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Resumo 

 

Este trabalho teve como objetivo investigar a possibilidade de aplicar a técnica FISH 

na deteção da comunidade microbiana em amostras de argamassas de pinturas murais. Para 

isso, selecionaram-se oito fungos filamentosos e duas leveduras. Os microrganismos foram 

isolados a partir de pinturas murais de edifícios históricos (Alentejo). Estes fungos foram 

hibridados com uma sonda (EUK516-Cy3) marcada com um corante fluorescente (Cy3). 

Diferentes fixantes foram utilizados em diversas condições de fixação para o 

desenvolvimento de um protocolo que possibilite a deteção dos microrganismos em 

amostras reais. 

Com este trabalho, foi possível aplicar com sucesso o protocolo desenvolvido para a 

técnica FISH em amostras de pinturas murais, tendo-se obtido elevadas intensidades de 

fluorescência. Para a validação da técnica foram executados estudos de proliferação 

microbiana, tendo-se efetuado ensaios de microscopia eletrónica e ensaios enzimáticos de 

determinação de viabilidade celular. A confirmação da presença de fungos nas argamassas 

efetuou-se através de técnicas moleculares. 
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Abstract 

Fluorescence in situ hybridization (FISH) for identification of microbial cells: application to 
cultural heritage. 

 

The aim of this study was investigate the possibility of applying the FISH technique 

in the detection of microbial community in samples of mortars murals. To accomplish this 

goal, we selected eight filamentous fungi and two yeasts. Microorganisms were isolated 

from mural paintings of historic buildings (Alentejo). These fungi were hybridized with a 

probe (EUK516-Cy3) labeled with a fluorescent dye (Cy3). Different fixatives 

(paraformaldehyde and ethanol) were used in various fixation conditions for the 

development a protocol that enables the detection of microorganisms in real samples.  

With this work, it was possible apply with successfully the protocol developed for 

the FISH technique on samples of mural paintings, yielding high fluorescence intensities. To 

validate the technique were executed studies of microbial proliferation, having been made 

tests of electronic microscopy and enzyme assays for determination of cell viability. 

Confirmation of the presence of fungi in the mortar was effected through molecular 

techniques. 
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Problemática 
 

O património cultural está continuamente exposto à degradação física, química e 

biológica. De todos os agentes biológicos que provocam deterioração, os microrganismos 

são os mais relevantes, devido à sua enorme versatilidade e flexibilidade metabólica, aliadas 

à sua capacidade para tolerar condições desfavoráveis de desenvolvimento. Os 

microrganismos podem causar danos no património cultural através de uma variedade de 

mecanismos, entre eles: a formação de biofilmes, a ocorrência de reações químicas, danos 

causados por penetração física no substrato e também por produção de pigmentos (Berner et 

al., 1997, Zucconi et al., 2012). O desenvolvimento de novas formas para a deteção de 

contaminações microbianas é imprescindível, para promover estratégias de remediação 

eficazes (Amann et al., 2001). A técnica hibridação in situ fluorescente (FISH) têm 

demonstrado ser uma ferramenta poderosa na análise in situ. No entanto, o seu real potencial 

para a pesquisa de agentes biodeteriogénicos de bens culturais ainda não foi investigado em 

profundidade.  
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Objetivos do trabalho 

 

Gerais 
 

Este trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de novas metodologias 

de hibridação in situ fluorescente, para uma rápida e direta identificação de células 

microbianas, de modo a possibilitar o diagnóstico e tratamento da biodegradação do 

património cultural. Com este objetivo desenvolveu-se um protocolo FISH para aplicação 

em amostras de argamassas reais, tendo-se testado diversos tipos de fixantes com diferentes 

concentrações, tempos de incubação e temperaturas, tanto em suspensões microbianas como 

em argamassas inoculadas com microrganismos. 

 

  

Específicos 
 

o Observar as estruturas dos microrganismos biodeteriogénicos de bens patrimoniais 

por técnicas de microscopia;  

o  Testar várias condições de fixação para as células microbianas; 

o  Realizar ensaios FISH em suspensões celulares; 

o  Observar os sinais de fluorescência das sondas FISH no microscópio de 

fluorescência;   

o  Desenvolver metodologias de aplicação de sondas FISH em amostras reais; 

o Validar os resultados das sondas FISH, por comparação com outras metodologias já 

estabelecidas. 
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1.1. Biodeterioração  
 

Embora a história da biodeterioração em edifícios históricos e obras de arte seja 

longa, a sua importância tem sido negligenciada por muito tempo, acreditando-se que os 

processos químicos e físicos eram os fatores dominantes da degradação do património 

cultural. No entanto, nas últimas décadas o dogma mudou, sendo agora reconhecido que os 

microrganismos não só causam sérios danos estéticos em pinturas murais, cerâmicas, livros, 

manuscritos, entre muitos outros, como podem habitar e penetrar nos materiais, resultando 

assim em perda material devido à corrosão ácida, degradação enzimática e ao ataque 

mecânico (Sterflinger & Piñar, 2013, Griffin et al., 1991, Ciferri, 1999, Gaylarde & Morton, 

1999). 

Sendo assim, a biodeterioração pode ser definida como qualquer mudança 

indesejável num material, provocada pelas atividades vitais de organismos (Sterflinger & 

Piñar, 2013, Ettenauer et al., 2012, Rojas et al., 2009). 

O tipo de suporte e as diferenças climáticas, entre elas, exposição à luz e humidade, e 

o fornecimento de nutrientes para o crescimento dos microrganismos, têm um grande 

impacto sobre os processos de biodeterioração e seus resultados. Os metabolitos resultantes 

da atividade microbiana, como são os casos dos ácidos orgânicos e inorgânicos, agentes 

quelantes, enzimas e substâncias poliméricas extracelulares causam biocorrosão e 

biomineralização (Suihko et al., 2007, Warscheid & Braams, 2000). 

As superfícies de edifícios podem ser colonizadas por fungos, algas, cianobactérias, 

líquens, musgos, bactérias quimiolitotróficas, bactérias heterotróficas, protozoários e uma 

variedade de pequenos animais (Warscheid & Braams, 2000, Gorbushina & Petersen, 2000, 

Pepe et al., 2010). A formação de biofilmes em superfícies limpas de edifícios novos, 

geralmente começa com organismos fototróficos (algas, cianobactérias), que usam o CO2 da 

atmosfera como fonte de carbono e a luz solar como fonte de energia. As bactérias 

quimiolitotróficas obtêm a energia pela oxidação de compostos inorgânicos e pela fixação 

do CO2 da atmosfera. Já os organismos heterotróficos (a maioria das bactérias e todos os 

fungos) precisam de alguma fonte de carbono orgânico para o seu crescimento, que é 

fornecido por metabolitos de organismos fototróficos ou por deposição atmosférica (Suihko 

et al., 2007). 

Tem sido demonstrado que alguns dos organismos heterotróficos que habitam a 

rocha (por exemplo, Actinobactéria), têm requisitos muito baixos de nutrientes que podem 
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ser satisfeitos com produtos orgânicos resultantes de ar poluído e de chuva, ou de restos de 

animais e excreções (Suihko et al., 2007, Gorbushina & Petersen, 2000). 

De entre os microrganismos, os fungos são os que apresentam efeitos mais nocivos, 

associados à biodeterioração de materiais orgânicos e inorgânicos (De Leo et al., 2013, 

Wiktor et al., 2009). A sua presença nos monumentos históricos é relatada como estando 

associada, não só à deterioração estética dos monumentos, mas também às mudanças de cor 

como é o caso dos pontos negros. Para além disso, há fortes evidências de que estes 

organismos são capazes de colonizar as rachaduras mais profundas, causar lesões com 

formato de crateras e lascar a superfície dos monumentos (Figura 1) (Gorbushina & 

Petersen, 2000, De Leo et al., 2013, Wei et al., 2013). 

 

 

Figura 1: Principais danos causados por ação microbiológica. 

 

A exposição ao vento e à chuva, a carência de composto orgânicos e o stress 

ambiental, são fatores que atrasam o crescimento dos microrganismos. Para conseguirem 

superar essas limitações, alguns grupos de fungos abandonam o seu estado de hifas (o que é 

mais apropriado para a penetração e utilização de substratos) e adotam o estado de esporos. 

Os esporos são termodinamicamente mais eficazes, especialmente em termos de proteção 

contra o calor e contra a dessecação (Gorbushina & Petersen, 2000, Wiktor et al., 2009).  

Em geral, são isolados dois principais grupos de fungos a partir de superfícies 

rochosas: (i) um grupo que inclui espécies dos géneros de Hyphomycetes e Coelomycetes, 

entre os quais estão incluídos aqueles que não produzem melanina, como Fusarium, 

Penicillium, Aspergillus, e aqueles que a produzem como Alternaria, Ulocladium, 

Cladosporium. (ii) o segundo grupo inclui as leveduras negras e os fungos meristemáticos, 

entre eles, Hortaea, Sarcinomyces, Coniosporium, Capnobotryella, Exophiala e 

Trimmatostroma (Sterflinger & Piñar, 2013, Wiktor et al., 2009). 

Danos

Estruturais

Fissuras

Destacamentos

Estéticos Descoloração e 
manchas 
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A microbiota nas superfícies de monumentos vária muito em diferentes zonas 

geográficas, bem como as mudanças das condições atmosféricas e do microclima (Suihko et 

al., 2007). 

Mesmo que nos últimos anos o estudo dos microrganismos que colonizam o 

património tenha incrementado notoriamente, tendo em conta a complexidade do estudo 

(numerosas espécies de microrganismos que crescem em materiais muito diversos e em 

condições climatéricas díspares), ainda há muito a fazer nesta área. Por exemplo, mesmo que 

já existam estudos dos processos de biodeterioração nas superfícies dos monumentos e na 

pintura mural, tendo-se descoberto, em parte, o papel dos microrganismos nestas superfícies, 

é necessário continuar a investigação neste campo para que se consiga adquirir um maior 

conhecimento da comunidade microbiana, que normalmente habita neste tipo de obras de 

arte, bem como caracterizá-la e estudar quais as melhores estratégias para a preservação do 

património cultural.  

Rosado et. al (2013) demonstrou a atividade biodeteriogénica dos microrganismos 

em pintura mural, tendo como objetivo caracterizar e identificar os agentes que causam 

biodeterioração, bem como diagnosticar e compreender a presença de oxalatos nas pinturas 

murais do século XVII, pinturas essas localizadas no Convento da Nossa Senhora da 

Saudação em Montemor- o-Novo (Alentejo, Portugal). Através de técnicas moleculares, foi 

detetada a presença de Cladosporium, Penicillium, Nectria e Rhodotorula nas pinturas. 

Além disso, foi possível constatar que a comunidade bacteriana isolada era composta 

principalmente por bacilos Gram-positivos. Este estudo veio corroborar a ideia de que a 

proliferação de fungos filamentosos na superfície da pintura e a propagação de estruturas 

micelares em profundidade promovem rachaduras e destacamentos de algumas áreas das 

argamassas (Figura 2). Para além disso pôde concluir-se, que o desenvolvimento bacteriano 

parece ser responsável pela formação de biofilmes na superfície pintada, levando a que 

ocorram alterações cromáticas. Nestas pinturas, foram ainda, detetados oxalatos de cálcio, 

resultantes da atividade metabólica dos microrganismos que as colonizam (Rosado et al., 

2013). 
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Figura 2: Imagens de MEV de microfragmentos de argamassa. As setas indicam a presença 
de fungos filamentosos e proliferação de hifas na superfície da argamassa (A, B) e a 
penetração desses microrganismos em profundidade (C, D). (adaptado de Rosado et al, 
2013)  

 

De entre os materiais de construção, as argamassas são as mais utilizadas no que 

respeita ao património (Fonseca et al., 2010). Posto isto, a biodeterioração de argamassas 

apresenta-se como um problema sério, visto que cerca de 30% das alterações visíveis nos 

materiais de construção é devido ao impacto microbiano (Fonseca et al., 2010). 

As técnicas utilizadas até agora, têm permitido aumentar consideravelmente o 

conhecimento dos processos de biodeterioração nas argamassas de edifícios históricos e nas 

pinturas murais. Contudo, é preciso continuar a implementar técnicas inovadoras que 

permitam, para além da identificação e caracterização dos microrganismos ex situ, a 

possibilidade de executar estudos in situ que possibilitem conhecer profundamente a 

estrutura 3D da comunidade microbiológica. Poder-se-ia assim, obter novas informações do 

modo como os microrganismos habitam as superfícies dos monumentos e das pinturas 

murais, facilitando, entre outros aspetos, o desenvolvimento de estratégias apropriadas para 

a preservação do património.  

Na conservação e restauro de edifícios históricos têm sido aplicados, habitualmente, 

biocidas para combater o crescimento e proliferação de microrganismos. Os biocidas usados 

para impedir o crescimento de microrganismos são substâncias químicas tóxicas, podendo 

também afetar organismos superiores, incluindo os seres humanos, devendo apenas ser 

utilizados em circunstâncias excecionais. Aliás, muitas vezes, o uso de estratégias de 
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apenas ser feito no meio apropriado (Wei et al., 2013, Urzì et al., 2004). Além disso, está 

demonstrado que qualquer modificação ambiental durante o cultivo pode afetar a estrutura 

das comunidades microbianas, impedindo assim uma visão completa do ecossistema 

considerado (Bottari et al., 2006). Por isso, o isolamento e cultivo permitem caracterizar 

apenas os microrganismos capazes de crescer, multiplicar e formar colónias no meio e 

condições de crescimento selecionados. Reside aqui uma das principais desvantagens destas 

técnicas: o facto de a maioria dos microrganismos não crescer nestes meios de cultura 

(95%), fazendo com que haja perda de informação da componente microbiana. A principal 

vantagem dos métodos tradicionais é que permitem a obtenção de células de microrganismos 

que podem posteriormente ser utilizadas noutros estudos (Moter & Göbel, 2000, Urzì et al., 

2004, Andorra et al., 2011). 

Com o fim de colmatar as limitações das técnicas tradicionais baseadas no cultivo 

dos microrganismos, introduziram-se as técnicas da biologia molecular na área da 

microbiologia aplicada ao património. 

Estas técnicas permitem recolher informação sobre a distribuição espacial, identidade 

e morfologia dos microrganismos. Além disso, estas técnicas são mais específicas, mais 

sensíveis e mais rápidas do que os métodos tradicionais (Andorra et al., 2011). 

As técnicas moleculares mais utilizadas são baseadas na amplificação de DNA que 

embora muito eficazes na deteção de microrganismos não dão qualquer informação sobre a 

relação entre microrganismo e a própria superfície (Amann et al., 2001, Moter & Göbel, 

2000, Bärlocher, 2007). 

Mesmo tendo-se incluído e desenvolvido muitas técnicas para aplicação na análise 

das comunidades microbiológicas que habitam as obras de arte e os monumentos, faltam 

ainda desenvolver técnicas moleculares que permitam a sua aplicação in situ. Existe uma 

técnica que oferece as vantagens das técnicas moleculares e microscópicas e ainda 

possibilita a sua aplicação in situ. Até ao momento, tem sido aplicada amplamente em 

diversas áreas, particularmente em medicina, sendo esta técnica designada por hibridação in 

situ fluorescente (FISH). Trata-se de uma técnica rápida, independente de cultura e a sua 

principal vantagem é que permite a identificação específica de células microbianas 

individuais in situ (Andorra et al., 2011, Gérard et al., 2005). Mesmo sendo uma técnica 

prometedora e robusta na deteção de microrganismos, não tem sido aplicada amplamente no 

estudo da biodeterioração do património. É neste contexto que a aplicação desta técnica vai 

ser abordada ao longo deste trabalho, mais propriamente na identificação de células 

microbianas no património cultural, particularmente nas argamassas que integram as 
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superfícies dos edifícios históricos e, que compõem o material sobre o qual se encontram as 

pinturas murais. 

 

1.3. Hibridação in situ fluorescente (FISH)  
 

A técnica FISH permite a observação da morfologia dos microrganismos, bem como 

a sua quantificação e avaliação da disposição espacial destes nos substratos colonizados 

(Bottari et al., 2006, Gérard et al., 2005).  

Com esta técnica, é possível identificar sequências específicas de DNA ou RNA em 

vários genomas, pois as sondas FISH são hibridadas às cadeias alvo (Moter & Göbel, 2000). 

Esta ferramenta torna-se útil, pois assim, é possível demarcar quais os microrganismos que 

têm uma sequência nucleotídica específica daqueles que não a detêm (Amann et al., 2001, 

Bottari et al., 2006). 

  

1.3.1. Desenvolvimento da técnica  

 

A técnica de hibridação in situ foi desenvolvida nos finais dos anos 60, de forma 

independente, por dois grupos de investigação. Esta técnica permitiu o estudo de sequências 

de ácidos nucleicos no interior de células de mamíferos, sem provocar alterações a nível 

morfológico ou em termos de integridade celular. Desde o seu desenvolvimento inicial, foi 

sofrendo modificações até que, em 1988, Giovannoni et al. finalmente a introduziu em 

estudos bacteriológicos (Giovannoni et al., 1988). Tendo este investigador sido o primeiro a 

utilizar sondas de oligonucleótidos marcados radioactivamente dirigidos a rRNA na deteção 

microscópica de bactérias. Com o desenvolvimento de marcadores fluorescentes, os 

marcadores radioativos foram progressivamente substituídos por corantes não - isotópicos 

(Jiang & Gill, 2006). 

 Em 1989, DeLong usou pela primeira vez oligonucleótidos marcados com sondas 

fluorescentes para deteção de células microbianas individuais. Com este passo de marcação 

surgiu assim a técnica “Fluorescence In Situ Hybridization” (DeLong et al., 1989). Ao 

compararmos as sondas fluorescentes com as radioativas, constatamos que as primeiras são 

mais seguras, oferecem melhor resolução e necessitam de menos passos para a deteção. Para 

além disso, as sondas fluorescentes podem possuir diferentes comprimentos de onda de 

emissão, o que possibilita a deteção de várias sequências alvo num único passo de 



 
1. Introdução  

14 
 

hibridação (Bottari et al., 2006, Moter & Göbel, 2000, Jiang & Gill, 2006, Amann

1990). 

 

1.3.2. Sonda FISH 
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Figura 4: Representação esquemática de uma sonda FISH
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fungos e 16S para bactérias) são os alvos preferenciais da técnica FISH por diversas razões, 

entre elas: 

• Podem ser encontradas em todos os organismos vivos; 

• São relativamente estáveis; 

• Existem em grande número nas células; 

• Incluem tanto domínios variáveis como domínios altamente conservados 

(Amann et al., 2001). 

 
O desenvolvimento da sonda, cuja sequência irá ser complementar à sequência 

nucleotídica do segmento específico, deverá ter ainda em conta alguns fatores, tais como:  

• A temperatura de desnaturação deverá estar compreendida entre os 48 e os 60ºC; 

• O conteúdo molar em G + C preferencialmente entre 40 e 60%, não devendo 

originar estruturas secundárias internas; 

• A localização da sequência-alvo na molécula de rRNA deve estar acessível à 

sonda de modo a se conseguirem obter bons sinais de hibridação (Fuchs et al., 

2000).  

 

1.3.2.2. Fluorocromos 
 

Para além de um oligonucleótido, a sonda também é constituída por uma ou mais 

moléculas de fluorocromo que se ligam covalentemente à extremidade 5' do oligonucleótido. 

Outra hipótese é a ligação de bases marcadas com fluorocromos à extremidade 3' ou 

ligações múltiplas (Bottari et al., 2006). 

Os fluorocromos são substâncias com capacidade para emitir um fotão de uma 

determinada comprimento de onda quando excitados por um fotão de um comprimento de 

onda característico. Estes conseguem fluorescer em qualquer cor na gama da luz visível, 

desde o vermelho até ao azul, podendo ainda ser detetados na gama dos infravermelhos, 

requerendo, neste último caso, um microscópio com equipamento adequado para este tipo de 

deteção (Bottari et al., 2006). 

O uso de fluorocromos em microscopia de fluorescência pode acarretar alguns 

problemas, entre eles a perda de fluorescência devido às grandes intensidades de luz 

empregues. As amostras analisadas com recurso a esta técnica não podem ser estudadas 

durante períodos de tempo longos devido ao desaparecimento da fluorescência (Bottari et 

al., 2006). 
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São vários os tipos de fluorocromos existentes, entre eles os derivados da 

fluoresceína, da rodamina e, mais recentemente, da cianina (Tabela 1). Estes últimos têm 

demonstrado ser bastante eficazes e estáveis, uma vez que têm conferido sinais de 

hibridação mais intensos. Como resultado da sua relativa fotoestabilidade, o fluorocromo 

Cy3 (Figura 5) tem-se vindo a tornar o marcador mais habitual, aprimorando as gamas de 

deteção FISH em amostras ambientais (Amann et al., 2001, Moter & Göbel, 2000, Levitus 

& Ranjit, 2011). 

  
Tabela 1: Fluorocromos mais utilizados nas sondas FISH (adaptado de Amann & Ludwig, 
2000 e de Moter & Göbel, 2000) 

Fluorocromo Excitação (nm) Emissão (nm) Cor 

Derivados da Fluoresceína  

AMCA 351 450 Azul 

FITC 492 528 Verde 

FluoX 488 520 Verde 

Derivados da Rodamina  

TRITC 557 576 Vermelho 

Texas Red 578 600 Vermelho 

Derivados da Cianina  

Cy3 550 570 Laranja/Vermelho 

Cy5 651 674 Infravermelho 

 

A sonda utilizada neste trabalho foi a EUK516. Esta sonda tem como marcador 

fluorescente o fluorocromo Cy3 (Figura 5), o qual se encontra ligado à extremidade 5´ do 

oligonucleótido (5’-ACCAGACTTGCCCTCC-3’). A sonda EUK516 tem como alvo a 

subunidade ribossomal 18S da molécula de rRNA da Saccharomyces cerevisiae, sequência 

esta que é idêntica em todos os organismos eucariotas.  

 

 

 

Figura 5: Estrutura química do fluorocromo 
Cy3 (adaptado de Harvey & Levitus, 2009). 

 

 



 

1.3.3. Procedimento de aplicação da técnica FISH

 
Como já foi indicado anteriormente, a técnica FISH é constituída por quatro 

(Figura 6), os quais vão ser analisados em profundidade em seguida

1. Fixação e permeabilização 

2. Hibridação das sondas

sequências alvo;

3. Lavagem das sondas não ligadas;

4. Montagem, deteção

Figura 6: Representação esquemática do procedimento da técnica FISH
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As células dos microrganismos

permeabilizadas para que a estrutura celular fique estabilizada e ocorra penetração da sonda 
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Fixação e permeabilização as células da amostra; 

Hibridação das sondas com o microrganismo para dete

vo; 

Lavagem das sondas não ligadas; 

Montagem, deteção e documentação de resultados (Amann et al.

Representação esquemática do procedimento da técnica FISH.
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microrganismos presentes na amostra têm de ser fixad

s para que a estrutura celular fique estabilizada e ocorra penetração da sonda 

fluorescente para o interior da célula, mas também, para que o RNA

pelas RNAses endógenas (Moter & Göbel, 2000)
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Como já foi indicado anteriormente, a técnica FISH é constituída por quatro passos 

com o microrganismo para deteção das respetivas 

et al., 2001). 

. 

têm de ser fixadas e 

s para que a estrutura celular fique estabilizada e ocorra penetração da sonda 

A fique protegido da 

(Moter & Göbel, 2000). 
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Na etapa de fixação é frequente o uso de agentes de precipitação, como é o caso do 

etanol ou do metanol, ou de agentes polimerizantes, como é o caso dos aldeídos (p.e. 

paraformaldeído). O etanol tem a vantagem de proporcionar uma utilização mais rápida e 

simples, contudo como se trata de um agente precipitante o seu uso pode provocar a lise das 

células e a perda do conteúdo celular. No caso do paraformaldeído tem a vantagem de evitar 

a degradação celular uma vez que encapsula as células numa matriz, mas a fixação é mais 

demorada. Este processo permite que as células fixadas sejam guardadas a -20ºC durante 

meses (Moter & Göbel, 2000). 

As condições de fixação variam dependendo do organismo alvo e do tipo de sonda 

usada. Para que os sinais de fluorescência sejam máximos é essencial haver uma fixação 

eficaz dos microrganismos, todavia é difícil otimizar estas condições. Uma boa fixação dos 

microrganismos deverá resultar numa boa penetração da sonda, numa boa retenção ao nível 

do RNA e ainda na manutenção da integridade celular (Moter & Göbel, 2000, Villa et al., 

2009). 

Também a seleção do agente fixante a utilizar, poderá ter influência nos resultados 

em termos de autofluorescência dos microrganismos ou nos componentes da amostra onde 

se encontram (Bottari et al., 2006, Moter & Göbel, 2000). 

 

1.3.3.2. Hibridação 
 

Nesta etapa o tampão de hibridação pré-aquecido é aplicado à amostra contendo 

sondas marcadas complementares ao DNA/RNA alvo. Após estarem fixadas, as células 

contactam com a sonda de DNA/RNA, o que faz com que algumas sondas FISH penetrem 

no interior celular e hibridem especificamente com a sua sequência alvo. Esta hibridação 

pode ser executada em microtubos, ocorrendo a incubação numa câmara húmida com 

temperatura controlada, ou em lâminas de microscópio apropriadas (Bottari et al., 2006). 

Para cada sonda, têm de ser otimizadas as condições de restringência, nas quais 

ocorre a reação de hibridação entre a sonda e o seu alvo complementar (geralmente 

localizado no rRNA). A restringência da reação é ajustada variando a temperatura de 

incubação ou a concentração de formamida no tampão de hibridação. Se houver um 

incremento destes parâmetros, as ligações de hidrogénio que se formam entre as sondas e as 

moléculas de rRNA ficam enfraquecidas, complicando a formação de ligações não 

específicas. Também modificações ao nível dos tempos de incubação e de lavagem podem 

influenciar as intensidades dos sinais FISH obtidos (Moter & Göbel, 2000). 
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A luminosidade, a temperatura e o tempo de duração são condições importantes na 

hibridação, sendo então necessário que esta ocorra ao abrigo da luz, que a temperatura varie 

entre os 37ºC e os 50ºC, e com uma duração que pode oscilar entre os 30 minutos a várias 

horas (Bottari et al., 2006). 

 

1.3.3.3. Lavagem 
 

Esta etapa tem como objetivo remover a sonda em excesso ou ligações inespecíficas 

que esta possa ter formado durante a hibridação. Neste passo é utilizada uma restringência 

igual ou ligeiramente superior à que é usada na incubação anterior (Moter & Göbel, 2000). 

 

1.3.3.4. Deteção 
 

A deteção dos microrganismos fluorescentes pode ser efetuada através de 

microscopia de fluorescência ou através de citometria de fluxo. 

 
• Microscopia de fluorescência 

 
Na microscopia ótica convencional, quer seja de campo claro ou de campo escuro, o 

objeto é iluminado como um todo de modo a permitir que visualizá-lo. No entanto, por 

vezes, é necessário observar de forma destacada unicamente uma região ou estrutura de 

determinado espécime. Quando se trata de aplicações biológicas, por exemplo, pode 

pretender-se observar apenas um gene específico, o núcleo ou a matriz extracelular. 

Utiliza-se a técnica de microscopia de fluorescência por esta permitir obter 

informações específicas de materiais orgânicos e estruturas celulares vivas. Comparando 

esta técnica com outras formas de microscopia, há certas vantagens desta que se destacam, 

tais como, a identificação de células e componentes celulares com elevado grau de 

especificidade entre moléculas de interesse (SLAVIK, 1993).  

 
• Citometria de fluxo 

 
Por outro lado, se se pretender detetar sinais de hibridação pode-se recorrer a outra 

técnica: a citometria de fluxo. Embora esta técnica não permita a recolha de informações 

sobre a morfologia e distribuição espacial na amostra dos microrganismos a utilizar, é muito 

vantajosa na quantificação automática de suspensões de microrganismos (Wallner et al., 

1997) 
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1.3.4. Problemas associados à técnica FISH 

 
Ao aplicar-se a técnica FISH podem ocorrer problemas na deteção dos 

microrganismos, nomeadamente a ocorrência de falsos positivos ou falsos negativos.  

 

1.3.4.1. Falsos positivos 

1.3.4.1.1. Autofluorescência 
 

A deteção de alguns grupos de microrganismos com hibridação in situ acarreta 

algumas limitações em que, a mais significativa é a autofluorescência que os próprios 

poderão manifestar e que pode ser confundida com os sinais de hibridação. Para além da 

autofluorescência emitida pelos próprios microrganismos há outro fator a ter em conta, a 

autofluorescência do material envolvente (células vegetais, glóbulos vermelhos, etc.), que 

pode acarretar dificuldades na deteção (Wagner et al., 2003, Tsui et al., 2011). 

Para a resolução deste problema há várias alternativas possíveis, entre elas a 

utilização de fluorocromos que emitam fluorescência a um comprimento de onda distinto da 

autofluorescência. Outra alternativa possível reside na utilização de fluorocromos que 

detenham mais energia, que permitam sinais de hibridação fortes e que sejam difíceis de 

confundir (Wagner et al., 2003). 

É raro analisar-se de forma meticulosa o fenómeno da autofluorescência ou de como 

evitar interferências com as sondas FISH, contudo, fatores como os meios de crescimento e 

métodos de fixação parecem influenciar bastante as intensidades de sinais (Sørensen et al., 

1997, Graf et al., 1998). 

 

1.3.4.1.2. Especificidade das sondas 
 

Uma sonda é específica para um determinado microrganismo quando nenhum outro 

possui um alvo idêntico no seu rRNA. O desenho de novas sondas deve basear-se na análise 

comparativa do maior número possível de sequências disponíveis, e sondas já desenvolvidas 

devem ser regularmente testadas de modo a garantir que continuam específicas. No entanto, 

há que ter em conta que muitas das sequências depositadas em bases de dados públicas 

poderão conter erros de sequência e/ou corresponder a organismos incorretamente 

identificados (Tsui et al., 2011). 
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1.3.4.2. Falsos negativos 

1.3.4.2.1. Inacessibilidade das regiões-alvo das sondas 
 
A permeabilização insuficiente da parede celular pode, consequentemente fazer com 

que os sinais de hibridação se apresentem mais fracos. A utilização de condições de 

hibridação não otimizadas, de sondas com uma sequência incorreta ou a marcação ineficaz 

destas também pode contribuir para uma diminuição do sinal de hibridação. Contudo, 

mesmo sem a presença de nenhuma das causas anteriores, as sondas podem, eventualmente, 

exibir sinais de fluorescência muito fracos. Em casos como estes, uma causa provável é a 

inacessibilidade dos alvos situados no rRNA, estando estes envolvidos em estruturas 

secundárias e/ou interações com proteínas. Estas referidas interações não são, forçosamente, 

as que existem nos ribossomas nativos já que as condições de hibridação poderão também 

modificar a sua estrutura (Wagner et al., 2003, Tsui et al., 2011).  

 

1.3.4.2.2. Conteúdo celular em rRNA 
 

Nos seus meios naturais, as células podem encontrar-se num estado de latência ou 

com um crescimento limitado pela escassez de nutrientes apresentando, consequentemente, 

um conteúdo celular em ribossomas e rRNA mais baixos. Ao haver um número reduzido de 

alvos para a hibridação com sondas de DNA, os sinais fluorescentes obtidos, mais fracos, 

podem ser difíceis de detetar e ficarem, até, camuflados pela própria autofluorescência 

natural das amostras. São algumas as soluções para ultrapassar estas dificuldades, entre elas, 

a utilização de fluorocromos mais energéticos ou a marcação múltipla das sondas (Tsui et 

al., 2011). 

 

1.3.5. Aplicação das sondas FISH 

 
As sondas FISH têm sido uma ferramenta amplamente utilizada em medicina, no 

tratamento de águas residuais e também na área de microbiologia alimentar. Exemplo disso 

é a análise da diversidade da população de leveduras durante a fermentação do vinho, em 

que foram construídas nove sondas específicas de oligonucleótidos marcados com 

fluoresceína voltadas para o D1 / D2 da região 26S do rRNA. Com estas sondas, Xufre 

(2006) conseguiu detetar uma grande diversidade de espécies de leveduras como o caso de 
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Candida stellata, Hanseniaspora uvarum, H. guilliermondii, K. marxianus, K. 

thermotolerans e Torulaspora delbrueckii (Xufre et al., 2006). 

 
• A técnica FISH aplicada ao património  

 
A técnica FISH tem vindo, timidamente, a ser aplicada na área da conservação e 

restauro para estudar os microrganismos envolvidos na biodeterioração de superfícies. 

La Cono e Urzì (2003) desenvolveram um novo método para a identificação de 

microrganismos em obras de arte sem a destruição da superfície de valor. Estes autores 

aplicaram as sondas FISH diretamente em amostras recolhidas com fitas adesivas de 

catacumbas romanas. Para este estudo utilizaram cinco tipos de oligonucleótidos ligados a 

três diferentes fluorocromos. Com este trabalho, Cono e Urzı` demonstraram que os objetos 

e superfícies de valor cultural podem ser estudados para resolver problemas relacionados 

com a biodeterioração sem ser danificados (La Cono & Urzı ̀, 2003). 

Um outro estudo, realizado por Villa et al. (2009), demonstrou o potencial do 

fluorocromo DAPI na deteção de conídios em superfícies. Para esse efeito, foram 

executados estudos de permeabilidade do oligonucleótido EUK516 ligado ao DAPI, tendo-

se comparado diferentes estratégias de permeabilização, baseadas em desidratação com 

álcool, com surfatantes (Tween-80 e Triton X-100) e por choque osmótico (glicerol), 

utilizando conídios de Aspergillus niger. O método de permeabilização mais eficaz foi o 

ensaio em que foi utilizado o surfatante Triton X-100, afirmando os autores que o método 

por eles utilizado é reprodutível, simples e barato para a identificação de conídios (Villa et 

al., 2009). 

A técnica FISH também pode ser utilizada como um complemento a outras técnicas, 

exemplo disso é o estudo feito por Santos (2009) e o seu grupo de investigação. Neste, os 

autores utilizaram três técnicas (DGGE, MEV e FISH) para descrever a microestrutura e as 

comunidades microbiológicas de obras de arte do século XVI. Com este estudo, pode-se 

concluir que as populações microbiológicas foram altamente influenciadas pela composição 

química das camadas de pintura, uma vez que as comunidades microbianas eram inferiores 

nas camadas pictóricas compostas por pigmentos com metais, tais como o chumbo, mercúrio 

e cobre comparativamente às camadas sem tais compostos. A técnica FISH permitiu 

observar a distribuição espacial não aleatória dos microrganismos nessas camadas (Santos et 

al., 2009). 
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2.1. Estratégia  
 

A concretização dos objetivos traçados para este trabalho obedeceu ao plano descrito 
neste capítulo. 

 
Local de realização 

- Laboratório de Biotecnologia, Fase III, Colégio Luís António Verney 

- Laboratório HERCULES, Palácio do Vimioso 

 
Duração:  

-1 ano letivo (2013/2014). 

 
Modelo Biológico: 

-Oito fungos filamentosos: Aspergillus niger, Cladosporium sp., Fusarium sp., Micelio m1, 
Nectria sp., Penicillium sp., Sporothrix sp. e Stereum sp. 

-Duas leveduras: Saccharomyces cerevisiae CCMI 396 (SC396) e Rhodotorula sp. 

 
Agentes fixantes: 

-Paraformaldeído e etanol 

 
Argamassas utilizadas:  

-Argamassas sintéticas: argamassas produzidas em laboratório e inoculadas com 
microrganismos; 

-Argamassas reais: argamassas reais inoculadas com microrganismos; 

-Amostras reais: argamassas recolhidas de pinturas murais da ermida de Santo Aleixo 
(Évora, Portugal). 

 
Ensaios: 

-Crescimento microbiano; 

-Estudo de diferentes condições de fixação: 

• Tempo de incubação; 

• Temperatura de incubação; 
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• Concentração de fixante. 

-Hibridação dos microrganismos com uma sonda fluorescente (EUK516 ligado ao Cy3). 

 
Técnicas utilizadas 

Para a visualização da fluorescência de cada microrganismo, após hibridação com 

uma sonda fluorescente, foi utilizado um microscópio de fluorescência com uma câmara 

fotográfica acoplada para documentação destes microrganismos.  

Também se utilizou a técnica de espectrometria de absorção molecular para seguir o 

crescimento microbiano das leveduras. 

Para a validação da aplicação da técnica FISH em argamassas reais foram utilizadas 

técnicas moleculares (PCR e electroforese), espectrometria de absorção molecular (atividade 

metabólica) e MEV-EDS. 
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2.2. Diagrama do trabalho  
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2.3. Procedimento experimental 
 
2.3.1. Modelo biológico 

 
Foram usados como modelo biológico oito fungos filamentosos (Aspergillus niger, 

Cladosporium sp., Fusarium sp., Micelio m1, Nectria sp., Penicillium sp., Sporothrix sp. e 

Stereum sp.) e duas leveduras (Saccharomyces cerevisiae CCMI 396 e Rhodotorula sp.). 

Todos os fungos utilizados, com a exceção da Saccharomyces cerevisiae CCMI 396, foram 

isolados de pinturas murais e todos estes provocam biodeterioração (Rosado et al., 2013). 

Todos os microrganismos pertencem a coleção HERCULES-Biotech Lab, Universidade de 

Évora. 

 
2.3.2. Visualização das estruturas reprodutoras dos microrganismos  

 
A visualização dos fungos estudados neste trabalho foi feita por observação 

macroscópica e microscópica. Para a visualização das estruturas reprodutoras foram feitas 

preparações a fresco utilizando o corante azul de metileno, sendo em seguida observadas ao 

microscópio ótico Leica DM2500P. 

 
2.3.3. Preparação da suspensão microbiana 

 

As células foram colhidas a partir da superfície do agar de rampas da coleção 

HERCULES-Biotech Lab da Universidade de Évora e suspensas em 0,85% de NaCl (v / v). 

Teve-se o cuidado de remover apenas as células microbianas e nenhum meio de cultura. 

 
2.3.4. Crescimento de leveduras em meio líquido  

 
A um erlenmeyer contendo 100 mL de meio liquido YPD, foi adicionado 2 mL de 

suspensão microbiana (Saccharomyces cerevisiae CCMI 396 ou Rhodotorula sp.). A cultura 

cresceu com agitação orbital constante de 120 rpm a 28ºC.  

O crescimento da cultura foi acompanhado por espetofotometria de absorção 

molecular a 600 nm.  
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2.3.5. FISH em amostras em suspensão 

2.3.5.1. Fixação celular 
 

Foi adicionado a um microtubo 1 mL de suspensão microbiana e em seguida 

centrifugou-se por 5 min a 4500 g. As células foram lavadas com PBS e voltou-se a 

centrifugar a 4500 g durante 5 min. Posteriormente as células foram ressuspendidas com 1 

mL de um dos seguintes fixantes: 50, 80 e 100% de etanol ou 4% (v / v) de paraformaldeído 

em PBS. Os fixantes foram adicionados gota a gota sob agitação para evitar a agregação 

celular. Foram testadas várias combinações de temperatura/tempo de fixação. As células 

foram incubadas em etanol durante 3 min, 15 min ou 1 h a 20ºC, enquanto que a incubação 

em paraformaldeído foi durante 4 h ou 16 h a 4ºC ou 20ºC. As células fixadas com etanol 

foram lavadas uma vez com PBS e as células fixadas com paraformaldeído foram lavadas 

três vezes com o mesmo tampão. Todas as centrifugações entre as lavagens foram realizadas 

a 4500 g durante 5 min. 

 

2.3.5.2. Hibridação em suspensão 
 

As células fixadas foram hibridadas a 46ºC durante 2 h em 80 µl de tampão de 

hibridação e com 1,0 µl (120 ng / uL) da sonda EUK516 (5'-ACCAGACTTGCCCTCC-3 ') 

marcada com o fluorocromo Cy3. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4500 g 

durante 5 min. Após uma lavagem com 100 mL de tampão de hibridação pré-aquecido 

durante 30 min a 46ºC, as células foram centrifugadas a 4500 g durante 5 min e ressuspensas 

com 200 µl de PBS. As amostras, montadas em lâminas de microscópio, foram observados 

com um microscópio de campo escuro Leica DM 2500M e as imagens foram obtidas com 

uma câmara Leica DFC290HD. 

 
2.3.6. FISH em argamassas  

 
As argamassas sintéticas foram utilizadas a fim de se investigar a aplicabilidade da 

técnica FISH, na deteção de microrganismos em argamassas que simulam superfícies de 

monumentos. Após a confirmação da deteção de microrganismos em argamassas sintéticas, 

investigou-se a possibilidade da deteção de microrganismos com a técnica FISH em 

argamassas reais.  
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Para cada 0,3 g de argamassas estéreis foram adicionados 0,2 mL de suspensão 

microbiana. As amostras foram incubadas à temperatura ambiente durante 24 h, sob agitação 

contínua. 

Recolheram-se ainda amostras reais de pintura mural da ermida de Santo Aleixo 

(Évora, Portugal), nas quais foram aplicadas as sondas FISH. 

 

2.3.6.1. Fixação celular 
 

A um microtubo adicionou-se 0,1 g de amostras de argamassas (sintéticas ou reais) 

inoculadas com a suspensão microbiana, ou de amostras reais, tendo-se em seguida efetuado 

uma lavagem com 0,5 mL de PBS. Após a lavagem, as amostras de argamassas sintéticas 

foram fixadas com 1,0 ml de 50, 80 e 100% (v / v) de etanol em PBS durante 1 h a 20ºC, ou 

com 1,0 mL de 4% (v / v) de paraformaldeído em PBS durante 4 h a 4°C. As argamassas 

reais foram fixadas com 1 mL de 4% de paraformaldeído durante 4 h a 4ºC ou com 1 mL de 

50% de etanol durante 1 h a 20ºC. As amostras reais foram fixadas com 1 mL de 50% de 

etanol durante 1 h a 20ºC. De modo a evitar a agregação celular, os fixadores foram 

adicionados gota a gota sob agitação. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 

4500 g durante 5 min. As amostras fixadas com paraformaldeído foram lavadas três vezes, 

enquanto que as amostras fixadas com etanol foram lavadas uma vez com PBS. Todas as 

centrifugações entre as lavagens foram realizadas a 4500 g durante 5 min. 

 

2.3.6.2. Hibridação em argamassas  
 

A hibridação das células fixadas foi executada como descrito no ponto 2.3.5.2, 

exceto no que respeita à ressuspensão final em PBS que neste caso não foi efetuada. As 

amostras foram montadas em lâminas de microscópio e posteriormente visualizadas com um 

microscópio de campo escuro Leica DM 2500M e as imagens obtidas através da câmara 

Leica DFC290HD. 

 
2.3.7. Avaliação da proliferação microbiana em argamassas reais 

 

De modo a avaliar as contaminações biológicas nos microfragmentos das argamassas 

reais, foram executadas análises por MEV e ensaios de viabilidade celular (MTT). 
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2.3.7.1. Ensaios de viabilidade celular 
 

Para o estudo de viabilidade celular em argamassas reais efetuou-se o ensaio de 

MTT. Neste ensaio é avaliada a atividade metabólica das células, quantificando-se a redução 

metabólica do MTT por desidrogenases, resultando na produção de cristais de formazano, 

intensamente coloridos, no interior das células. Estes cristais podem ser dissolvidos com 

solventes orgânicos, como por exemplo o DMSO, permitindo a sua quantificação através da 

espectrofotometria. 

Para este ensaio utilizou-se uma levedura (Saccharomyces cerevisiae CCMI 396) e 

um fungo filamentoso (Nectria sp.) inoculados em argamassas reais. As amostras de 

argamassas (0,1 g) foram incubadas no escuro com 0,5 mL de solução de MTT durante 4 h à 

temperatura ambiente. Posteriormente, a mistura foi centrifugada durante 10 min a 8000 g e 

o sobrenadante resultante foi descartado. Os cristais púrpura de formazano foram dissolvidos 

em 1 mL de DMSO / etanol (1:1). Por ultimo, quantificou-se a e intensidade da absorvência 

a 570 nm com um espectrómetro de absorção molecular. As respostas de Nectria sp. e de 

SC396 foram calculadas em relação à absorvência de 107 células de uma cultura de SC396 

crescida durante 48 h. 

 

2.3.7.1. Microscopia eletrónica de varrimento 
  

O princípio do MEV consiste num feixe de eletrões que “varre” a área da amostra 

que se pretende analisar, formando a imagem. A interação entre o feixe de eletrões e a 

amostra produz vários tipos de sinais como os eletrões secundários (ES), os eletrões 

retrodifundidos (ER) e os raios X.  

As microanálises dos fragmentos de argamassas foram realizadas utilizando um 

microscópio eletrónico de varrimento HITACHI S-3700N com um espectrómetro de raios X 

por dispersão em energia Brüker Xflash 5010 acoplado (Figura 7). As análises foram 

realizadas com uma pressão de ar na câmara de 20 Pa, evitando revestir as amostras com 

material condutor como o Au ou a grafite. As análises de EDS foram realizadas com uma 

aceleração de 18-20 kV. 

 

 

Figura 7: Microscópio eletrónico de varrimento com detetor de 
EDS. 
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2.3.8. Confirmação molecular de fungos  

 
Para a confirmação molecular foi necessário extrair e amplificar o DNA dos fungos. 

O DNA metagenómico foi diretamente extraído de microfragmentos de argamassas (0,1 g), 

com auxílio do kit NucleoSpin 740945 (Macherey-Nagel, Düren, Alemanha). O DNA 

extraído foi utilizado como molde para a amplificação por PCR.  

Os primers NS1 (5'-GTAGTCATATGCTTGTCTC-3') e GCfung (5'-

CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCCATTCCCCGTTACCC

GTTG-3 ') foram escolhidos para fazerem a amplificação de uma sequência parcial do gene 

18S.  

As reações de PCR foram realizadas num termociclador. A mistura de PCR (25 ul) 

continha tampão de reação 10x suplementado com MgCl2 (25 mM), dNTPs (2 mM), 0,4 µM 

de primers, Taq polimerase 5 U e 1 µL de DNA extraído.  

O programa de PCR foi composto por várias etapas: desnaturação inicial durante 1 

min a 95ºC, de seguida 40 ciclos com um passo desnaturação a 94°C durante 1 min, 

posteriormente um passo de hibridação a 50°C durante 1 min, um passo de extensão a 72°C 

durante 2 min e por fim um ciclo de alongamento a 72°C durante 6 min. Os produtos de 

PCR, o marcador de tamanho de peso molecular Generuler 100 pb e uma amostra de 

controlo, foram corridos num gel de agarose a 1,2% contendo brometo de etídio a 10 mg / 

mL, a 90 V e à temperatura ambiente. Os produtos de amplificação foram visualizados sob 

luz UV (sistema Bio-Rad). 

 

2.3.9. Alinhamento das várias sequências selecionadas 

 
O alinhamento das sequências selecionadas na base de dados GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) com a sonda utilizada foi realizado no programa Bio 

Edit 7.2.2. Sequence Alignment Editor.  

 

2.3.10. Relações filogenéticas das estirpes selecionadas 

 
A pesquisa das relações filogenéticas para as sequências do 18S rRNA de cada uma 

das estirpes efetuou-se recorrendo ao programa Mega versão 5.0. 
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3.1. Seleção de agentes biodeteriogénicos alvo 
 

A atividade microbiana desempenha um papel importante na deterioração do 

património cultural. Embora a influência dos microrganismos nos processos de 

biodeterioração seja indiscutível, o papel individual de cada espécie microbiana, que forma 

as comunidades presentes nas obras de arte, ainda não está totalmente compreendida. 

Consequentemente, a melhoria da nossa compreensão das comunidades microbianas, que 

prosperam sobre o património cultural, é crucial para o desenvolvimento de estratégias na 

conservação destas. Novas abordagens têm vindo a ser continuamente aplicadas para avaliar 

a biodeterioração nos bens patrimoniais, bem como para detetar e identificar os agentes 

envolvidos.  

Neste trabalho, foi estudada a possibilidade de aplicar a técnica FISH na deteção de 

comunidades microbianas em argamassas reais. Para esse efeito, usou-se uma sonda 

universal (EUK516) para eucariotas, marcada com um marcador fluorescente (Cy3). A 

obtenção de bons sinais FISH depende, entre outros fatores, da escolha de um passo eficaz 

de fixação. Como é sabido, as condições de fixação das células, variam consideravelmente 

segundo o tipo de sonda utilizada mas também consoante o tipo de microrganismo, os quais 

têm diferentes conteúdos ribossomais e permeabilidades celulares distintas. Em amostras de 

matrizes complexas como são as argamassas, a otimização desta metodologia é um processo 

fundamental para que as sondas FISH possam vir a ser aplicadas num futuro próximo em 

amostras do património.  

A fim de dar os primeiros passos no desenvolvimento de um procedimento de 

hibridação in situ para a deteção de eucariotas em argamassas reais, foram escolhidos dez 

fungos de diferentes géneros, de modo a testar várias condições de fixação celular. 

Selecionaram-se os fungos filamentosos: Aspergillus niger, Cladosporium sp., Fusarium sp., 

Micelio m1, Nectria sp., Penicillium sp., Sporothrix sp. e Stereum sp. e uma levedura, 

Rhodotorula sp.. A Saccharomyces cerevisiae CCMI 396 utilizou-se como microrganismo 

controlo. Com exceção da S. cerevisiae, todos eles foram isolados a partir de pinturas murais 

de edifícios históricos da região do Alentejo (Évora, Portugal), tendo sido demonstrado por 

Rosado et al. o seu envolvimento na deterioração destes edifícios (Rosado et al., 2013). Na    

Figura 8 estão apresentados, resumidamente, os efeitos deteriogénicos provocados por estes 

microrganismos.  



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Figura 8: Efeitos deteriogénicos provocados pelos microrganismos estudados
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Na Tabela 2 são apresentados os resultados relativos ao crescimento fúngico em 

meio sólido e as respetivas estruturas reprodutoras (imagens de microscopia ótica).

Tabela 2: Imagens fotográficas e de microscopia ótica dos microrganismos em estudo
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Todos os fungos filamentosos selecionados apresentaram um efeito biodeteriogénico 

demonstrando uma elevada penetração das hifas fúngicas na microestrutura porosa das 

argamassas o que se traduziu por fissuras e destacamentos nas pinturas murais dos edifícios 

onde foram isolados. O efeito biodeteriogénico de Rhodotorula sp. deveu-se 

fundamentalmente ao aparecimento de manchas laranja/rosa devido à formação de carotenos 

(Rosado et al., 2014). 

A Figura 9 mostra uma árvore filogenética construída com base nas sequências 18S 

do rDNA dos microrganismos selecionados (Tabela 3). 

 
Tabela 3: Número de acesso do GenBank  

Identificação Nº acesso GenBank Autor 
Aspergillus sp. EU853156.1 (Zhao et al., 2009) 

Aspergillus terreus DQ489561.1 (Wu et al., 2006) 
Aspergillus fumigatus KF322139.1 (Ghazala et al., 2013) 

Aspergillus flavus KF018474.1 (Demirel, 2013) 
Aspergillus niger EU884135.1 (Huang et al., 2008) 

Cladosporium psychrotolerans DQ780933.1 (Zalar et al., 2007) 
Cladosporium oxysporum DQ780941.1 (Zalar et al., 2007) 

Cladosporium cladosporioides DQ780940.1 (Zalar et al., 2007) 
Cladosporium bruhnei DQ780938.1 (Zalar et al., 2007) 

Cladosporium spinulosum DQ780936.1 (Zalar et al., 2007) 
Fusarium avenaceum AF141946.1 (Leeflang et al., 2002) 

Fusarium solani AF141952.1 (Leeflang et al., 2002) 
Fusarium oxysporum AF141951.1 (Leeflang et al., 2002) 

Fusarium merismoides AF141950.1 (Leeflang et al., 2002) 
Fusarium equiseti AF141949.1 (Leeflang et al., 2002) 

Nectria pseudotrichia JN939687.1 (Schoch et al., 2012) 
Nectria asiatica  JN939686.1 (Chaverri et al., 2011) 
Nectria asiatica JN939685.1 (Schoch et al., 2012) 

Nectria dematiosa JN939677.1 (Schoch et al., 2012) 
Nectria cinnabarina JN939674.1 (Schoch et al., 2012) 

Penicillium sp AF545633.1 (Yang et al.,2002) 
Penicillium decumbens FJ458446.1 (Liu et al., 2011) 

Penicillium sp. JF950269.1 (Zhu et al., 2012) 
Penicillium glabrum AF548090.1 (Wu et al., 2003) 

Penicillium sp. KF776918.1 (Li et al., 2013) 
Stereum annosum AF026587.1 (Hibbett et al., 1997) 
Stereum annosum U59094.1 (Hibbett, 1996) 
Stereum hirsutum U59095.1 (Hibbett, 1996) 
Stereum hirsutum AF026588.1 (Hibbett et al., 1997) 

Sporothrix schenckii M85053.1 (Berbee & Taylor, 1992) 
Rhodotorula minuta D45367.1 (Suh et al., 1996) 
Rhodotorula lactosa D45366.1 (Suh et al., 1996) 

Rhodotorula mucilaginosa EU563926.1 (Xin et al., 2009) 
Rhodotorula glutinis AB016293.1 (Hamada, 1998) 

Rhodotorula sp. HQ231228.1 (Fang et al., 2010) 
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Figura 9: Árvore filogenética das sequências parciais do 18S rRNA. 
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Filogeneticamente Aspergillus

Cladosporium sp..e de Stereum

Nectria sp., Sporothrix

estirpes de Rhodotorula sp. formam outro 

restantes microrganismos. 

 

O anexo B mostra o alinhamento múltiplo correspondente aos nucleótidos da zona 

18S rDNA relativa a estes microrganismos selecionados, estando destacado no alinhamento

a sonda (5'-ACCAGACTTGCCCTCC

 

3.2. FISH aplicada a células em suspensão
 
3.2.1. Otimização de condições de fixação celular para fungos filamentosos

 
Numa primeira fase, foram selecionados dois fungos 

sp.) para realizar testes em suspensão às diferentes condições de fixação (

referidas condições de fixação testadas resultam da combinação de diferentes tem

tempos de incubação e concentrações de fixante

paraformaldeído, a concentração utilizada foi de 4% em PBS durante 4

20ºC. Na fixação com o etanol, a concentração utilizada foi de 50, 

durante 3, 15 ou 60 min a 20ºC. 

Figura 10: Representação esquemática das condições de fixação do 

Penicillium sp. em suspensão

 

 

 

são  

Aspergillus sp. está mais próximo de  Penicillium

Stereum sp.  

Sporothrix sp. e Fusarium sp. formam um segundo agrupamento. As 

sp. formam outro cluster mais afastado filogeneticamente dos 

 

O anexo B mostra o alinhamento múltiplo correspondente aos nucleótidos da zona 

18S rDNA relativa a estes microrganismos selecionados, estando destacado no alinhamento

ACCAGACTTGCCCTCC-3'), selecionada para a utilizar neste

aplicada a células em suspensão 

Otimização de condições de fixação celular para fungos filamentosos

Numa primeira fase, foram selecionados dois fungos (Aspergillus

para realizar testes em suspensão às diferentes condições de fixação (

referidas condições de fixação testadas resultam da combinação de diferentes tem

tempos de incubação e concentrações de fixante (paraformaldeído e etanol

, a concentração utilizada foi de 4% em PBS durante 4

20ºC. Na fixação com o etanol, a concentração utilizada foi de 50, 80 ou 100% em 

a 20ºC.  

Representação esquemática das condições de fixação do Aspergillus niger

sp. em suspensão. 

  

Penicillium sp. do que 

formam um segundo agrupamento. As 

mais afastado filogeneticamente dos 

O anexo B mostra o alinhamento múltiplo correspondente aos nucleótidos da zona 

18S rDNA relativa a estes microrganismos selecionados, estando destacado no alinhamento 

este trabalho. 

Otimização de condições de fixação celular para fungos filamentosos 

Aspergillus niger, Penicillium 

para realizar testes em suspensão às diferentes condições de fixação (Figura 10). As 

referidas condições de fixação testadas resultam da combinação de diferentes temperaturas, 

paraformaldeído e etanol). Na fixação com 

, a concentração utilizada foi de 4% em PBS durante 4 h ou 16 h a 4ºC ou 

80 ou 100% em PBS, 

Aspergillus niger e do 



 

Foram obtidos sinais de elevada intensidade 

Aspergillus níger e de Penicillium

testadas. É interessante realçar que os sinais de fluor

um mês, o que pode ser inte
 

Figura 11: Microfotografias de f
para o Aspergillus niger e o 
visível, b- combinação de luz visível e luz UV e c

 
Para ambos os fungos filamentosos, foram obtidos bo

independentemente das condições de fixação utilizadas.

3. Resultados e discussão 

Foram obtidos sinais de elevada intensidade fluorescente (Figura 

Penicillium sp. em suspensão em todas as condições de fixação 

interessante realçar que os sinais de fluorescência permanecem dete

ser interessante para futuras aplicações. 

: Microfotografias de fluorescência correspondentes a ensaios de FISH 
e o Penicillium sp. nas condições de fixação estudadas 

combinação de luz visível e luz UV e c- luz UV). 

Para ambos os fungos filamentosos, foram obtidos bons sinais de fluorescência, 

independentemente das condições de fixação utilizadas. No entanto, ao contrário do que 

(a) (a)(b) (c) 
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Figura 11) na deteção de 

em suspensão em todas as condições de fixação 

escência permanecem detetáveis após 

 

ensaios de FISH obtidos 
condições de fixação estudadas (a- luz 

ns sinais de fluorescência, 

No entanto, ao contrário do que 

(a) (b) (c) 
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ocorre usando etanol como agente de fixação, 

resíduos detetáveis mesmo depois de três passos de lava

desvantagem deste procedimento de fixação. Embora haja a possibilidade de introdução de 

etapas de lavagem adicionais, elas não são desejáveis, uma vez que podem causar 

diminuição do número de células em cada lavagem. Não foram ob

significativas nos sinais FISH no que respeita

das quatro concentrações de fixante, 

Penicillium sp.. 

Sendo assim, utilizou

ensaios de fixação para os restantes microrganismos

concentração utilizada foi de 4% em PBS durante 4

a concentração utilizada fo

resume estas condições de fixação.

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Representação esquemática das condições de fixação para os restantes fungos 
filamentosos em suspensão
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ocorre usando etanol como agente de fixação, quando se usa paraformaldeído 

mesmo depois de três passos de lavagem, o que poderia ser uma 

desvantagem deste procedimento de fixação. Embora haja a possibilidade de introdução de 

etapas de lavagem adicionais, elas não são desejáveis, uma vez que podem causar 

diminuição do número de células em cada lavagem. Não foram ob

significativas nos sinais FISH no que respeita ao tempo de fixação utilizado para cada um

concentrações de fixante, para ambos os fungos filamentosos, 

Sendo assim, utilizou-se apenas um tempo de incubação para cada fixador

ensaios de fixação para os restantes microrganismos. Na fixação com paraformaldeído, a 

concentração utilizada foi de 4% em PBS durante 4 h a 4ºC. Quanto à fixação com o etanol, 

a concentração utilizada foi de 50, 80 ou 100% em PBS, durante 1 h a 20ºC. 

sume estas condições de fixação. 

Representação esquemática das condições de fixação para os restantes fungos 
filamentosos em suspensão. 

  

quando se usa paraformaldeído permanecem 

gem, o que poderia ser uma 

desvantagem deste procedimento de fixação. Embora haja a possibilidade de introdução de 

etapas de lavagem adicionais, elas não são desejáveis, uma vez que podem causar 

diminuição do número de células em cada lavagem. Não foram observadas diferenças 

tempo de fixação utilizado para cada uma 

filamentosos, Aspergillus niger e 

apenas um tempo de incubação para cada fixador nos 

Na fixação com paraformaldeído, a 

h a 4ºC. Quanto à fixação com o etanol, 

h a 20ºC. A Figura 12 

Representação esquemática das condições de fixação para os restantes fungos 



 

Na Figura 13 estão apresentados os sinais FISH obtidos para cada fungo nas quatro 

condições de fixação estudadas.

microrganismos estudados para as condiçõ

 

Figura 13: Microfotografias de fluor
fungos filamentosos em suspensão nas quatro condições de fixação estudadas

 
 
 
 
 
 
 

3. Resultados e discussão 

estão apresentados os sinais FISH obtidos para cada fungo nas quatro 

condições de fixação estudadas. Estes resultados evidenciam a deteção de todos os 

microrganismos estudados para as condições de fixação estabelecidas. 

Microfotografias de fluorescência correspondentes a ensaios de FISH d
m suspensão nas quatro condições de fixação estudadas
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estão apresentados os sinais FISH obtidos para cada fungo nas quatro 

Estes resultados evidenciam a deteção de todos os 

 
ensaios de FISH dos oitos 

m suspensão nas quatro condições de fixação estudadas.  
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3.2.2. Otimização das condições 

 
Numa primeira fase realizaram

crescidas em meio YPD sólido durante 48 h

entre 104 a 108 células, contadas em c

referidas no ponto 3.2.1 (

fluorescência. Para otimizar

posteriormente culturas e testaram

amostras recolhidas em diferentes tempos de crescimento

fixação. As curvas de crescimento das leveduras são apresentadas 

metodologia foi possível observar s

oito horas de cultura, correspondendo a células em fase de crescimento exponencial 

14). Quando as culturas atingem a fase estacionada os sinais de fl

menos intensos. Contudo, esses sinais são menos intensos que os sinais obtidos pelos fungos 

filamentosos.  

 

 

Figura 14: Microfotografias de fluor
Rhodotorula sp. (a) e SC396 (b).

 

 

 

 

 

são  

timização das condições de fixação das células de leveduras

Numa primeira fase realizaram-se ensaios de hibridação para células 

meio YPD sólido durante 48 h a 28ºC. Testaram-se concentrações celulares 

células, contadas em câmara Neubauer e as condições de fixação foram as 

(Figura 12). Estes ensaios não permitiram obter bons sinais de 

timizar as condições de fixação das leveduras efetuaram

posteriormente culturas e testaram-se células em diferentes fases de crescimento.

em diferentes tempos de crescimento foram utilizadas nos ensaios de 

As curvas de crescimento das leveduras são apresentadas no anexo C. Com esta 

metodologia foi possível observar sinais de fluorescência para células recolhidas en

ura, correspondendo a células em fase de crescimento exponencial 

Quando as culturas atingem a fase estacionada os sinais de fluorescência tornam

Contudo, esses sinais são menos intensos que os sinais obtidos pelos fungos 

Microfotografias de fluorescência correspondentes a ensaios de FISH
SC396 (b). 

(a) 

  

de fixação das células de leveduras 

ensaios de hibridação para células de leveduras 

se concentrações celulares 

e as condições de fixação foram as 

Estes ensaios não permitiram obter bons sinais de 

as condições de fixação das leveduras efetuaram-se 

se células em diferentes fases de crescimento. As 

foram utilizadas nos ensaios de 

no anexo C. Com esta 

fluorescência para células recolhidas entre três e 

ura, correspondendo a células em fase de crescimento exponencial (Figura 

uorescência tornam-se 

Contudo, esses sinais são menos intensos que os sinais obtidos pelos fungos 

ensaios de FISH em 

(b) 
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3.3. FISH em argamassas sintéticas ou reais 
 

Após a otimização das condições de fixação e deteção dos fungos biodeteriogénicos 

selecionados preparam-se argamassas sintéticas que foram inoculadas com os diferentes 

microrganismos em estudo. 

Não foi possível obter sinais claros de fluorescência nas amostras inoculadas com 

leveduras. A técnica de FISH na deteção de leveduras parece estar condicionada à fase de 

crescimento das células, que por sua vez condiciona a permeabilidade das membranas e o 

conteúdo de rRNA, o que pode estar na origem de falsos negativos (baixa intensidade de 

sinal e decaimento da fluorescência com o tempo).  

Obtiveram-se resultados bastante promissores relativamente aos fungos filamentosos, 

principais agentes biodeteriogénicos de pinturas murais. De facto foi possível otimizar um 

protocolo de deteção em argamassas para todos os fungos filamentosos selecionados. A 

Figura 15 mostra os resultados de microscopia de fluorescência correspondentes a ensaios de 

FISH de fungos filamentosos em argamassas sintéticas nas quatro condições de fixação 

estudadas. Estes resultados demonstram a deteção de todos os microrganismos estudados 

para as condições de fixação estabelecidas, evidenciando que as condições de fixação podem 

influenciar a visualização através de microscopia dos sinais de fluorescência, dai que em 

matizes complexas, como é o caso das argamassas, é útil a utilização de mais do que uma 

condição de fixação com vista a uma clara interpretação dos resultados.  
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Figura 15: Microfotografias de fluorescência correspondentes a ensaios de FISH de fungos 
filamentosos em argamassas sintéticas nas quatro condições de fixação estudadas

 
Posteriormente foi aplicada a técnica FISH em argamassas reais. Neste caso os 

fungos inoculados nas argamassas reais foram 

fixação sido de 4% de paraformaldeído durante 4

20ºC. O procedimento executado foi o mesmo que para as argamassas sintéticas, 

modificando apenas o tipo de argamassa. 

são  

: Microfotografias de fluorescência correspondentes a ensaios de FISH de fungos 
filamentosos em argamassas sintéticas nas quatro condições de fixação estudadas

foi aplicada a técnica FISH em argamassas reais. Neste caso os 

fungos inoculados nas argamassas reais foram Nectria sp. e SC396, tendo as condições de 

fixação sido de 4% de paraformaldeído durante 4 h a 4ºC e 50% de etanol durante 

20ºC. O procedimento executado foi o mesmo que para as argamassas sintéticas, 

modificando apenas o tipo de argamassa.  

  

 

: Microfotografias de fluorescência correspondentes a ensaios de FISH de fungos 
filamentosos em argamassas sintéticas nas quatro condições de fixação estudadas.  

foi aplicada a técnica FISH em argamassas reais. Neste caso os 

SC396, tendo as condições de 

h a 4ºC e 50% de etanol durante 1 h a 

20ºC. O procedimento executado foi o mesmo que para as argamassas sintéticas, 
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Como é possível ver na Figura 16, obtiveram-se bons sinais de fluorescência para 

Nectria sp., não tendo acontecido o mesmo para a SC396. 

 

Figura 16: Microfotografias de fluorescência correspondentes a ensaios de FISH do fungo 
Nectria sp. em argamassas reais fixado com paraformaldeído (a-c) e com etanol (d-f). Na 
mesma área é mostrada as amostras com luz visível (a, d), uma combinação de luz visível e 
luz UV (b, e) e com luz UV (c, f).  
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3.4. FISH em amostras reais
 
Após a confirmação da deteção de microrganism

com microrganismos, investigou

em amostras reais. As amostras reais 

Santo Aleixo (Évora, Portugal)

20ºC. 

Na Figura 17 é possível observar bons sinais de fluorescência.

Figura 17: Microfotografia de fluorescência correspondente ao ensaio de FISH em amostra 
real (a – luz visível, b - combinação de luz visível e luz UV, c 

 
Paralelamente a este estudo foram utilizadas técnicas complementares com o 

objetivo de confirmar a contaminação microbiana nestas amostras e validar o uso 

FISH na deteção de microrganismos em argam

são  

FISH em amostras reais 

Após a confirmação da deteção de microrganismos em argamassas reais inoculadas 

, investigou-se a possibilidade da deteção destes 

amostras reais foram recolhidas de pinturas murais

Santo Aleixo (Évora, Portugal) e fixadas com 1 mL de 50% de etanol em PBS, durante 1

é possível observar bons sinais de fluorescência. 

Microfotografia de fluorescência correspondente ao ensaio de FISH em amostra 
combinação de luz visível e luz UV, c – luz UV).

Paralelamente a este estudo foram utilizadas técnicas complementares com o 

objetivo de confirmar a contaminação microbiana nestas amostras e validar o uso 

microrganismos em argamassas reais. 

(a) 

  

os em argamassas reais inoculadas 

 com a técnica FISH 

s murais da ermida de 

fixadas com 1 mL de 50% de etanol em PBS, durante 1 h a 

 

Microfotografia de fluorescência correspondente ao ensaio de FISH em amostra 
luz UV). 

Paralelamente a este estudo foram utilizadas técnicas complementares com o 

objetivo de confirmar a contaminação microbiana nestas amostras e validar o uso da técnica 

(b) 

(c) 
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3.5. Avaliação da proliferação microbiana 
 

Para a avaliação de contaminações biológicas nos microfragmentos das argamassas 

reais, foram executadas análises por MEV e ensaios de MTT. 

A imagem obtida por MEV permite a observação de hifas de fungos a penetrarem as 

microestruturas das argamassas inoculadas com o fungo Nectria sp. (Figura 18a). As 

imagens obtidas a partir de argamassas, inoculadas com SC396, revelam a presença de 

células de levedura (Figura 18c). Além disso, análises de EDS (Figura 18b-d) das estruturas 

de ambas as amostras, confirmam a presença de elementos característicos de material 

orgânico, tal como o carbono e azoto, o que indica a presença de contaminação microbiana.  

Assim, os resultados de MEV-EDS atestam a presença de fungos nas amostras de 

argamassas. 

 

 

Figura 18: Visualização dos microfragmentos por MEV (a, c) e análise por EDS (b, d). 

 
A atividade metabólica também foi investigada em amostras de argamassas, que 

tinham sido inoculadas com suspensões fúngicas (SC396 e Nectria sp.), utilizando o ensaio 

de MTT. O aparecimento de cristais de formazano roxo, proporcionais à concentração de 

células viáveis na amostra, pode ser um marcador útil e rápido. A cor mais intensa está 
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associada a uma maior viabilidade das células numa amostra. Assim, a amostra inoculada 

com SC396 apresenta uma maior resposta do que a amostra inoculada com Nectria sp., 

podendo-se aferir que a SC396 exibe uma maior actividade metabólica, como é apresentado 

na Figura 19. 

. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 19: Resposta relativa ao MTT do fungo Nectria sp. e da levedura SC396.  

3.6. Confirmação molecular de fungos  
 

A presença de células de fungos nas amostras de 

argamassas inoculadas com SC396 e Nectria sp., foram 

também investigadas por técnicas moleculares. O DNA 

metagenómico foi extraído e amplificado por PCR. Os 

produtos amplificados foram corridos num gel de agarose. O 

DNA das amostras de argamassas mostrou amplificações 

positivas na zona 18S rDNA utilizando primers fúngicos 

(Figura 20). O tamanho dos produtos de PCR foi 

aproximadamente de 400 pb, sugerindo a presença de fungos 

em amostras estudadas. 

 

Figura 20: Gel de electroforese dos produtos de amplificação 
de PCR a partir do DNA extraído de argamassas inoculadas 
com SC396 e Nectria sp. (poços 1 e 2, respetivamente). O 
poço M corresponde ao marcador de peso molecular de 100 
pb do DNA e o poço C ao controlo. 
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Neste trabalho foi proposto o uso da técnica FISH para a deteção de microrganismos 

diretamente em amostras reais de argamassas, tendo sido utilizada uma sonda universal para 

eucariotas. Tendo em conta o objetivo pretendido, foi necessário desenvolver testes em 

suspensão microbiana e em argamassas (sintéticas e reais) inoculadas com fungos, onde 

foram estudas as várias condições de fixação celular, uma vez que estas condições podem 

variar de acordo com o microrganismo e a sonda utilizada. 

Nos estudos com microrganismos em suspensão, foram obtidos resultados positivos 

para todos os fungos filamentosos em todas as condições de fixação estudadas. 

Relativamente à hibridação de leveduras em suspensão, não se obtiveram bons sinais de 

fluorescência para células crescidas em meio YPD durante 48 h a 28ºC. Para ultrapassar esta 

limitação, as leveduras foram hibridadas em diferentes fases de crescimento. Entre as três e 

oito horas de crescimento em meio líquido, foi possível observar sinais de fluorescência 

contudo estes sinais eram menos intensos do que os sinais em fungos filamentosos.   

Ainda antes da aplicação da técnica FISH nas argamassas reais, esta foi usada em 

argamassas sintéticas, as quais tinham sido inoculadas com microrganismos, simulando as 

superfícies de monumentos. Em amostras inoculadas com leveduras não se conseguiram 

alcançar sinais claros de fluorescência, pois a deteção de leveduras parece estar 

condicionada à fase de crescimento das células, que por sua vez influencia a permeabilidade 

das membranas e o conteúdo de rRNA. Por outro lado, obtiveram-se sinais intensos de 

fluorescência para todos os fungos filamentosos. 

No estudo com argamassas reais foram utilizados os fungos Nectria sp. e SC396, os 

quais foram fixados com 4% de paraformaldeído durante 4 h a 4ºC e 50% de etanol durante 

1 h a 20ºC. Obtiveram-se sinais claros de fluorescência para o Nectria sp., não tendo 

acontecido o mesmo para a SC396. 

Após a otimização das condições de fixação e deteção, a técnica FISH foi aplicada, 

com sucesso, em amostras reais. As amostras reais foram recolhidas de pinturas murais da 

ermida de Santo Aleixo (Évora, Portugal). Nestas amostras foi possível detetar 

microrganismos eucariotas pois a sonda é dirigida a estes microrganismos.  

Os resultados obtidos por FISH nas argamassas reais foram confirmados por MEV-

EDS e técnicas moleculares. As técnicas anteriormente referidas em conjunto com a 

utilização do teste de MTT, mostraram a presença de células metabolicamente ativas nas 

amostras de argamassas. 
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Os resultados promissores obtidos neste trabalho para a deteção de contaminação 

microbiana em argamassas de amostras reais, abrem a porta à possibilidade de investigar a 

aplicação da técnica FISH como uma ferramenta, não só para a deteção, mas também para a 

identificação de microrganismos diretamente em argamassas reais utilizando sondas 

específicas. Esta aplicação parece bastante auspiciosa, pois poderia simplificar e facilitar o 

trabalho nas áreas de conservação e restauro. 
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� Desenvolvimento de sondas específicas para microrganismos biodeteriogénicos; 

 

� Uso de sondas específicas na identificação dos microrganismos que causam danos no 

património; 

 
� Desenvolver sondas específicas com diferentes corantes para a identificação 

simultânea de comunidades mistas; 

 

� Desenvolvimento de um protocolo FISH para deteção e identificação de bactérias 

encontradas no património cultural; 

 

� Aplicação da técnica FISH noutros materiais de bens patrimoniais; 

 

� Desenvolvimento de um kit de fácil uso por parte dos restauradores e conservadores 

na identificação de microrganismos biodeteriogénicos.  
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Anexo A – Composição dos meios de cultura e tampões 

 
Meios de cultura 

 
� Meio de cultura sólido 

 
o YPD  

-10 g de extrato de levedura 

-10 g peptona bacteriológica 

-20 g glucose 

-20 g agar bacteriológico 

Dissolveu-se tudo em 1 L de água destilada. Em seguida autoclavou-se a 121ºC 

durante 20 min a 1 atm. 

 
� Meio de cultura líquido 

 
o YPD 

-10 g de extrato de levedura 

-10 g de peptona bacteriológica  

-20 g de glucose  

Dissolveu-se tudo em 1 L de água destilada. Em seguida autoclavou-se a 121ºC 

durante 20 min a 1 atm. 

 

Tampões 

 
� PBS 

-76 g NaCl 

-0,2 g de KCl 

-1,424 g Na2HPO4 

-0,2 g KH2PO4 

Dissolveu-se em 1 L de água Mili-Q. Calibrou-se o pH a 7,2. Filtrou-se a solução e 
em seguida autoclavou-se a 121ºC durante 20 min a 1 atm. 
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� Tampão de hibridação 

-300 mL 0,9 M NaCl  

-20 mL 20 mM Tris-HCl 

-1 mL 0,01% (p/v) de SDS 

Perfez-se o volume de 1 L com água Mili-Q. Filtrou-se a solução e em seguida 
autoclavou-se a 121ºC durante 20 min a 1 atm. 

 

� Paraformaldeído 4% em PBS 

Dissolveu-se 4 g de paraformaldeído em 100 mL de PBS. 

 
� NaCl (0,85%) 

Dissolveu-se 85 g de NaCl em 1 L de água destilada. 

 
� MTT  (0,5 mg / mL) 

Dissolveu-se 5 g de MTT em 10 mL de PBS. 
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Anexo B: Alinhamento múltiplo das sequências 18S rDNA dos 
microrganismos biodeteriogénicos. 

 

 

 

10 20 30 40 50
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger ----TCCAACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGA
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani --------------------------------------------------
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens --------------------------GTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGA
Stereum hirsutum ----------------ACTTGAATTCGTAGTCATATGCTTGTCTCAAAGA
Sporothrix schenckii --------------------------------------------------
Saccharomyces cerevisiae --------------------------------------------------
Rhodotorula lactosa ----------------------------AGTCATATGCTTGTCTCAAAGA
EUK516 --------------------------------------------------

60 70 80 90 100
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger TTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAG-CACTTTATACTGTGAAACTGCGA
Cladosporium cladosporioides -------------GTCTAAGTATAAG-CAACT-ATACGGTGAAACTGCGA
Fusarium solani --------------------------------------------------
Nectria pseudotrichia ----------------------TA-G-CA-TT-ATACAGCGAAACTGCGA
Penicillium decumbens TTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAG-CACTTTATACTGTGAAACTGCGA
Stereum hirsutum TTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACAAATTTGTNCTGTGAAACTGCGA
Sporothrix schenckii ---------------GTCTAAGTATAAGCAATTATACAGCGAAACTGCGA
Saccharomyces cerevisiae ----------------------------------TACAGTGAAACTGCGA
Rhodotorula lactosa TTAAGCCATGCATGTCTAAGTATAAACAAATCTATACTGTGAAACTGCGA
EUK516 --------------------------------------------------

110 120 130 140 150
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger ATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTACCTTACTA-CATG
Cladosporium cladosporioides ATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTACCTTACTA-CATG
Fusarium solani --------------------------------------------------
Nectria pseudotrichia ATGGCTCATTATATAAGTTATCGTTTATTTGATAGTACCTTACTA-CTTG
Penicillium decumbens ATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTACCTTACTA-CATG
Stereum hirsutum ATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATTTGATGGTATCTTGCTA-CATG
Sporothrix schenckii ATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTACCTTACTAC--TT
Saccharomyces cerevisiae ATGGCTCATTAAATCAGTTATCGTTTATTTGATAGTTCCTTTACTACATG
Rhodotorula lactosa ATGGCTCATTAAATCAGTTATAGTTTATTTGATGGTACCTTACTA-CATG
EUK516 --------------------------------------------------

160 170 180 190 200
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger GATACCTG-TGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTGA-AAACCTCGACTT
Cladosporium cladosporioides GATAACCG-TGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTAA-AAACCTCGACTT
Fusarium solani --------------------------------------------------
Nectria pseudotrichia GATAACCG-TGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTAA-AAATCCCGACTT
Penicillium decumbens GATACCTG-TGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTAA-AAACCCCGACTT
Stereum hirsutum GATAACTG-TGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCAATCAAGCCCCGACTT
Sporothrix schenckii GGATAACCGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTGAAAACCCCGAC--T
Saccharomyces cerevisiae GTATAACTGTGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTTAAAATCTCGACCCT
Rhodotorula lactosa GACAACTG-TGGTAATTCTAGAGCTAATACATGCTGAAAAGCCCCGACTT
EUK516 --------------------------------------------------

210 220 230 240 250
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger C-GGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAACCAATG-CCCTTCGGGGCTC
Cladosporium cladosporioides C-GGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAACCAATG-CCCTTCGGGGCTC
Fusarium solani ------------------------------CCAATG-CCCTTCGGGGCTC
Nectria pseudotrichia C-GGAAGGGATGTATTTATTAGATTAAAAACCAATG-CCCTTCGGGGCTC
Penicillium decumbens CAGGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAACCAACG-CCCTTCGGGGCTC
Stereum hirsutum CTGGAAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAACCAACG-CGGCTCGCCGCTC
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Anexo B: Alinhamento múltiplo das sequências 18S rDNA dos 
microrganismos biodeteriogénicos (continuação). 

 

 

Sporothrix schenckii TCGGAAGGGATGTATTTATTAGATTAAAAACCAATG-CCCTTCGGGGCTC
Saccharomyces cerevisiae TTGGAAGAGATGTATTTATTAGATAAAAAATCAATG-TCTTC--GGACTC
Rhodotorula lactosa CTGGGAGGGGTGTATTTATTAGATAAAAAACCAATGGCGGGTCAAACCGT
EUK516 --------------------------------------------------

260 270 280 290 300
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger CTT--GGTGAATCATAATAACTTAACGAATCGCATGGCCTTGCGCCGGCG
Cladosporium cladosporioides CTT--GGTGAATCATAATAACTTAACGAATCGCATGGCCTTGCGCCGGCG
Fusarium solani ACT--GGTGATTCATGATAACTCCTCGAATCGCATGGCCTTGTGCCGGCG
Nectria pseudotrichia CTT--GGTGATTCATGATAACTTCTCGAATCGCATGGCCTTGCGCCGGCG
Penicillium decumbens CTT--GGTGAATCATAATAACTTAACGAATCGCATGGCCTTGCGCCGGCG
Stereum hirsutum CTT-TGGTGATTCATAATAACTTCTCGAATCGCATGGCCTTGTGCCGGCG
Sporothrix schenckii CCT--GGTGATTCATAATAACTTCTCGAATCGCACGGCCTTGCGCCGGCG
Saccharomyces cerevisiae TTT--GATGATTCATAATAACTTTTCGAATCGCATGGCCTTGTGCTGGCG
Rhodotorula lactosa CTTGCGTTGAATCATGATAACTGCTCGAATCGCATGGCCTTGCGCCGGCG
EUK516 --------------------------------------------------

310 320 330 340 350
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger ATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGG
Cladosporium cladosporioides ATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGG
Fusarium solani ATGGTTCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGATGTTTGGGTATTGG
Nectria pseudotrichia ATGGTTCATTCAAATTTCTTCCCTATCAACTTTCGATGTTTGGGTATTGG
Penicillium decumbens ATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGG
Stereum hirsutum ATGCTTCATTCAAATATCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGAGG
Sporothrix schenckii ATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGACGGCTGGGTCTTGG
Saccharomyces cerevisiae ATGGTTCATTCAAATTTCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGATAGTGG
Rhodotorula lactosa ATGCTTCATTCAAATATCTGCCCTATCAACTTTCGATGGTAGGGTAGAGG
EUK516 --------------------------------------------------

360 370 380 390 400
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger CCTACCATGGTGGCAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGA
Cladosporium cladosporioides CCTACCATGGTATCAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGACTCCGGAGA
Fusarium solani CCAAACATGGTTGCAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGA
Nectria pseudotrichia CCAAACATGGTTGCAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGA
Penicillium decumbens CCTACCATGGTGGCAACGGGTAACGGGGAATTAGGGTTCGATTCCGGAGA
Stereum hirsutum CCTACCATGGTTTCAACGG-TAACGGGGAATAAGGGNTCGATTCCGGAGA
Sporothrix schenckii CCAGCCATGGTGACAACGGGTAACGGAGGGTTAGGGCTCGACCCCGGAGA
Saccharomyces cerevisiae CCTACCATGGTTTCAACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGAGA
Rhodotorula lactosa CCTACCATGGTGATGACGGGTAACGGGGAATAAGGGTTCGATTCCGGGGA
EUK516 --------------------------------------------------

410 420 430 440 450
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger GGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAA
Cladosporium cladosporioides GGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAA
Fusarium solani AGGAGCCTGAGAAACGGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAA
Nectria pseudotrichia AGGAGCCTGAGAAACGGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAA
Penicillium decumbens GGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAA
Stereum hirsutum GGGAGCCTGAGAAACGGCTNCCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAA
Sporothrix schenckii AGGAGCCTGAGAAACGGCTACTACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAA
Saccharomyces cerevisiae GGGAGCCTGAGAAACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAA
Rhodotorula lactosa GAGGGCCTGAGAAACGGCCCTCAGTCCTAAGGGACG-AGCAGGCGCGCAA
EUK516 --------------------------------------------------

460 470 480 490 500
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger ATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACGGG
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Anexo B: Alinhamento múltiplo das sequências 18S rDNA dos 
microrganismos biodeteriogénicos (continuação). 

 

 

Cladosporium cladosporioides ATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGG
Fusarium solani ATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGG
Nectria pseudotrichia ATTACCCAATCCCGACTCGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGG
Penicillium decumbens ATTACCCAATCCCGATACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACGGG
Stereum hirsutum ATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATAACAATATAGG
Sporothrix schenckii ATTACCCAATCCCGACACGGGGAGGTAGTGACAATAAATACTGATACAGG
Saccharomyces cerevisiae ATTACCCAATCCTAATTCAGGGAGGTAGTGACAATAAATAACGATACAGG
Rhodotorula lactosa ATTTCCCA-TCCCGACACGGGGAGATAGTGACAATAAATAACAATATAGG
EUK516 --------------------------------------------------

510 520 530 540 550
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger GCTCTTTTGGGTCTCGTAATTGGAATGAGTACAATCTAAATCCCTTAACG
Cladosporium cladosporioides GCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACG
Fusarium solani GCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACG
Nectria pseudotrichia GCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACG
Penicillium decumbens GCTCTTTTGGGTCTCGTAATTGGAATGAGAACAATTTAAATCCCTTAACG
Stereum hirsutum GCTCTTTTGGGTCTTATAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACG
Sporothrix schenckii GCTCTTTTGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATTTAATTCCCTTAACG
Saccharomyces cerevisiae GCCCATTCGGGTCTTGTAATTGGAATGAGTACAATGTAAATACCTTAACG
Rhodotorula lactosa GCTCTTTTGGGTCT-ATAATTGGAATGAGTACAATTTAAATCCCTTAACG
EUK516 --------------------------------------------------

560 570 580 590 600
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger AGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
Cladosporium cladosporioides AGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
Fusarium solani AGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
Nectria pseudotrichia AGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
Penicillium decumbens AGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
Stereum hirsutum AGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
Sporothrix schenckii AGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
Saccharomyces cerevisiae AGGAACAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
Rhodotorula lactosa AGGATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGC
EUK516 ----------GGAGGGCAAGTCTGGT------------------------

610 620 630 640 650
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger TCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAAC
Cladosporium cladosporioides TCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAAC
Fusarium solani TCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGTGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAAC
Nectria pseudotrichia TCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGTGGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAAC
Penicillium decumbens TCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAAC
Stereum hirsutum TCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAAC
Sporothrix schenckii TCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAAC
Saccharomyces cerevisiae TCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGAAC
Rhodotorula lactosa TCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGCCGTTAAAAAGCTCGCAGTCGAAC
EUK516 --------------------------------------------------

660 670 680 690 700
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger CTTGGGTCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACC--GCGAGTACTGG---TCCG
Cladosporium cladosporioides CTTGGGCCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACC--GCGTGTACTGG---TCCG
Fusarium solani CTTGGGCCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACC--GCGTGTACTGG---TCCG
Nectria pseudotrichia CTTGGGCCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACC--GCGTGTACTGG---TCCG
Penicillium decumbens CTTGGGTCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACC--GCGAGTACTG----TCCG
Stereum hirsutum TTCAGACCTGGCCGGGCGGTCCGCCTAAC--GGTGAGTACTG----TCTG
Sporothrix schenckii CTTGGGCCTGGCTGGCCGGTCCGCCTCACC--GCGTGCACTGG---TCCG
Saccharomyces cerevisiae TTTGGGCCCGGTTGGCCGGTCCGATTT-TT--TCGTGTACTGGATTTCCA
Rhodotorula lactosa TT--GCCTTTGCCGCCCGGTCCGCCTTTTTGGGTGTGTACTGG---AGCG
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EUK516 --------------------------------------------------

710 720 730 740 750
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger GCTGGACCTTTCCTTCTGGGGAATCT-CATGGCCTTCACTGGCTGTGG-G
Cladosporium cladosporioides GCCGGGCCTTTCCTTCTGGGGAACCT-CATGCCCTTCACTGGGCGTGTTG
Fusarium solani GCCGGGCCTTTCCCTCTGTGGAACCC-CATGCCCTTCACTGGGTGTGGCG
Nectria pseudotrichia GCCGGGCCTTTCCCTCTGTGGAACCC-CATGCCCTTCACTGGGTGTGGCG
Penicillium decumbens GCTGGACCTTTCCTTCTGGGGAACCT-CATGGCCTTCACTGGCTGTGG-G
Stereum hirsutum GCTGGGCCTTACCTCTTGGTGAGCCGGCATGCCCTTTACTGGGTGTGTCG
Sporothrix schenckii GCCGGGTCTTTCCCTCTGGGGAGCCG-CATGCCCTTCACTGGGTGTGTCG
Saccharomyces cerevisiae ACGGGGCCTTTCCTTCTGGCTAACCT-TGAGTCCTTG--TGGCTCT--TG
Rhodotorula lactosa GTGGAGGCTTACCTCGTGGTGAGC-GCTATGCCCTTAACTGGG-GTAGTC
EUK516 --------------------------------------------------

760 770 780 790 800
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger GGGAACCAGGACTTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCT
Cladosporium cladosporioides GGGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCT
Fusarium solani GGGAAACAGGACTTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGCTCCAGGCAGGCCT
Nectria pseudotrichia GGGAAACAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGCTCCAGGCAGGCCT
Penicillium decumbens GGGAACCAGGACTTTTACTGTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCCT
Stereum hirsutum GGGAACCAGGACTTTTACCTTGAGAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGG-CC
Sporothrix schenckii GGGAACCAGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCTT
Saccharomyces cerevisiae GCGAACCNGGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGCGT
Rhodotorula lactosa GGGAACCATGACTTTTACTTTGAAAAAATTAGAGTGTTCAAAGCAGGACT
EUK516 --------------------------------------------------

810 820 830 840 850
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger TT-GCTCGAATACATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGCGGTTCTA
Cladosporium cladosporioides TT-GCTCGAATACATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGTGGTTCTA
Fusarium solani AT-GCTCGAATACATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGTGGTTCTA
Nectria pseudotrichia AT-GCTCGAATACATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGTGGTTCTA
Penicillium decumbens TT-GCTCGAATACATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGCGGTTCTA
Stereum hirsutum TATGCCCGAATACATTAGCATGGAATAATAAAATAGGACGTGCGGTTCTA
Sporothrix schenckii AT-GCTCGGATACATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTGCGGTTCTA
Saccharomyces cerevisiae ATTGCTCGAATATATTAGCATGGAATAATAGAATAGGACGTTTGGTTCTA
Rhodotorula lactosa TACGCCCAAATACATTAGCATGGAATAATAAAATAGGACGTGCGGTTCTA
EUK516 --------------------------------------------------

860 870 880 890 900
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger TTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGATAGTCGGGGG
Cladosporium cladosporioides TTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGATAGTCGGGGG
Fusarium solani TTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGG
Nectria pseudotrichia TTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGG
Penicillium decumbens TTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGATAGTCGGGGG
Stereum hirsutum TTTTGTTGGTTTCTAGAGTCGCCGTAATGATTAATAGGGATAGTTGGGGG
Sporothrix schenckii TTTTGTTGGTTTCTAGGACCGCCGTAATGATTAATAGGGACAGTCGGGGG
Saccharomyces cerevisiae TTTTGTTGGTTTCTAGGACCATCGTAATGATTAATAGGGACGGTCGGGGG
Rhodotorula lactosa TTTTGTTGGTTTCTAGGATCGCCGTAATGATTAATAGG-ATAGTTGGGGG
EUK516 --------------------------------------------------

910 920 930 940 950
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger CGTCAGTATTCAGCTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTGCTGAAGACTA
Cladosporium cladosporioides CATCAGTATTCAATCGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTGATTGAAGACTA
Fusarium solani CATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTA
Nectria pseudotrichia CATCAGTATTCCGTTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTACGGAAGACTA
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Penicillium decumbens CGTCAGTATTCAGCTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTGCTGAAGACTA
Stereum hirsutum CATTAGTATTGCGTTGCTAGAGGTGAAATTCTTGGATTGACGCAAGACTA
Sporothrix schenckii CATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTA
Saccharomyces cerevisiae CATCAGTATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATTGAAGACTA
Rhodotorula lactosa C-TTCGTATTCAATTGCTAGAGGTGAA-TTCTTGGATTTATTGAAGACGA
EUK516 --------------------------------------------------

960 970 980 990 1000
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger ACTACTGCGAAAGCATTCGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAGGGAACGAA
Cladosporium cladosporioides ACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAGTGAACGAA
Fusarium solani ACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAG-GAACGAA
Nectria pseudotrichia ACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAG-GAACGAA
Penicillium decumbens ACTACTGCGAAAGCATTCGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAGGGAACGAA
Stereum hirsutum ACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAA-GAACGAA
Sporothrix schenckii ACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTAATCAG-GAACGAA
Saccharomyces cerevisiae ACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGACGTTTTCATTAATCAA-GAACGAA
Rhodotorula lactosa ACTACTGCGAAAGCATTTGCCAAGGATGTTTTCATTGATCAA-GAACGAA
EUK516 --------------------------------------------------

1010 1020 1030 1040 1050
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger AGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAAC
Cladosporium cladosporioides AGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAAC
Fusarium solani AGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAAC
Nectria pseudotrichia AGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAAC
Penicillium decumbens AGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAAC
Stereum hirsutum GGTTAGGGGATCGAAAACGATCAGATACCGTTGTAGTCTTAACAGTAAAC
Sporothrix schenckii AGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAAC
Saccharomyces cerevisiae AGTTAGGGGATCGAAGATGATCAGATACCGTCGTAGTCTTAACCATAAAC
Rhodotorula lactosa GGTTAGGG-ATCGAAAC--ATCAGA-ACCGTTGTAGTCTTAACAGTAA-C
EUK516 --------------------------------------------------

1060 1070 1080 1090 1100
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger TATGCCGACTAGGGATCGGACGGTGTTTCTATTATGACCCGTTCGGCACC
Cladosporium cladosporioides TATGCCGACTAGGGATCGGACGGTGTTAGTATTTTGACCCGTTCGGCACC
Fusarium solani TATGCCGACTAGGGATCGGACGGTG-TTATTTTTTGACCCGTTCGGCACC
Nectria pseudotrichia TATGCCGACTAGGGATCGGACGATG-TTATATTTTGACTCGTTCGGCACC
Penicillium decumbens TATGCCGACTAGGGATCGGACGG-GATTCTATGATGACCCGTTCGGCACC
Stereum hirsutum TATGCCGACTAGGGATCGGGCGAACTCAATTTTATGTGTCGCTCGGCACC
Sporothrix schenckii TATGCCGACTAGGGATCGGACGATG-TTATTTTTTGACTCGTTCGGCACC
Saccharomyces cerevisiae TATGCCGACTAGGGATCGGGTGGTGTTTTTTTAATGACCCACTCGGCACC
Rhodotorula lactosa GATGCCGACTAGGGATCGGACGAGG--ATTTTTAATGACTCTTCGGCACC
EUK516 --------------------------------------------------

1110 1120 1130 1140 1150
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger TTACGAGAAATCA-AAGTTTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGG
Cladosporium cladosporioides TTACGAGAAATCA-AAGTTTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAG-
Fusarium solani TTACGAGAAATCA-AAGTGCTTGGGCTCCAGGGGGAGTATGGTCGCAAGG
Nectria pseudotrichia TTACGAGAAATCA-AAGTGCTGG---------------------------
Penicillium decumbens TTACGAGAAATCA-AAGTTTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGG
Stereum hirsutum TTACGAGAAATCA-AAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGG
Sporothrix schenckii TTACACGAAAGTACAAGTTTCTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGG
Saccharomyces cerevisiae TTACGAGAAATCA-AAGTCTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAAGG
Rhodotorula lactosa TCAAGAGAAATCT-TTAAGTT-AGGTTCGGGGGGGAGTATGGTCGCAAGG
EUK516 --------------------------------------------------

1160 1170 1180 1190 1200
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....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|
Aspergillus niger CTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCA-GGCGTGGAGCCTG
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani CTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCA-GGGGTGGAGCCTG
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens CTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACAA-GGCGTGGAGCCTG
Stereum hirsutum CTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCA-GGAGTGGAGCCTG
Sporothrix schenckii CTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACCA-GGGGTGGAATCTG
Saccharomyces cerevisiae CTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCA-GGAGTGGAGCCTG
Rhodotorula lactosa CTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCATGGTGTGGAGCCTG
EUK516 --------------------------------------------------

1210 1220 1230 1240 1250
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger CGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACAAAATA
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani CGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATG
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens CGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACAAAATA
Stereum hirsutum CGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACATAACT
Sporothrix schenckii CGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACGATG
Saccharomyces cerevisiae CGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACAATA
Rhodotorula lactosa CGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACACGACA
EUK516 --------------------------------------------------

1260 1270 1280 1290 1300
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATCTTTTGGATGGTGGTGCAT
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCAT
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATCTTTTGGATGGTGGTGCAT
Stereum hirsutum AGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTTTATGGGTGGTGGTGCAT
Sporothrix schenckii AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTCGTGGGTGGTGGTGCAT
Saccharomyces cerevisiae AGGATTGACAGATTGAGAGCTCTTTCTTGATTTTGTGGGTGGTGGTGCAT
Rhodotorula lactosa AGGATTGACAGATTGATAGCTCTTTCTTGATTTCGTGGTTGGTGGTGCAT
EUK516 --------------------------------------------------

1310 1320 1330 1340 1350
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger GGCCGTTCTTAGTCGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAA
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani GGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAA
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens GGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAA
Stereum hirsutum GGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAA
Sporothrix schenckii GGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCCTAATCGCGATAACGAA
Saccharomyces cerevisiae GGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAA
Rhodotorula lactosa GGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGTGATTTGTCTGGTTAATTCCGATAACGAA
EUK516 --------------------------------------------------

1360 1370 1380 1390 1400
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger CGAGACCTCGGCCC-TTAAATAGCCCGGTCCGCATTTGCGGGCCGCTGGC
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani CGAGACCTTAACCTGCTAAATAGCCCGTATTGCTTTGGCAGTACGCTGGC
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens CGAGACCTCGGCCC-TTAAATAGCCCGGTCCGCATTTGCGGGCCGCTGGC
Stereum hirsutum CGAGACCTTAACCTGCTAAATAGCCCGGCCGGCTTTTGCTGGTCGTTGGC
Sporothrix schenckii CGAGACCTTAACCTGCTAAATAGCCCGCGTTGCTTTGGCAGCGCGCTGGC
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Saccharomyces cerevisiae CGAGACCTTAACCTACTAAATAGTGGTGCTAGCATTTGCTGGTTATCCAC
Rhodotorula lactosa CGAGACCTTAACCTGCTAAATAGCCCGGCCGACTTTGGTTGGTCGCTGGC
EUK516 --------------------------------------------------

1410 1420 1430 1440 1450
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger TTCTTAGGGGGACTATCGGC-TCAAGCCGATGGAAGTGCGCGGCAATAAC
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani TTCTTAGAGGGACTATCGGC-TCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAAC
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens TTCTTAGGGGGACTATCGGC-TCAAGCCGATGGAAGTGCGCGGCAATAAC
Stereum hirsutum TTCTTAGAGGGACTGTCAGCGTCTAGCTGACGGAAGTTTGAGGCAATAAC
Sporothrix schenckii TTCTTAGAGGGACTATCGGC-TCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAAC
Saccharomyces cerevisiae TTCTTAGAGGGACTATCGGTTTCAAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAAC
Rhodotorula lactosa TTCTTAGAGGGACTATCGGCGTTTAGCCGATGGAAGTTTGAGGCAATAAC
EUK516 --------------------------------------------------

1460 1470 1480 1490 1500
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAC
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAC
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAC
Stereum hirsutum AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAC
Sporothrix schenckii AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGTTACACTGAC
Saccharomyces cerevisiae AGGTCTGTGATGCCCTTAGACGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAC
Rhodotorula lactosa AGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCACGCGCGCTACACTGAC
EUK516 --------------------------------------------------

1510 1520 1530 1540 1550
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger AGGGCCAGCGAGTACATCACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTTA
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani GGAGCCAGCGAGTACTTC--CTTGTCCGAAAGGTCCGGGTAATCTTGTTA
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens AGGGCCAGCGAGTACATCACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGTAATCTTGTTA
Stereum hirsutum AGAGCCAGCGAGTTCATCTCCTTGTCCGGAAGGACTGGGTAATCTTGTGA
Sporothrix schenckii AGAGCCAGCGAGTTCCTC--CTTGGCCGAAAGGCCTGGGTAATCTTGTGA
Saccharomyces cerevisiae GGAGCCAGCGAGTCTAAC--CTTGGCCGAGAGGTCTTGGTAATCTTGTGA
Rhodotorula lactosa CGAACCAGCGAGTTTTTCTCCTTAGCCGGAAGGCTTGGGTAATCTTGTGA
EUK516 --------------------------------------------------

1560 1570 1580 1590 1600
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger AACCCTGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAG
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani AACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAG
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens AACCCTGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAG
Stereum hirsutum AACTCTGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAG
Sporothrix schenckii AACTCTGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAG
Saccharomyces cerevisiae AACTCCGTCGTGCTGGGGATAGAGCATTGTAATTATTGCTCTTCAACGAG
Rhodotorula lactosa AACTCGGTCGTGATGGGGATAGAGCATTGCAATTATTGCTCTTCAACGAG
EUK516 --------------------------------------------------

1610 1620 1630 1640 1650
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger GAATGCCTAGTAGGCACGAGTCATCAGCTCGTGCCGATTACGTCCCTGCC
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
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Fusarium solani GAATCCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCC
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens GAATGCCTAGTAGGCACGAGTCATCAGCTCGTGCCGATTACGTCCCTGCC
Stereum hirsutum GAATTCCTAGTAAGCGTGAGTCATCAGCTCGCGTTGATTACGTCCCTGCC
Sporothrix schenckii GAATCCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAACTTGCGTTGATTACGTCCCTGCC
Saccharomyces cerevisiae GAATTCCTAGTAAGCGCAAGTCATCAGCTTGCGTTGATTACGTCCCTGCC
Rhodotorula lactosa GAATACCTAGTAAGCGTGAGTCATCAGCTCGCGTTGAATACGTCCCTGCC
EUK516 --------------------------------------------------

1660 1670 1680 1690 1700
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger CTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCGGTGAGGC
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani CTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCAGTGAGGC
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens CTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCAGTGAGGC
Stereum hirsutum CTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGAC
Sporothrix schenckii CTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTCAGTGAGGC
Saccharomyces cerevisiae CTTTGTACACACCGCCCGTCGCTAGTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGC
Rhodotorula lactosa CTTTGTACACACCGCCCGTCGCTACTACCGATTGAATGGCTTAGTGAGGT
EUK516 --------------------------------------------------

1710 1720 1730 1740 1750
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger CTTCGGACTGGCTCAGGAGGGTTGGCAACGACCCCCCAGAGCCGGAAAGT
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani GTCCGGACTGGCCCAGAGAGGTGG--------------------------
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens CTTCGGACTGGCTCAGGAGGGTTGGCAACGACCCCCCAGAGCCGGAAAGT
Stereum hirsutum CTCCGGATTGGCTTTGGGGAGTCGGCAACGACACCCTATTGCTGAGAAGT
Sporothrix schenckii TTCCGGACTGGCCCAGAGGGGTGGGCAACTACCCTTCCGGGCCGGAAAGT
Saccharomyces cerevisiae CTCAGGATCTGCTTAGAGAAGGGGGCAACTCCATCTCAGAGCGGAGAATT
Rhodotorula lactosa CTCCGGATTGGCTTCTGGGAGCCGGCAACGGCACCTAGTCGCTGAGAAGT
EUK516 --------------------------------------------------

1760 1770 1780 1790 1800
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger TGGTCAAACCCGGTCATTTAGAG---------------------------
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani --------------------------------------------------
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens TGGTCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCG
Stereum hirsutum TGGTCAAACTTGGTCATTTAGAGGAA--TAAAATCGTAACAAG--TTCCG
Sporothrix schenckii TATCCAAACTCGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTCTCCG
Saccharomyces cerevisiae TGGACAAACTTGGTCATTTAGAGGAACTAAAAGTCGTAACAAGGT-----
Rhodotorula lactosa TGATCGAACTTGGTCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCG
EUK516 --------------------------------------------------

1810 1820 1830 1840 1850
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|

Aspergillus niger --------------------------------------------------
Cladosporium cladosporioides --------------------------------------------------
Fusarium solani --------------------------------------------------
Nectria pseudotrichia --------------------------------------------------
Penicillium decumbens TAGGTGAACCTGCGGA----------------------------------
Stereum hirsutum TAGTGAACCTGC--------------------------------------
Sporothrix schenckii TTGGTGAACCTGCGG-----------------------------------
Saccharomyces cerevisiae --------------------------------------------------
Rhodotorula lactosa T-------------------------------------------------
EUK516 --------------------------------------------------
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Anexo C: Curvas de crescimento de leveduras 

Seguiu-se o crescimento das leveduras a 600 nm e os dados absorvência/tempo 
foram ajustados segundo Zwietering et al., 1990. 

Saccharomyces cerevisiae CCMI 396 crescida em YPD 

Condições Gráfico 
Ajuste 

Coeficiente Erro padrão 

T (ºC) 28 

t (min)

0 500 1000 1500 2000

L
n
 (
A

/A
o
)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

(Ln A/Ao)=a*e(-e(b-(c*x)))

R2 = 0.9967

 

a 2,5143 0,0278 

vagitação 
(r.p.m.) 

120 b 2,2185 0,0999 

Volume 
(mL) 

100 c 0,0111 0,0005 

 R2 0.9967 

T (ºC) 28 

t (min)

0 500 1000 1500 2000

L
n

 (
A

/A
o

)

0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
1,2
1,4
1,6
1,8
2,0

(Ln A/Ao)=a*e(-e(b-(c*x)))

R2 = 0.9909

 

a 1,7508 0,0244 

vagitação 
(r.p.m.) 

120 b 3,0757 0,1696 

Volume 
(mL) 

100 c 0,0111 0,0006 

 R2 0.9909 

T (ºC) 28 

t (min)

0 100 200 300 400 500 600

L
n

 (
A

/A
o

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5
(Ln A/Ao)=a*e(-e(b-(c*x)))

R2 = 0.9980

 

a 2,9422 0,0428 

vagitação 
(r.p.m.) 

120 b 2,3155 0,115 

Volume 
(mL) 

100 c 0,0132 0,0007 

 R2 0,998 

 



 
7. Anexos 

80 
 

Anexo C: Curvas de crescimento de leveduras (continuação) 

 

Rhodotorula sp. crescida em YPD 

Condições Gráfico 
Ajuste 

Coeficiente Erro padrão 

T (ºC) 28 

t (min)

0 500 1000 1500 2000

L
n

 (
A

/A
o

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

(Ln A/Ao)=a*e(-e(b-(c*x)))

R2 = 0.9941

 

a 3.2132 0.0298 

vagitação 
(r.p.m.) 

120 b 1.9116 0.1265 

Vt 
(mL) 

100 c 0.0063 0.0004 

  R2 0.9941 

T (ºC) 28 

t (min)

0 1000 2000 3000 4000

L
n
 (
A

/A
o
)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

(Ln A/Ao)=a*e(-e(b-(c*x)))

R2 = 0.9926

 

a 2,316 0,0225 

vagitação 
(r.p.m.) 

120 b 1,7971 0,0798 

Vt 
(mL) 

100 c 0,0058 0,0002 

  R2 0.9926 

T (ºC) 28 

t (min)

0 500 1000 1500 2000

L
n
 (
A

/A
o
)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

(Ln A/Ao)=a*e(-e(b-(c*x)))

R2 = 0.9890

 

a 2,5779 0,0889 

vagitação 
(r.p.m.) 

120 b 1,5466 0,1063 

Vt 
(mL) 

100 c 0,0056 0,0004 

  R2 0.9890 

 

 


