obras de arte, uma estratégia relativamente
desconhecida do grande publico, mas que tem
conhecido significativos desenvolvimentos
recentemente (Ciferri et al 2000, Ramirez et al
2005). Este trabalho pretende ilustrar os aspec-
tos mais significativos das abordagens que tém
sido seguidas para implementar estas éareas,
apresentando alguns casos concretos.

1. Biodeterioragcao do patrimonio
cultural

A acgao biodegradativa do patriménio cultural
deve-se essencialmente a acgao de insectos,
fungos e bactérias (Ramirez et al 2005). Aacgao
de insectos, nomeadamente térmitas, na deter-
ioragcdo da madeira, em particular em climas
tropicais, € provavelmente o exemplo mais
conhecido. A actividade das térmitas é entre-
tanto facilmente detectavel, gracas a sua
elevada taxa de multiplicagdo, o que facilita o
combate a infestagdo. Outras situagdes relacio-
nadas com a colonizagdo por insectos de
crescimento mais lento, ou/e apresentando



longos periodos na forma de larva, como
sucede com o escaravelho, podem ter
desfechos repentinos, dado que a infestacao
progride de forma quase imperceptivel até que
ocorre a destruicdo subita do objecto de
madeira (Ramirez et al 2005). As condigbes
climatéricas tipicas dos paises tropicais,
quentes e humidas, tendem a potenciar este
padrdo de degenerescéncia. A bioterioracao
nao se esgota todavia com os insectos, como
facilmente se evidencia através da consulta da
Tabela 1.

A deterioracdo de artigos em pedra, monu-
mentos e edificios, induzida pela acgao de
agentes biolégicos é um fendmeno cujos efeitos
sao conhecidos, mas cujo estudo aturado
apenas se iniciou recentemente (Mansch e
Bock 1998, Kumar e Kumar 1999, Warscheid e
Braams 2000, May 2003). Alias, e até recente-
mente, considerava-se que a acgao bioldgica
ocorria subsequentemente a um processo
deteriorativo desencadeado por agentes
inorgénicos, os quais alteram a estrutura da
rocha e fornecem os nutrientes necessarios ao
processo de colonizagdo microbiano. Estudos
recentes permitiram verificar que o processo de
biodegradacgéo se torna visivel no periodo inicial
de exposi¢do da pedra a acgdo de agentes
externos (Gaylarde e Morton 1999). A accao
dos agentes bioldgicos evidencia-se quer pela
pigmentacao da pedra, pela formagéo de exo-
polissacaridos excretados pelo material celular,
que se depositam e alteram a estrutura porosa
da pedra e perturbam o natural escoamento de
fluidos e de calor, pela formagéo e excregao de
acidos organicos e inorganicos resultantes do
metabolismo celular (ver Tabela 2) que exercem
accao corrosiva, e pela sinergia entre os
biofilmes formados e a deposi¢do de poluentes
atmosféricos na pedra, o que potencia o efeito
destes ultimos. Para além dos microorga-
nismos, ha ainda que considerar a acgao de

agentes biolégicos ndo microscopicos, tais
como liquens (formados por associagao entre
um fungo e uma alga verde), insectos, musgos e
até animais e vegetais superiores (Mansch e
Bock 1998, Kumar e Kumar 1999, Warscheid e
Braams 2000). Para evitar e contrariar a
bioterioragdo da pedra foram estabelecidas
estratégias, as quais sdo resumidamente apre-
sentadas nas Tabelas 3 e 4.

Outros suportes sao igualmente alvo da acgao
de agentes biolégicos. O papiro € um material
onde se registaram extensas e valiosas croni-
cas; infelizmente é constituido a base de celu-
lose, e assim sendo particularmente apetecivel
para a colonizagdo e degradagao por fungos,
que usam a celulose como fonte de carbono. O
pergaminho, fabricado a partir de peles de
animais é mais resistente e duradouro que o
papiro, além de poder ser escrito nas duas
faces. Nao obstante, é igualmente passivel de
colonizagao microbiana, por bactérias e fungos
que apresentem actividade degradativa de
colagénio, cujas fibras constituem o principal
componente do pergaminho (Zyska 1997,
Cappitelli e Sorlini 2005). O papel é o material a
base de celulose cuja biodeterioragdo se
encontra mais documentada, sendo diversas as
estirpes bacterianas e de fungos que proliferam
a custa da deterioragéo do papel (Zyska 2002).
Os materiais fotograficos ndo estdo imunes ao
ataque de agentes biolégicos, em particular
fungos, nomeadamente devido a incorporagao
de material de origem biolégica, como a
albumina e a gelatina, na constituicdo daqueles
materiais, (Zyska 1997, Abrusci et al 2005,
Cappitelli e Sorlini 2005). O crescimento de
fungos foi igualmente observado em fitas
magnéticas e em discos 6pticos, em particular
devido a presenca de lecitina no primeiro destes
suportes, e a despeito da composigéo a base de
policarbonatos aromaticos destes ultimos,
considerada extremamente resistente e fazen-



Pedro Fernandes Biotecnologia na

122
conservagao do Patrimoénio

do com que os fabricantes de CD’s nao
considerem a eventualidade da biodegradacao
(Zyska 1997, Cappitelli e Sorlini 2005). Esta
podera todavia verificar-se caso sejam reunidas
condigdes ambientais tipicamente tropicais,
como sejam temperaturas de 30°C e elevada
humidade relativa, facto descrito por Garcia-
Guinea e colaboradores (2001).

As estratégias de prevengdo das contami-
nacdes bioldgicas passam pela conservagao
dos materiais em ambientes de luz, humidade e
temperatura controladas. A erradicagao de
contaminagdes é feita com recurso a agentes
biocidas (Zyska 1997, Zyska 2002, Cappitelli e
Sorlini 2005). Todavia nem sempre estas
estratégias sdo exequiveis, dado que gerar um
ambiente controlado é dispendioso e € apenas
aplicavel a pegas de pequenas dimensoes, e 0
uso de biocidas pode originar efeitos adversos
na matriz da obra. Existe assim a necessidade
de desenvolver novas estratégias, em particular
para as obras expostas ao meio ambiente, para
as quais a biotecnologia pode e tem contribuido.

2. A biotecnologia na preservacao e
restauro de obras de arte

Feita a exposicéo de aspectos chave ligados a
biodeterioragdo da heranga cultural, cabe agora
apresentar o reverso da medalha, ou seja,
apresentar as areas em que a biotecnologia
contribui para a conserrvagdo do patriménio
cultural.

2.1. Identificagdao do agente
de biodeterioragao

Aidentificagdo do agente causador de biodete-
rioragdo € uma etapa chave para o desen-
volvimento de uma estratégia visando a sua
erradicacdo. Os métodos tradicionais de

identificacdo de microorganismos é feita com
base na morfologia e em testes bioquimicos e
de coloragao. No caso de insectos, os métodos
taxonémicos tradicionais sao igualmente
baseados na morfologia. Estes métodos séo
morosos, em particular quando envolvem
microorganismos de crescimento lento, e a
recolha de material para a identificacdo de
insectos pode ser danosa para a obra em
estudo (Ramirez et al 2005). Acresce que
apenas cerca de 1% dos microorganismos pode
ser identificado por métodos convencionais que
envolvem plaqueamento (Pace 1996). A
aplicagédo de novas metodologias, desenvol-
vidas com base nos avangos de biologia
molecular e baseadas no ADN, dispensando a
etapa da cultura do organismo, tém sido vindo a
ser aplicadas com sucesso (Rolleke et al.1998,
Schabereiter-Gurtner et al 2001, Schabereiter-
Gurtner et al 2004), eventualmente conjugadas
com a metodologia tradicional (Saiz-Jimenez e
Laiz 2000). A aplicagdo de métodos de identifi-
cacdo baseados nas ferramentas disponi-
bilizadas pela biologia molecular tem sido
fortemente apoiada pela UE, através do
financiamento de projectos de investigagao,
como por ex. o projecto intitulado “Novel
molecular tools for the analysis of unknown
microbial communities of mural paintings and
their implementation into the conservation
/restoration practice”, (ENV4-CT98-0705 -
MICROCORE).

A tecnologia de analise de material bioldgico
baseada no ADN tem sido igualmente utilizada
para identificagao de colas de origem animal ou
vegetal, madeira ou pigmentos naturais
utilizadas em obras de arte, o que contribui para
uma melhoria das operagdes de restauro e de
manutencdo, ao facultar ao restaurador
informacgao correcta quanto aos materiais utili-
zados na elaboracao de cada obra em particular
(Rodriguez et al 2005), facultando simulta-



neamente uma util ferramenta no combate a
mistificacdes e fraudes.

2.2. Os agentes bioldgicos como arma de
defesa

O potencial de microorganismos e enzimas
pode ser aproveitado no combate aos agentes
de deterioragdo do patriménio cultural. Um
exemplo paradigmatico € o uso de toxinas
produzidas por Bacillus thuringiensis para
eliminar uma vasta gama de insectos respon-
saveis pela colonizagdo e deterioragdo da
madeira, e actuar como agente de imunizagao
da madeira, prevenindo assim futuras infec¢des
(Rodriguez et al 2005). Uma estratégia mais
arrojada, e que mereceu a atencdo da UE
através do projecto “BIOBRUSH: BlOreme-
diation for Building Restoration of the Urban
Stone Heritage, Contract No. EVK4-CT-2001-
00055, 2002-2005", reside na possibilidade de
aferir as condi¢cdes que permitem a utilizagio in-
situ de microorganismos identificados e
seleccionados, também no dmbito do mesmo
projecto, para fins de bioremediagdo do patri-
monio deteriorado, essencialmente com base
na capacidade microbiana para a biomine-
ralizacao, e a afericdo do efeito do tratamento
nos materiais processados.

2.3. Biomineralizagao

Por forma a obviar a accdo do ambiente na
deterioragdo da pedra recorre-se a varias
estratégias, desde o recobrimento do material
com uma camada sacrificial até ao uso de
agentes quimicos. Estes sdo habitualmente
aplicados em baixas concentragbes numa
formulacgéo integrando solventes orgéanicos, do
que resulta uma forte carga poluente devido a
disseminacéo destes ultimos. Uma estratégia
“verde” e simultaneamente bioldgica, favore-

cida quando se trata de uma rocha carbona-
tada, consiste em recorrer a capacidade
apresentada por diversos microorganismos nao
patogénicos de induzir a formacao de depodsitos
de caélcio, na forma de calcite, nomeadamente
Bacillus spp., Micrococcus spp. e Myxococcus
spp., formando assim o sal formado uma
camada protectora da pedra (Stocks-Fischer et
al 1999, Tiano et al 1999, Rodriguez-Navarro et
al 2003, Rodriguez et al 2005). As bactérias sao
inoculadas na pedra, juntamente com nutri-
entes, acumulando calcio. Uma vez esgotados
os nutrientes, regista-se a morte celular, sem
prejuizo da camada de calcite protectora
entretanto formada. Embora ja tenha sido
aplicada com sucesso na recuperagao de
monumentos, esta abordagem carece ainda de
estudos complementares e a sua aplicagcao
pode apresentar algumas desvantagens,
nomeadamente eventuais reaccbdes entre
minérios da rocha e produtos do metabolismo
celular e a eventual contaminagdo com fungos
devido a presenga de nutrientes (Tiano et al
1999, Castanier et al 2000, Rodriguez et al
2005). Uma outra estratégia para induzir o
processo de biomineralizagao consiste no uso
de macromoléculas organicas extraidas de
conchas como agente de indugido da
precipitacdo de calcite (Tiano et al 2006). A
possibilidade de produzir calcite por via
enzimatica foi também ja demonstrada, embora
ainda ndo tenha sido aplicada ao restauro
(Nemati e Voordouw 2003).

2.4. Restauro de frescos

O restauro de pinturas sobre parede € uma area
em que a bitecnologia tem conhecido
igualmente sucesso. A imobilizagcdo de um
enzima proteolitico (Alcalase ®) numa
membrana de acetato de celulose permitiu a
remocdo de um filme a base de caseina
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depositada sobre frescos medievais que
impedia a visualizagdo das obras (Beutel et al
2002). A mesma abordagem, mas recorrendo a
uma suspensao de Pseudomonas stutzeri, foi
utilizada na recuperacdo de um fresco cujo
tratamento quimico prévio havia deixado a
pintura coberta por uma camada de cola, a base
de colagénio e caseina, entretanto reticulada
com o formaldeido utilizado quando da trata-
mento. A suspenséo celular permitiu a digestao
daquela capa de cola endurecida, gracas a
adequada actividade proteolitica exibida pelo
microorganismo (Antonioli et al 2005, Ranalli et
al 2005).

3.Conclusoes

A contribuicdo dos agentes agentes biolégicos
na conservagao do patriménio cultural é inega-
velmente significativa. Se a sua actividade
degradativa é infelizmente reconhecida, as
novas metodologias da biologia molecular,
permitem uma identificagcdo mais detalhada e
rapida da sua origem e natureza, abrindo
caminho para eficazes métodos de combate e
prevencao. O desenvolvimento de biosensores,
capazes de avaliar o estado de viabilidade do
agente contaminante de forma nao intrusiva,
complementando a identificagdo do mesmo
pelas técnicas baseadas no ADN, encontra-se
em fase de implementacdo, perspectivando
rapidos desenvolvimentos desta tematica. Por
outro lado, s6 agora comega a ser reconhecido
e explorado o potencial dos microorganismos
para a bioremediagdo da nossa heranga cul-
tural. Como corolario desta abordagem tém
surgido publicagbes em revistas cientificas
demonstrativas da viabilidade do conceito,
maioritariamente resultantes de trabalhos de
campo, € nao exclusivamente de ensaios em
ambiente laboratorial. A validade do conceito é
alias sustentado pelo investimento da UE

através do financiamento de projectos de
investigacdo de grande dimensdo. Os resul-
tados promissores configuram uma crescente
expansao desta estratégia e recomendam uma
estreita conjugacdo com abordagens de
restauro e de preservagdo de indole fisico-
quimica. O efeito sinergistico configura
igualmente possibilidades de éxito crescente na
Optica da conservagao do patriménio cultural.
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Tabela 1. Exemplos de bioterioragao do patriménio
cultural

Biodeterioragdao da madeira: ac¢ao de fungos e
de bactérias, sendo a acgao dos primeiros mais
significativa, e de insectos

Biodeterioragdo de papel, pergaminho, papiro,
material fotografico, fitas magnéticas, discos 6pti-
cos: acgao de bactérias, insectos e fungos, com
forte incidéncia destes

Bioterioracédo da pedra: algas, fungos, bactérias,
cianobactérias, liquens (associagdo entre fungo e
cianobactéria), insectos, musgos e vegetais
superiores

Tabela 2. Tipos de organismos influentes
na biodegradacgao da pedra.

Organismos fotolitotréficos: usam CO, atmos-
férico e obtém energia da luz solar (algas e
cianobactérias). Constituem a primeira etapa
da colonizagao biolégica da pedra, construindo
um biofilme protector.

Organismos quimiorganotrofico: obtém energia
através do consumo de moléculas orgéanicas, liber-
tam &cidos organicos, citrico, fumarico, glucoénico,



oxalico, oxo-gluconico, oxo-glutarico, bem com
acido carbdnico (inorganico) resultante da respira-
¢ao. Accao quelante sobre catides Al, Ca, Fe, Mg,
Mn, Si, dos minerais, formando complexos esta-
veis. Oxidagédo de Fe e Mn.

Organismos quimiolitotroficos: usam CO, atmos-
férico como fonte de carbono e compostos inorga-
nicos (enxofre, ferro, sulfureto de hidrogénio,
amonia) como fonte de energia através da oxida-
céo destes. Libertacdo de acidos nitrico (Nitro-
bacter spp.), nitroso (Nitrosomonas spp.), sulfurico
(Thiobacillus spp.)

Tabela 3. Estratégias de prevencao dabiodegradagao
da pedra.

Reducao do teor de humidade. O uso de agen-
tes hidrofébicas pode constituir uma fonte de
carbono criando condigdes para o crescimento
de microorganismos. Optimizagao de sistemas
de drenagem

Uso de biocidas. Amonias quaternarias, eficientes
mas podendo deixar depdsitos. Compostos con-
tendo estanho, eficazes mas susceptiveis a acgéo
de radiagédo UV e apresentando carga poluente
para o ambiente. Ester etilico do acido p-hydroxi-
benzoico.

Irradiagéo UV ou ionizante, fumigagéo (aoplicavel
em objectos de pequenas dimensdes e/ou passi-
veis de serem transportados)

Tabela 4. Metodologias para limpeza de pedra (adaptado
de Warscheid e Braams 2000)

Lavagem com agua da superficie comtami-
nada. Soluciona o problema a curto prazo, mas
a longo prazo favorece e incrementa a disse-

minacdo de agentes bioldgicos devido a
humidade acumulada

Tratamento com lixivias (hipocloritos). Erradica os
micoorganismos mas aumenta o teor de sais na

pedra. Outros agentes de lixiviagdo, como o pero-
xido de hidrogénio, cloro ou cloramina séo desa-
conselhados por poderem promover reacgdes de
oxidagédo indesejadas com metais presentes no
mineral.

Tratamento com uma mistura de sulfureto de hidro-
génio, na presenca de bicarbonato de sddio ou de
amonio, tendo uma amoénia quaternaria como
agente biocida.
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