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Resumo

Resumo

As peliculas fotograficas em acetato de celulose sdo propensas a degradacdo quimica, o
chamado sindrome do vinagre e a degradacdo microbiologica por fungos e bacteérias.

Neste trabalho foram estudados seis negativos fotograficos de uma colecéo particular.
Na caracterizagdo material dos negativos foram utilizadas técnicas de andlise nédo
destrutiva, como a fotografia, a microscopia Otica, a microscopia eletronica de
varrimento, a espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier em modo de
reflexdo total atenuada, a espetroscopia de fluorescéncia de raios-X e a micro-difracao
de raios-X. Foi ainda utilizada a pirdlise seguida de cromatografia gasosa acoplada a
espetrometria de massa. A colonizagdo bioldgica das amostras historicas foi avaliada
através do isolamento de microrganismos. Foi ainda avaliada a capacidade dos isolados
bacterianos de crescerem na presenca de peliculas fotogréficas e determinada a
atividade celulolitica de duas estirpes fungicas de modo a avaliar a sua influéncia na

biodeterioracéo.
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Abstract

Chemical, microbiological and morphological analysis of 20" century
photographic negatives

Abstract

Cellulose acetate photographic negatives are prone to chemical degradation called
vinegar syndrome and microbiological degradation by fungi and bacteria.

In this work six photographic negatives from a private collection were studied. A non-
destructive characterization methodology which included photography under
transmitted, raking and ultraviolet illuminations, observations in dark field and stereo
microscopes, morphological and chemical evaluation by variable pressure scanning
electron microscopy coupled with energy dispersive X-ray spectroscopy, attenuated
total reflection Fourier transform infrared spectroscopy, micro X-ray diffraction and
energy dispersive X-ray fluorescence techniques were used in conjunction with
microbiological studies. Sampling was required for pyrolysis-gas chromatography-mass
spectrometry. The biological colonization of historical samples was determined by
isolation of microorganisms. Was also evaluated the ability of bacterial isolates to grow
in the presence of photographic films and the enzymatic activity of cellulase of two

different species of fungi was analysed to assess their influence on biodeterioration.
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Caraterizagéo do problema

A deterioracdo de peliculas fotogréaficas pode ter origem quimica e bioldgica. O
sindrome do vinagre ¢ uma forma lenta de degradagdo quimica que afeta apenas
materiais plasticos de acetato de celulose. Uma das mudancas fisicas que ocorrem em
estadios avancados de deterioracdo € a fragilizacdo do suporte de plastico, no qual um
material anteriormente flexivel e forte se torna fraco e quebradico. A deterioracdo
microbioldgica é um problema comum em colec¢Bes de fotografia e pode ser causada
pela acdo de bactérias e/ou fungos.

A conservacdo de colecBes de fotografias, que podem também ser consideradas
obras de arte, é muito importante pois estas colecGes englobam uma diversidade de
técnicas e contam a prépria histéria de uma nacdo. Sdo consideradas heranca
patrimonial regional e nacional que caracterizam determinadas épocas e costumes.

O conhecimento de materiais usados na producéo e das causas da deterioracéo,
recorrendo a técnicas de caraterizacdo maioritariamente ndo invasivas e a estudos
microbioldgicos, é fundamental para o desenhar de condices de guarda e
acondicionamento adequadas, e verificar a forma como estas se refletem no seu atual
estado de conservacdo permitindo assim, apds a conclusdo do diagnostico, escolher que

procedimentos poderdo ser adotados para a sua conservagdo ou restauro.
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Obijetivos do trabalho

Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral compreender os processos de producéo e

as causas subjacentes a deterioracdo de negativos histdricos em acetato de celulose.

Objetivos especificos

Conhecer e compreender a constituicdo de um negativo de acetato de celulose
Utilizar técnicas ndo destrutivas na caracterizacdo de negativos

Avaliar o grau de degradacdo quimica e microbioldgica dos negativos

Isolar microrganismos que contaminam 0s negativos

Avaliar a influéncia dos isolados bacterianos e de fungos filamentosos na

degradacéo de negativos

XXi
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Introducéo

1.1. HISTORIA DA FOTOGRAFIA

Historicamente, sabe-se que ainda antes de existir a escrita, 0 homem primitivo
ja comunicava por meio de desenhos, pois a imagem precede a palavra escrita na ordem
evolutiva da linguagem. Mesmo durante a evolugéo da escrita, tanto o desenho como a
pintura e outros meios de comunicacdo visuais continuaram a ser importantes no
processo cultural e civilizacional (Harrell, 2003). O surgimento da literatura e das artes
representativas ndo parou a procura de um processo mais realista de registar o mundo.
De facto, as imagens comunicam em niveis diferentes dos da palavra, seja ela escrita ou
falada. Mas é também verdade que tanto a pintura como o desenho ou a gravura ndo
conseguiram satisfazer o desejo de retratar o0 mundo com o maior realismo possivel
(Harrell, 2003). A fotografia representa o detalhe, a mindcia, a perspectiva, a luz, o
momento fugaz, a espontaneidade, e a velocidade que muitos procuravam, mas nao
conseguiam por outros meios (Harrell, 2003).

Enquanto técnica, a fotografia baseia-se em dois processos distintos: um fisico e
um quimico. O processo fisico envolve as leis da 6tica (as objetivas e a caixa escura que
permitem a formacdo e captura da imagem). O processo quimico é o que permite o
registo latente da imagem num suporte sensibilizado com cristais de prata que, depois
de revelado e fixado, produz uma imagem permanente (Pavéo, 2001).

No inicio do século XIX, a burguesia culta de Inglaterra e Franca interessou-se
pelas aplicagdes praticas das novas descobertas cientificas. Nesta altura eram muitos os
investigadores que estudavam o processo para obter a fotografia. Um dos mais bem-
sucedidos foi o litografo e inventor francés Nicéphore Niépce que em 1816 ja tinha
conseguido realizar uma imagem em camara escura utilizando papel sensibilizado com
cloreto de prata. Mas os tons ficavam invertidos e as suas buscas para sensibilizar
provas positivas sé resultaram em 1826 quando Niépce usou uma substancia a base de
verniz de asfalto (betume da judeia) que aplicada sobre vidro, endurecia e, associada a
uma mistura de oOleos, fixava a imagem. Em 1827 Niépce expds uma placa de estanho
coberta com betume da judeia na cdmara escura e obteve, depois de uma exposicéo de
oito horas, uma imagem de um pombal (Fig. 1.1.), que era a vista da janela da sua sala
de trabalho (Carvalhal, 2006).
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Figura 1.1. Imagem de um pombal obtida por Niépce em 1827 (Carvalhal, 2006).

Mas o sistema heliografico ainda ndo era o adequado para a fotografia pois ndo
reduzia a duracdo da exposicdo necessaria a obtencdo de imagens. Em 1827 Niépce
associa-se a Louis Daguerre e os dois prosseguiram as suas investigacdes em comum
(Carvalhal, 2006). Depois da morte de Niépce em 1833, Daguerre continuou as suas
experiéncias em Paris, com chapas revestidas a prata e sensibilizadas com iodeto de
prata. Em 1835 descobriu que o vapor de mercurio revelava as imagens, o que permitia
reduzir radicalmente a duracdo da exposicdo. Mas faltava saber como parar a acdo da
luz sobre a prata, 0 que provocava 0 escurecimento da imagem até ao seu
desaparecimento. Em 1837 Daguerre descobriu um processo para interromper a acdo da
luz, que incluia um banho de cloreto de sodio. Data desse ano aquela que € considerada
a primeira fotografia, o daguerre6tipo. Este € uma imagem fotogréafica, que tem por base
uma chapa de cobre coberta com uma camada de prata polida. As zonas claras sdo
formadas por uma améalgama de mercurio e prata e as zonas escuras Sao apenas a prata
polida refletindo uma superficie negra (Carvalhal, 2006; Pavao, 2001).

Quando foi anunciada a invengdo do daguerredtipo apareceram outros a
reclamar igualmente para si este feito. Um deles foi o inglés William Fox Talbot, que
em 1835 tinha conseguido obter o que pode ser considerado o primeiro negativo da
histdria da fotografia, denominado cal6tipo. O processo resumia-se a preparar uma folha
de papel com sais de prata, tornando-a sensivel a luz. Quando exposta ao sol, o cloreto
de prata escurecia e ao fim de alguns minutos formava-se uma imagem de fundo

avermelhado, com a silhueta dos objetos recortada. A imagem continuaria a escurecer se
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0s sais sensiveis a luz ndo fossem removidos e, para o fazer, Talbot usou uma solucéo
concentrada de cloreto de sodio. Talbot designou estas provas como “desenhos
fotogénicos” (Carvalhal, 2006; Pavéo, 2001).

O suporte ideal para negativos deve ser transparente, plano, de superficie polida,
estdvel e barato. No ano de 1850 o material que mais se aproximava destas
caracteristicas era o vidro. Contudo o vidro néo era capaz de segurar 0s sais de prata,
sendo necessario algo mais que funcionasse como ligante entre o vidro e os sais de prata
(Pavao, 2001). Os primeiros negativos em vidro usavam clara de ovo como ligante. Em
1851 surge outro processo de fazer negativos em vidro, apresentado pelo escultor inglés
Frederick Scott Archer que usou como ligante uma substancia designada por colddio. O
colddio é um liquido viscoso, que depois de seco forma sobre o vidro uma pelicula
transparente e impermeavel (Carvalhal, 2006; Pavéo, 2001).

Em 1871, Richard Leach Maddox, médico e microscopista inglés, fixa o
brometo de prata em uma suspensdo gelatinosa, criando assim o processo de chapas
secas. Maddox espalhou sobre o vidro uma solucédo de gelatina contendo sais de prata,
em que eram predominantes os sais de brometo de prata, formando-se uma fina pelicula
que se denominava por emulsdo. Depois de seca, a emulsdo permanecia firmemente
agarrada ao vidro e mantinha-se inalterada durante bastante tempo. Esta invencao foi de
grande importancia para a fotografia e foi nos anos seguintes aperfeicoada por John
Burgess, Richard Kennett e por Charles Harper Bennet que conseguiram fabricar placas
secas mais leves e de utilizacdo mais comoda que comecaram a ser fabricadas na
Europa e nos Estados Unidos a partir de 1878 (Carvalhal, 2006; Kodak, 2014; Pavéo,
2001).

Em 1883 o vidro, fragil e de manuseamento dificil, foi substituido por pelicula
flexivel. George Eastman produziu e comercializou um rolo fotografico em que a
emuls&o de gelatina com brometo de prata assentava sobre uma tira de papel. Em 1889 ¢
lancada no mercado a primeira pelicula com suporte de plastico, o nitrato de celulose. O
suporte de nitrato de celulose € instavel e muito inflamavel constituindo um risco para
os locais onde se acumula como, por exemplo, arquivos de fotografia e armazéns de
bobines de cinema. Em 1924 foi langada a pelicula em diacetato de celulose, designada
por safety por ndo arder tdo facilmente como o suporte de nitrato de celulose. Em 1949
surgiu a pelicula em triacetato de celulose, mais robusta, que substituiu o nitrato de

celulose em todas as suas aplicagdes. Na década de 1950 surge finalmente o poliéster, o
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suporte pléstico de melhor qualidade e maior estabilidade. Foi introduzido na industria
fotogréfica em 1955 (Pavéo, 2001).

Desde a invencdo do daguerreodtipo que os fotografos e cientistas procuravam
fazer fotografia a cores. J& em 1840 existia a preocupacédo de melhorar a sensibilidade a
cor dos filmes a preto e branco. Em 1873 Hermann W. Vogel, fotoquimico aleméo,
descobriu 0 processo de tornar o brometo de prata sensivel as radiacdes verdes e
amarelas e em 1884, também as radiacbes laranja e vermelhas. Este processo,
denominado sensibilizacdo Optica, deu origem em 1873 as primeiras placas
ortocromaticas (sensiveis a todas as radiacOes, excepto ao vermelho e hipersensiveis a
radiacdo azul). Ficaram assim lancadas as bases para a realizacdo da fotografia a cores
(Carvalhal, 2006).

O primeiro material a cores foi inventado em Franca pelos irmdos Lumiére, a
placa de cores autochrome. Uma placa autochrome consiste numa chapa de vidro
coberta por minusculos grdos transparentes de amido de batata com as trés cores
primarias, e para preencher os intersticios que pudessem deixar passar a luz, a chapa era
coberta com uma camada muito fina de p6 negro. Sobre esta matriz, era colocada uma
camada de emulsdo pancromaética de brometo de prata. O resultado era um positivo
transparente que teve sucesso imediato devido a melhor sensibilidade a cor e a sua
relativa facilidade de revelagdo (Carvalhal, 2006). Em 1935 surgiu no mercado o
primeiro processo cromogéneo, lancado pela Kodak com o nome comercial de
Kodachrome. Num processo cromogéneo, as cores sdo geradas durante o
processamento. As cores ndo estdo na emulsdo no momento da exposi¢do, sendo
fabricadas quimicamente nos banhos de processamento. As peliculas cromogeneas usam
0s sais de prata para registarem a luz, mas ndo usam a prata na imagem final. A prata é
removida no processamento, ficando apenas os corantes (Pavao, 2001). Em 1946, a

Kodak desenvolveu um novo processo cromogéneo, de corantes integrados na emuls&o.

1.2. NEGATIVOS EM ACETATO DE CELULOSE

1.2.1. O ACETATO DE CELULOSE
O acetato de celulose foi desenvolvido no inicio do século XXX como uma alternativa

segura ao nitrato de celulose, muito inflamavel. E predominantemente utilizado na
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indUstria téxtil e alimentar, em membranas de didlise, filtros de cigarro e pelicula
fotogréfica (Schilling et al, 2010; Lucena et al, 2003).

O acetato de celulose insere-se na categoria dos polimeros semissintéticos
porque tem origem numa fonte natural, a celulose. A celulose é uma substancia vegetal,
branca, insollivel em agua, constituida por fibras mais ou menos longas conforme o tipo
vegetal de origem e com grande resisténcia mecanica. As fibras de celulose tém uma
estrutura complexa, cuja unidade basica é um agucar, a glucose. (Pavéo, 2001; Schilling
et al, 2010). A glucose é formada por carbono, hidrogénio e oxigénio, agrupados numa
molécula com a forma de um anel. Os anéis associam-se, formando uma cadeia grande,
que pode ter de comprimento 3000 a 5000 anéis de glucose. A ligacéo entre 0s anéis é
relativamente forte, o que faz com que uma cadeia de moléculas de glucose tenha uma
certa solidez. As fibras de celulose resultam do agrupamento destas longas cadeias, em
conjuntos cada vez mais complexos: primeiro, sob a forma de lamelas em que as
cadeias se dispdem lado a lado; depois numa estrutura designada por fibrilas,
constituida pelo empilhamento de lamelas; do agrupamento de muitas fibrilas resultam
os feixes; finalmente da reunido de feixes resultam as fibras de celulose (Pavéo, 2001).

Os pléasticos formam-se quando sdo acrescentados grupos laterais a cadeia de
celulose, ou seja, se a celulose for tratada com acido nitrico e sulfdrico forma-se o
nitrato de celulose e se for tratada com &cido acético, obtém-se o acetato de celulose.
Para formar o plastico, a celulose é tratada quimicamente e ainda no estado liquido, é
distribuida sobre uma superficie plana, onde seca, formando-se a pelicula transparente e

plana que conhecemos (Pavéo, 2001).

1.2.2. CONSTITUICAO DE UM NEGATIVO

Um negativo é constituido por varias camadas (Fig. 1.2.), cada uma com fungoes
distintas. De cima para baixo, a primeira € uma camada de protecdo que permite
prevenir a deterioragdo mecanica da imagem (Langford, 1996).

A emulsdo é a camada seguinte, constituida pela substancia formadora da
imagem, a prata, que se encontra dispersa num meio transparente, a gelatina, que
funciona como ligante. S80 em prata as imagens da grande maioria das provas e

negativos a preto e branco (Langford, 1996; Pavéo, 2001).
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camada de protegdo, 1 pm

& emulsio fotografica, 15 - 20 pm

camada adesiva, < 1 pum

camada de suporte, 120 - 140 pm

camada anti-curvatura, < 1 pm

Figura 1.2. Representacdo esquematica de uma seccao transversal de uma pelicula fotogréafica (Gaspard et al,
2007).

A camada adesiva é a camada que une as diferentes camadas ao suporte. E
constituida por uma mistura de gelatina e ésteres de celulose, como o nitrato de celulose
(Valverde, 2005).

O suporte é a camada que tem como objetivo servir de estrutura para a imagem,
dando consisténcia ao objeto fotografico. Os suportes compostos por ésteres de celulose
sdo fabricados usando geralmente, o método de evaporacdo de solvente, ou seja,
consiste na dissolucdo do polimero, sob a forma de pastilhas ou flocos, apds 0 processo
de esterificacdo inicial, num solvente adequado ou geralmente, num conjunto de
solventes (Horvath, 1987). Durante a década de 1950 o solvente utilizado era o
diclorometano (Valverde, 2005). Um suporte de pelicula fotografica deve ser estavel,
suportar variacdes de temperatura e humidade, ndo deformar, ou seja, ndo curvar,
ondular ou distorcer, ndo deve absorver agua, deve ser quimicamente estavel e ndo ser
combustivel. Ao suporte de acetato de celulose é adicionado um plastificante, como o
trifenilfosfato (TFF), que tem como fungdo proporcionar uma maior flexibilidade e
resisténcia ao material (Pavdo, 2001; Wypych, 2004). O plastificante sozinho ou
combinado com compostos clorados, como o cloreto de etileno, funciona como
retardador de chama, ou seja, evita a combustéo e retarda a propagacdo de incéndios
depois da ignicdo (Veen & Boer, 2012; Patente US1994597). A mistura resultante é
moldada por espalhamento sobre um tambor ou uma correia aquecida a uma velocidade
lenta o suficiente para que ocorra a evaporacdo do solvente e o suporte atinja uma
determinada resisténcia. O suporte € entdo passado através de uma série de camaras
aquecidas para remover o0s solventes residuais. Nesta fase sdo aplicados o0s
revestimentos especiais e as camadas adesivas. A evaporagdo do solvente prossegue até

que o suporte ¢é enrolado no seu formato final (Horvath, 1987).
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A Ultima camada é uma camada anti-curvatura que permite contrariar as tensdes
fisicas que se desenvolvem, proporcionando estabilidade a pelicula. Esta é uma camada
de gelatina que contém corantes anti-halo incorporados que impedem que parte da luz
que atravessa a pelicula seja refletida na base do suporte, expondo os sais de prata a luz.
Estes corantes, originalmente de cor azul ou rosa, aquando do processamento da
pelicula, sdo reduzidos tornando-se incolores (forma leuco) e solGveis, mas ao sofrerem
oxidacdo retornam a sua cor original (Epp, D., 1995; Valverde, 2005).

A pelicula pode também ter outros revestimentos que impedem que do contacto

entre superficies possa resultar a producdo de eletricidade estatica (Horvath, 1987).

1.3. DETERIORACAO DE NEGATIVOS COM SUPORTE DE
ACETATO DE CELULOSE

Designa-se por deterioracdo as transformaces fisicas e quimicas que ocorrem
nas espécies fotograficas apds o processamento (Pavao, 2001). A deterioracdo pode ser
causada por manuseamento incorreto. Exemplo disso é a visualizacdo de impressdes
digitais e manchas de sujidade ou gordura. Pode ainda ser devida as condicdes
ambientais, como varia¢des de temperatura e humidade, que causam o desvanecimento
da imagem, amolecimento da gelatina e deformacGes fisicas, como ondulacdo e
curvatura. A deterioracdo das espécies fotograficas pode ainda ter origem bioldgica,

devido a acdo de insetos e roedores ou de fungos e bactérias.
1.3.1. DETERIORACAO QUIMICA

A investigacdo sobre o acetato de celulose continua em curso devido a sua
prevaléncia em colecdes de artefactos e obras de arte desde o inicio do século XX
(Littlejohn et al, 2013). Objetos feitos total ou parcialmente de acetato de celulose sdo
uma parte importante do patrimonio cultural, particularmente em colecbes de museus.
Devido a potencial instabilidade e rapida deterioracdo desses objetos, um consorcio de
instituicOes e laboratdrios obteve financiamento da Comissao Europeia para um projeto
de conservacdo intitulado “Preservacdo de artefactos de plastico em colecdes de

museus” (POPART). Este projeto procurou desenvolver uma estratégia para melhorar a
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preservacdo de objetos de plastico, que inclui o acetato de celulose, identificando os
riscos associados a exposicdo, limpeza, protecdo e armazenamento dos artefactos e
estabelecendo boas praticas (Schilling et al, 2010).

Os objetos em acetato de celulose e, nomeadamente, as peliculas sdo propensas a
degradacédo. O processo de degradagdo avanga continuamente, de forma lenta ou mais
acelerada, dependendo da temperatura e da humidade relativa (HR) das condicGes de
armazenamento (Poole, 1999). O sindrome do vinagre € uma forma lenta de degradacgéo
quimica que afeta apenas materiais plasticos de acetato de celulose. Uma das mudancas
fisicas que ocorrem em estadios avancados de deterioracdo é a fragilizagdo do suporte
de plastico, no qual um material anteriormente flexivel e forte se torna fraco e
quebradico. No acetato de celulose os grupos laterais da cadeia principal de celulose sdo
grupos acetato. Se na cadeia principal de celulose dois ou trés atomos de hidrogénio
forem substituidos por dois ou trés grupos acetato forma-se o diacetato de celulose ou o
triacetato de celulose, respetivamente (Schilling et al, 2010). Enquanto estes grupos se
mantém ligados a cadeia de celulose, o negativo mantém-se estavel, mas quando ocorre
quebra da ligacdo entre a cadeia principal e os grupos laterais comeca a ocorrer
libertacdo de &cido acético. A deterioracdo das peliculas de acetato de celulose é
considerada uma reacdo autocatalitica pois o &cido acético, produto desta reacdo, vai
funcionar como catalisador, ou seja, a partir de determinada concentracdo de &cido
acetico em contacto com a pelicula, quanto maior a quantidade de &cido acético presente
no meio, maior a velocidade da reacdo deterioracdo. A libertacdo de acido ocorre dentro
do suporte de plastico, difundindo-se gradualmente para a emulsdo de gelatina,
produzindo um odor forte a vinagre (Poole, 1999; Reilly, 1993).

O processo de degradacdo do suporte leva ao aparecimento de depdsitos
cristalinos ou bolhas na emulsdo que resultam da migracdo do plastificante até a
superficie, a qual depende da volatilidade do composto e do tamanho e forma da
molécula de plastificante (Reilly, 1993). A perda de plastificante pode ser promovida
por factores ambientais que ddo origem a alteracbes estruturais no polimero.
(Richardson et al, 2013).

Outra consequéncia do sindrome do vinagre € o aparecimento de coloragao rosa
ou azul devida a presenca de corantes incorporados na camada anticurvatura e anti-halo.
Antes de se iniciar o processo de degradagéo estes corantes encontram-se na sua forma
reduzida, mas ao entrarem em contacto com o acido acético formado neste processo, 0

meio acido faz com que os corantes sejam oxidados e voltem a sua cor original, azul ou
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rosa. As coloracBes rosas sdo encontradas em algumas peliculas Kodak, enquanto as
azuis estdo presentes em peliculas Agfa e Ansco (Reilly, 1993; Epp, D., 1995).

1.3.2. BIODETERIORACAO

Os fendmenos de biodeterioragdo representam um conjunto de processos fisicos
e quimicos naturais de deterioracdo em materiais diversos, como 0s que compdem 0s
objetos considerados patrimonio cultural, e sdo causados pelo crescimento de
organismos muito diferentes. Estes sdo chamados genericamente de biodeteriogénicos,
mas todos eles sdo caracterizados pela capacidade saprotréfica de usar substratos para
sustentar o seu crescimento e a sua reproducéo (Pinzari et al, 2006).

A deterioracdo microbioldgica é um problema comum em colecGes de fotografia
e é considerada uma causa importante de deterioracdo. O conhecimento da
contaminagdo microbiolégica nos arquivos fotograficos tem, por isso, grande interesse
(Borrego et al, 2010; Lourengo & Sampaio, 2009).

Os microrganismos podem crescer em varios materiais, comprometendo a
estrutura e a funcdo dos substratos de diferentes formas. Os fungos causam alteragdes
cromaticas como manchas de diferentes cores, tonalidades e texturas devido ao
crescimento micelial e a producdo de pigmentos. As bactérias desempenham um papel
mais limitado na biodeterioracdo pois necessitam de condi¢cGes de humidade mais
elevadas, o que faz dos fungos, provavelmente, os principais contaminantes
microbianos dos materiais fotograficos (Borrego et al, 2010; Lourenco & Sampaio,
2009).

O material fotografico mais susceptivel a agdo dos microrganismos € a gelatina
porque é uma substéncia organica e higroscopica. A contaminacdo bacteriana da
gelatina pode ocorrer durante a sua fase de producéo. Na inddstria fotografica tem sido
observada contaminacdo da gelatina por bactérias do género Bacillus e Pseudomonas.
Estas bactérias podem levar a liquefacdo da gelatina, através da sua hidrélise por agdo
de gelatinases (Abrusci et al, 2004; Kanemitsu et al, 2001). Poeiras e gordura das
impressdes digitais podem promover também o desenvolvimento microbiano, os quais
perturbam a visualizacdo das imagens fotograficas tanto pelo seu crescimento como
pela producdo de metabolitos. De facto, os microrganismos podem danificar a superficie
do material pela producdo de enzimas e &cidos organicos.

11
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Lourenco e Sampaio (2009) estudaram a deterioracdo fungica de fotografias de
emulsdo de gelatina, a cores e a preto e branco, induzindo a sua contaminagédo
artificialmente. Estes autores verificaram que os materiais de cor sdo mais afectados por
fungos do que os materiais a preto e branco. Concluiram ainda que o crescimento
fangico foi afectado em certa medida, pela reduzida quantidade de particulas de prata
presentes nas imagens a preto e branco, e que as particulas de tinta presentes nas
imagens a cores ndo tém efeito significativo sobre os fungos. Abrusci e colaboradores
tém efectuado diversos estudos no ambito da biodegradacdo de peliculas. Em 2004
estudaram a capacidade que as bactérias tém de degradar a gelatina avaliando a sua
atividade através de métodos viscosimétricos. Estes autores concluiram que a
viscosidade das solugdes de gelatina inoculadas com bactérias e a sua evolugéo ao longo
do tempo pode ser utilizada como um método guantitativo para avaliar a atividade da
gelatinase e a biodegradacdo do material. Em 2009 estudaram a deterioracdo de
peliculas de triacetato de celulose pela acdo da bactéria Sphingomonas paucimobilis,
medindo a quantidade de didxido de carbono produzido por esta bactéria. Esta bactéria
ndo é capaz de hidrolisar a gelatina, mas consegue degradar o suporte de triacetato de

celulose, funcionando a camada de gelatina como protecdo do suporte.

1.3.2.1. DEGRADACAO ENZIMATICA DA CELULOSE

Os microrganismos sdo capazes de degradar a celulose produzindo diversas
enzimas com diferentes especificidades, que trabalham em conjunto.

As celulases, também designadas por hidrolases, sdo enzimas que constituem
um complexo celulolitico capaz de atuar sobre materiais celuldsicos, promovendo a sua
hidrolise. Estes enzimas sdo biocatalisadores altamente especificos que atuam em
sinergia para a libertacdo de agucares (Castro & Jr., 2010; Pérez et al, 2002).

Os enzimas do complexo celulolitico clivam ligacdes O-glicosidicas, sendo
classificadas pela Enzyme Comission (EC) com a codificagdo 3.2.1.x, onde o valor de x
varia com a celulase avaliada (Castro & Jr., 2010).

A classificacdo das celulases, de acordo com seu local de atuagdo no substrato
celulosico, divide-se em trés grandes grupos: as endoglucanases (EnG), que clivam
ligagBes internas da fibra celuldsica; as exoglucanases (ExG), que atuam na regido
externa da celulose; e as B-glicosidases (BG), que hidrolisam oligossacaridos sollveis

em glucose (Castro & Jr., 2010). A endoglucanase, que esta classificada com o EC
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3.2.1.4, possui como nome sistematico, segundo a IUBMB — International Union of
Biochemistry and Molecular Biology, 4-B-D-glucana-4-glucanohidrolase. E o enzima do
complexo celulolitico responsavel por iniciar a hidrdlise. Este enzima hidrolisa
internamente o polimero da celulose, expondo as extremidades redutoras e nao
redutoras (Castro & Jr., 2010, Gottschalk et al, 2010).

A exoglucanase ou celobiohidrolase (EC 3.2.1.91), atua sobre as extremidades
redutoras e nao-redutoras das cadeias de polissacaridos de celulose, libertando glucose
ou celobiose como produtos principais (Gottschalk et al, 2010; Lynd et al, 2002). O
grupo das exoglucanases € constituido pela celobiohidrolase (CBH) e pela
glucanohidrolase (GH). A GH (EC 3.2.1.74) cujo nome sistematico é 4-p-D-glucana
glucohidrolase é capaz de libertar glucose diretamente do polimero, hidrolisando a fibra
celulosica (Castro & Jr., 2010). A CBH (EC 3.2.1.91), cujo nome sistematico é 4-p-D-
glucana celobiohidrolase, participa na hidrélise primaria da fibra e € responsavel pela
amorfogénese que promove o aumento da hidrolise da celulose por tornar amorfas as
regibes cristalinas, deixando a celulose mais exposta as celulases. A CBH ainda pode
ser dividida em celobiohidrolase | e celobiohidrolase Il que atuam na extremidade
redutora e ndo redutora da cadeia de celulose, respetivamente, libertando como produtos
principais glucose (glucanohidrolases) ou celobiose e rompendo as ligacOes
glucosidicas B-(1-4) (Lynd et al., 2002; Zhang et al., 2006).

O processo de hidrdlise da celulose € finalizado através da agdo da -glucosidase
(EC 3.2.1.21), que tem a propriedade de hidrolisar a celobiose e oligossacaridos
soltveis em glucose (Castro & Jr., 2010; Gottschalk et al, 2010).

pomne] @ O o0

OlC> Exoglucanase

ll

Extremidade nio Extremidade
redutora redutora

O Glucose DQ Cellobiose

Figura 1.3. Representacdo esquematica da degradagdo enzimatica da celulose (Matovic, 2013)
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Os produtos da hidrdlise da celulose estdo disponiveis como fonte de carbono e
energia para os microrganismos celuloliticos ou outros microrganismos que vivem no
ambiente onde a celulose esta a ser degradada. Na verdade, essa libertagdo de agUcares a
partir da celulose é a principal base das interagdes microbianas que ocorrem em tais
ambientes (Pérez et al, 2002).

1.4. TECNICAS ANALITICAS USADAS NA
CARATERIZACAO MATERIAL

Em conservacdo e, nomeadamente, em conservacao de fotografias € importante
conhecer as carateristicas dos materiais usados nos processos de producédo e 0s produtos
e processos de degradacdo para encontrar o melhor método de armazenamento ou
exibicdo dos materiais e escolher o tratamento mais adequado quando é necessaria
intervencdo (Christensen, 2007). As técnicas analiticas usadas na caraterizacdo dos

materiais desempenham assim um papel fundamental (Littlejohn et al, 2013).
1.4.1. FOTOGRAFIA

A documentacdo fotografica no caso particular de negativos fotograficos é feita
para analise da imagem capturada e diagndstico do estado de conservacdo das pecas e
pode ser realizada sob diferentes tipos de iluminacdo, como luz refletida, luz
transmitida, luz rasante e luz UV. A informacdo obtida permite avaliar com maior
detalne a superficie do objeto em estudo e verificar a existéncia de alteracdes

topograficas e morfologicas.
1.4.2. MICROSCOPIA OTICA

A microscopia Otica € utilizada para ampliar objetos de pequenas dimensdes e
pode fornecer informacédo sobre a sua estrutura e morfologia, por vezes ndo detetaveis a
olho nu, de um modo muito rapido. Este tipo de microscopia envolve a interacdo da
radiacdo com a amostra, sendo possivel trabalhar até ampliacdes de 2000 vezes
(Bittencourt, 2008).
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Em microscopia 6tica existe uma diversidade de técnicas que podem ser
utilizadas. As amostras podem ser examinadas por microscopia de campo claro onde a
luz atravessa ou é refletida pela amostra; por microscopia de campo escuro, técnica de
contraste em que apenas a luz difractada da amostra é utilizada para formar a imagem;
por microscopia de contraste de fase, em que pequenas alteragcdes no comprimento do
trajeto Optico podem ser observadas como diferengas no contraste da imagem; por
microscopia de fluorescéncia que utiliza uma radiacdo de comprimento de onda curto
para excitar as moléculas fluorescentes presentes na amostra fazendo com que estas
emitam radiacdo de um comprimento de onda maior; por estereomicroscopia onde é
possivel obter uma imagem tridimensional da amostra, entre outras (Aradjo, 2007;
Nikon, 2014; Stuart, 2007).

O microscopio é constituido basicamente por uma parte mecanica que serve de
suporte, e uma parte Otica, constituida pela objetiva e ocular. A objetiva projeta uma
imagem ampliada, mas invertida, e a ocular fornece uma imagem virtual da que foi
obtida pela objetiva. A ampliacdo é uma das carateristicas éticas essenciais da objetiva e
¢ igual ao produto da ampliacdo da objectiva pela da ocular. Nos microscopios,
destacam-se outras duas caracteristicas principais: o poder de resolucdo e a abertura
numeérica. O poder de resolucdo € definido como a capacidade que o microscopio tem
de distinguir dois pontos proximos. A resolucdo é melhor quando a distancia que separa
o0s dois pontos é pequena. O poder de resolugéo € expresso pelo limite de resolucéo, e,
que é definido como a distancia minima entre dois pontos de modo a que as
imagens fornecidas pelo sistema 6&tico, sejam nitidas. A resolucdo é funcdo do
comprimento de onda da luz utilizada e de uma caracteristica das objetivas, conhecida
como abertura numérica. A abertura numérica (AN) é definida pela quantidade de luz
recebida de um objeto (Aradjo, 2007; Bittencourt, 2008; Madigan et al.,2010).

1.4.3. ESPETROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER EM MODO DE REFLEXAO
TOTAL ATENUADA (ATR-FT-IR)

A espectroscopia de infravermelho € uma técnica muito Gtil para a identificacdo
de varios tipos de materiais fotograficos (Christensen, 2007). O espectro infravermelho

de um composto quimico é considerado uma das suas propriedades fisico-quimicas mais
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caracteristicas e, por isso, a espectroscopia na regido do infravermelho tem extensa
aplicacdo na identificagdo de compostos. Baseia-se nas vibragdes dos atomos de uma
molécula. A condicdo para que ocorra absorcéo de radiacao infravermelha é que haja
variacdo do momento de dipolo elétrico da molécula como consequéncia do seu
movimento vibracional. As vibragdes podem envolver uma mudanga no comprimento
da ligacdo (estiramento) ou no angulo da ligacdo (flexdo) (Stuart, 2007). O
espectrometro registra o resultado na forma de uma banda de absorcdo. Um
espectrometro de grande sensibilidade € o espectrometro com transformada de Fourier
(FT-IR), que utiliza um interferometro de Michelson. Este divide o feixe de radiacéo
proveniente da fonte de infravermelho, refletido simultaneamente a partir de um espelho
em movimento e de um espelho fixo. Os feixes refletidos voltam a combinar-se e
passam atraves da amostra para o detetor e sdo reproduzidos na forma de um grafico de
tempo em funcdo da intensidade do sinal denominado de interferograma.

A espectroscopia de infravermelho com refletancia total atenuada (ATR) baseia-
se no facto de que quando um feixe de radiacdo passa de um meio mais denso (cristal de
ATR) para um meio menos denso (amostra), ocorre reflexdo. A fracdo do feixe de luz
incidente que é refletida aumenta conforme aumenta o angulo de incidéncia, e quando
excede um determinado angulo critico a reflexdo é completa. No ponto de reflexédo, o
feixe atua como se penetrasse a uma pequena distancia dentro da amostra. A fracdo da
radiacdo que atinge a amostra é designada por onda evanescente. A profundidade de
penetracdo desta onda depende do comprimento de onda, do indice de refracdo do
cristal de ATR e do angulo do feixe de luz (Bruker, 2011; Pineda et al., 2008; Stuart,
2007).

1.4.4. ESPETROSCOPIA DE ABSORCAO MOLECULAR NO
ULTRAVIOLETA/VISIVEL (UV/VIS)

A radiagdo ultravioleta (UV) e visivel (VIS) € uma pequena parte do espectro
eletromagnético. Espectrofotometria na regido UV/VIS do espectro eletromagnético é
uma das técnicas analiticas mais utilizadas, pois tem um custo relativamente baixo e um
grande nimero de aplicaces. A técnica baseia-se na propriedade que muitas espécies
poliatomicas tém de absorver determinados comprimentos de onda da radiagdo UV/VIS.

No processo de absorcdo, a energia dos fotdes € transferida para as moléculas
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provocando transi¢cBes electronicas, com transi¢Bes vibracionais e rotacionais
associadas. Uma vez que os niveis energéticos das moléculas sdo quantizados, apenas
0os comprimentos de onda cujos fotdes tém energia idéntica a de uma transicdo
permitida sdo absorvidos (Rocha & Teixeira, 2004; Leal, 2007).

Quando a radiacdo é absorvida por uma amostra, a irradiancia do feixe de luz é
reduzida. A irradiancia é a energia por segundo, por unidade de area do feixe de luz. A
radiacdo € tornada monocromatica por acdo de um monocromador. A radiacdo
monocromatica, com irradiancia Py, passa através da amostra, sendo b o percurso 6tico
percorrido pela radiagdo. A radiacdo que ndo foi absorvida emerge da amostra com
irradiancia P. A transmitancia, T, é definida como a fraccdo de radiacdo que atravessa a
amostra:

T=P/Py

A lei de Lambert-Beer estabelece a relacdo entre a absorvéancia (A), que
corresponde ao inverso do logaritmo decimal da transmitancia (T), e a concentragdo da
espeécie absorvente:

logPo/ P =log (1/T)=A=¢.b.c

onde € ¢ a absortividade molar do analito, b ¢ a distancia percorrida pelo feixe
através da amostra e ¢ a concentracdo da espécie absorvente (Rocha & Teixeira, 2004;
Harris, 2007; Leal, 2007).

1.45. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO E
ESPETROSCOPIA DE RAIOS-X POR DISPERSAO EM
ENERGIA (MEV-EDS)

Em microscopia eletronica de varrimento (MEV), a imagem de um objeto é
criada através da utilizagdo de um feixe de eletrdes em vez de radiagdo como ocorre em
microscopia 6tica. Um microscopio eletronico de varrimento permite ampliar objetos na
ordem das 100 000 vezes e permite examinar areas muito pequenas. A microscopia
eletronica de varrimento também pode ser combinada com a técnica de espectroscopia
de raios-X por dispersdo em energia (EDS), a fim de realizar a anélise elementar das
amostras (Stuart, 2007).

O principio de funcionamento baseia-se na incidéncia de um feixe de eletrdes finamente

focado para explorar a superficie da amostra, seguindo-se a recolha dos sinais
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eletronicos emitidos pelo material-alvo. A maioria dos equipamentos utiliza como fonte
um filamento de tungsténio que pode operar numa faixa de tensdo de aceleracao entre 1
e 50 kV. Da interacdo do feixe eletrénico com a amostra resulta a emissdo de diversos
tipos de radiacdo e eletrbes, entre os quais eletrbes secundarios (ES), eletrbes retro-
difundidos (ER) e raios-X carateristicos. Designam-se por eletrbes secundarios os
eletrdes de baixa energia (< 50 eV) emitidos da superficie da amostra. Estes eletrdes
tém origem nos processos de interacdo ndo elastica dos eletrGes primarios e retro-
difundidos com os eletrbes de menor energia de ligacdo. A emissdo de ES varia de
forma ndo regular com o nimero atdbmico do material mas apresenta grande
sensibilidade as propriedades fisicas e quimicas e a contaminagdo da superficie. Destas
carateristicas resulta que a imagem obtida por deteccdo de ES tem um forte contraste
topografico. A designacdo de ER identifica os eletrdes emergentes da superficie da
amostra com energia elevada proxima dos eletrdes priméarios. A emissdo de ER resulta
de interacdes elasticas dos eletrdes primarios. A imagem gerada por ER fornece
diferentes informacdes em relacdo ao contraste que apresenta, além de uma imagem
topografica (contraste em funcdo do relevo) também se obtém uma imagem da
composicdo da amostra (contraste em funcdo do numero atémico dos elementos
presentes na amostra). As areas da amostra com ndmero atdbmico maior correspondem
na imagem as é&reas claras e mais brilhantes e as de menor numero atémico
correspondem as areas escuras e menos brilhantes. Os eletrdes retro-difundidos e
secundarios sdo a base da MEV (Dedavid et al., 2007; S&, 2002; Stuart, 2007).

As amostras para poderem ser caracterizadas por microscopia eletronica tém de
apresentar boa condutividade elétrica superficial. A ndo existéncia de condutividade
leva a necessidade de metalizagdo, através da aplicacdo de um revestimento ultrafino, de
ouro ou carbono. Devem ainda suportar o vacuo, e ser estaveis fisica e quimicamente,
nas condi¢fes de observacdo/interagdo com o feixe eletromagnético (Sa, 2001). No
entanto, para se evitar o revestimento das amostras e para a analise de amostras
sensiveis que podem ndo ser estaveis no vacuo, o equipamento pode ser utilizado em
modo de pressédo variavel (0,75-150 kPa) permitindo a obtengdo de imagens de amostras
nédo condutoras (Stuat, 2007).

A analise simultanea dos sinais recolhidos pelos detetores permite caracterizar
cada ponto da amostra em termos de topografia (ES e ER), nimero atomico (ER),
propriedades cristalinas (ER), composi¢cdo quimica elementar (ER) e campos
magnéticos (ER) (Sa, 2002).

18



Introducéo

Ao microscopio eletronico de varrimento pode ser acoplado o sistema de EDS, o
qual possibilita a determinacdo da composi¢do qualitativa e semi-quantitativa das
amostras, a partir da emissao de raios X caracteristicos. A analise por EDS consiste na
medicdo dos raios-X caracteristicos emitidos de uma regido microscopica da amostra
bombardeada por um feixe de eletrdes. Estes raios-X caracteristicos séo especificos do
namero atdmico da amostra e, 0 seu comprimento de onda ou a sua energia podem ser
utilizados para identificar o elemento. A conjugacdo das técnicas MEV/EDS permite
obter imagens tridimensionais da amostra, e mapas de composi¢do dos elementos da
superficie da amostra (Dedavid et al., 2007; S4, 2002).

1.4.6. ESPETROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE RAIOS-X (FRX)

A espectroscopia de fluorescéncia de raios-X (FRX) é uma das técnicas chave
no estudo dos materiais de interesse cultural porque é ndo-destrutiva. Trata-se de uma
técnica de analise elementar qualitativa e quantitativa, que permite a identificacdo dos
materiais componentes de um objeto, como também o estudo da sua proveniéncia e
tecnologias de fabrico. Permite a andlise de objetos Unicos e de grande relevancia
artistica e adequa-se a instrumentacdo portéatil, o que possibilita 0 seu emprego in-situ e
no interior de museus e laboratorios de restauro para a analise de obras de dificil
locomocdo, por serem frageis ou de grandes dimensdes (Ferretti, 2008).

O principio fisico da técnica baseia-se na utilizacdo de radiacdo eletromagnética
(raios-X) para induzir transices electronicas nos niveis internos dos atomos
constituintes da amostra. Essas transi¢cdes podem resultar na emissdo de radiagdo X de
energia caracteristica que permitem a identificacdo da espécie atdmica envolvida na
transicdo e a quantificacdo da sua abundancia. Mais especificamente, neste processo a
energia da radiagdo fluorescente permite identificar o elemento, enquanto a sua
intensidade permite que seja medida a sua concentragdo na amostra analisada

recorrendo a calibracéo (Ferretti, 2008).
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1.4.7. MICRO-DIFRACAO DE RAIOS-X (u-DRX)

A Difracdo de raios-X (DRX) tem sido amplamente utilizada na andlise de
objetos artisticos e histéricos contendo materiais cristalinos. Esta técnica permite
determinar o arranjo cristalino dos &tomos nos solidos. Isto € possivel porque na maior
parte dos solidos (cristais), os &tomos ordenam-se em planos cristalinos separados entre
si por distancias da mesma ordem de grandeza do comprimento de onda dos raios-X. Ao
fazer incidir um feixe de radiacdo X num cristal, este interage com 0s atomos presentes,
ocorrendo o fendbmeno de difragdo. A difracdo de raios-X ocorre segundo a Lei de
Bragg, a qual estabelece a relagdo entre o angulo de difragdo e a distancia entre 0s
planos que a originaram (caracteristicos para cada fase cristalina):

nA =2d sen 0
em que n é um nimero inteiro, A ¢ o comprimento de onda da radiacdo X incidente, d é
a distancia interplanar e 6 corresponde ao angulo de difracdo (Albers et al., 2002; Na et
al., 2004; Stuart, 2007).

1.4.8. PIROLISE SEGUIDA DE CROMATOGRAFIA GASOSA
ACOPLADA A ESPETROMETRIA DE MASSA (PY-GC/MS)

A pir6lise tem sido amplamente utilizada ao longo dos ultimos 20-30 anos como
uma técnica analitica na qual as macromoléculas sdo decompostas, na auséncia de
oxigénio, em espécies volateis, mais pequenas, utilizando apenas energia térmica. O
objectivo final da pir6lise analitica é usar a informacdo cromatografica dos produtos de
pirélise para determinar a composi¢do ou a estrutura da amostra original por isso, a
pirolise, combinada com metodos analiticos modernos, tais como cromatografia gasosa
(GC) e espectrometria de massa (Py-GC/MS) tornou-se uma ferramenta rapida,
conveniente e poderosa para a caracterizagdo de polimeros a partir de amostras
heterogéneas complexas, ndo-volateis. Os fragmentos observados sdo uma impressao
digital de uma determinada amostra, tanto em termos da natureza do fragmento como da
sua distribuicéo relativa (Keheyan, 2008; Sobeith et al., 2008).

O pirolisador é ligado a uma coluna analitica do GC, através da porta de inje¢&o.
Um fluxo de géas inerte, azoto ou hélio, liberta os produtos da pir6lise para a coluna,

onde os componentes sdo separados. O método de deteccdo utilizado é tipicamente a
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espectrometria de massa, mas outros detectores de GC também tém sido empregues de
acordo com as intencGes da analise (Chiavari & Prati, 2003).

O comportamento em fase gasosa dos fragmentos obtidos da decomposi¢édo
térmica depende da sua volatilidade e polaridade. Para obter o melhor comportamento
cromatogréfico, foram introduzidas técnicas de derivatizagdo. A reacao de derivatizacao
é conseguida em conjunto com a pirélise por adigdo de um reagente a amostra sélida
(Chiavari & Prati, 2003). O procedimento introduzido por Challinor, designado por
hidrolise e metilacdo assistida termicamente (THM), consiste na pirdlise combinada
com o reagente de metilagdo, TMAH (hidroxido de tetrametilamonio), que se mostrou
vantajoso para a analise de alguns compostos organicos (Chiavari & Prati, 2003).
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2.1 ESTRATEGIA ADOTADA

A concretizacdo dos objetivos deste trabalho obedeceu ao seguinte plano:

LOCAL DE REALIZACAO
- Laboratério HERCULES, Palécio do Vimioso

- Laboratorio de Biotecnologia, Fase 111, Colégio Luis Antonio Verney

DURACAO
Ano letivo de 2013/2014

AMOSTRAS EM ESTUDO
- Seis negativos, a preto e branco, do século XX, pertencentes a uma colecdo privada
(designados por N1 a N6)
- Quatro negativos contemporaneos, a preto e branco, cedidos pelo Dr. Luis Pavéo
- Rolo fotografico, a preto e branco, Tri X 400 da Kodak, adquirido na loja

Colorfoto, em Lisboa

MODELO BIOLOGICO
- Estirpes bacterianas isoladas das amostras histéricas
- Estirpes fangicas de uma colecdo de culturas (Aspergillus niger e Penicillium
brevicompactum FC13B)
- Estirpe fangica com atividade celulolitica conhecida (Trichoderma harzianum
CCMI 783)

TECNICAS UTILIZADAS

Para a caracterizagdo dos negativos foram utilizadas técnicas de analise nédo
destrutiva, como a fotografia, a microscopia Otica, a microscopia eletronica de
varrimento, a espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier em modo de
reflexdo total atenuada, a espetroscopia de fluorescéncia de raios-X e a micro-difragcdo
de raios-X. Foi utilizada também uma técnica de analise destrutiva, a pirélise seguida de
cromatografia gasosa acoplada a espetrometria de massa (Py-GC/MS). Na determinacéo

da curva de crescimento dos isolados bacterianos na presenca de pelicula fotogréfica e
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na avaliacdo da atividade celulolitica foi utilizada a espectroscopia de absor¢do
molecular no UV/VIS.

ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Na validacdo estatistica dos resultados da atividade enzimatica utilizou-se o
programa SPSS para Windows, versdo 19, Copyright©, Microsoft Corporation. Foram
estudadas as diferencas encontradas nos niveis de atividade do enzima, para todos 0s
tempos das culturas e para os trés meios, recorrendo ao teste de analise de variancia
(ANOVA). A homogeneidade das variancias foi confirmada pelo teste de Levene e a
comparacao multipla das médias foi realizada com o teste de Tukey para um nivel de

significancia de 5%.
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2.2. DIAGRAMA DE TRABALHO

Caracterizacdo Material

v' 6 negativos, a preto e branco, do século XX, pertencentes a uma
cole¢do privada

v' 4 negativos contemporaneos, a preto e branco, cedidos pelo Dr.
Luis Pavdo

v" Rolo fotografico, a preto e branco, Tri X 400 da Kodak

—  Fotografia

‘

Lupa binocular  Microscépio 6tico de campo claro  Microscépio 6tico de campo escuro

¢

— VP-MEV-EDS
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Isolamento microbiano

Amostras exibindo degradacéao Amostra ndo exibindo degrada¢éo
Amostra N1 Amostra N2 Amostra N3
~— - ——— _—

Placas com MEA, NA e CRB

J

Isolamento bacteriano (ndo houve crescimento fingico)

Cultura dos isolados bacterianos na
presenca de matriz (pelicula
fotografica)

Agitacdo orbital:
30 °C, 150 rpm

Leitura da absorvancia a 600 nm : Recolha de aliquotas durante as primeiras 10 h e
depoisas 24 h, 48 h, 72 h e 240 h

Recolha da pelicula fotogréfica

Caracterizagdo da pelicula por ATR-FT-

: IR e VP-MEV-EDS
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Avaliacdo do potencial biodeteriogénico
de fungos filamentosos

Meio 1 # Meio 2 # Meio 3

Nos Meios 1 e 2 colocou-se, em cada baldo i
de Erlenmeyer, pelicula fotografica |
contemporanea i

783 FC13B  Aspergillus 783 FC13B  Aspergillus => Agitagao orbital:
niger niger 28 °C, 150 rpm

Recolha de aliquotas as 24 h, 48 h, 72 he 168 h

783 FC13B Aspergillus
niger

Recolha do sobrenadante <=| Centrifugagdo 10000g, 10 min, 4 °C

Mdeio 3

Estudo da atividade celulolitica Determinacéo da atividade
pelo método especifica pelo método de

filter paper activity Bradford

Doseamento da glucose

libertada pelo método de Miller
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2.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.3.1. SELECAO DE AMOSTRAS
2.3.1.1. Amostras historicas
A colecdo de negativos em estudo é uma cole¢do privada pertencente a Ramiro
Martins de Almeida, fotoégrafo em Alcacer do Sal, e data da década de cinquenta do
século XX. Estes negativos retratam pessoas da regido.
Desta colecdo foram selecionados seis negativos para estudo, dos quais trés
foram escolhidos para amostragem microbioldgica. Destes, dois evidenciavam sinais de

degradacédo e um aparentava estar em bom estado.

2.3.1.2. Amostras contemporaneas

Foram selecionadas amostras contemporaneas para serem utilizadas no estudo
microbioldgico. Destas amostras quatro foram cedidas pelo Dr. Luis Pavéo, fundador e
gerente da LUPA (Luis Pavao Limitada), empresa especializada em conservacdo e
digitalizacdo de colecbes de fotografia. As restantes amostras provém de um rolo
fotogréfico de acetato de celulose, a preto e branco, Tri X 400 da Kodak, adquirido na

loja Colorfoto.

2.3.2. TECNICAS DE ANALISE USADAS NA CARACTERIZACAO
QUIMICA E MORFOLOGICA DAS AMOSTRAS

2.3.2.1. Fotografia

Imagens fotograficas para avaliacdo das pegas e dos aspectos morfologicos
foram obtidas sob luz rasante e radiacdo UV, usando uma camera Nikon D3200 com
uma lente micro-Nikkor 40 milimetros f / 2.8DX fixa num suporte. Foi também usada
uma caixa de luz para obtencdo de imagens sob luz transmitida. Foi ainda possivel obter

imagens em modo de transmissdo usando lampadas UV.
2.3.2.2. Microscopia Otica
Para a analise de alteracdes morfoldgicas utilizou-se também uma lupa binocular

(microscépio estereoscopico) de marca Leica e modelo M205C (Fig. 2.1a) e um
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microscopio Otico de campo escuro de marca Leica e modelo DM 2500M (Fig. 2.1b).
Foi também utilizado um microscopio 6tico de campo claro de marca Leica e modelo
DM 2500P (Fig. 2.1c) para visualizacdo e identificacdo das especies bacterianas

isoladas. Aos trés microscopios foi acoplada uma camara digital Leica DFC 290 HD.

Figura 2.1. a) lupa binocular; b) microscépio 6tico de campo escuro; ¢) microscopio ético de
campo claro.

2.3.2.3. Microscopia electronica de varrimento e Espetroscopia de raios-X

por dispersdo em energia (MEV-EDS)

O microscopio electronico de varrimento é um equipamento que pode fornecer
rapidamente informacdo sobre a morfologia e identificacdo da composicdo de uma
amostra solida. Uma das vantagens da sua utilizacdo € a alta resolucdo da andlise
(Dedavid et al., 2007).

As analises por microscopia eletronica de varrimento (MEV) e microandlise por
raios-X (EDS) foram realizadas usando um microscopio eletronico de varrimento
HITACHI S-3700N com um espectrometro de raios-X por dispersao em energia Briker
Xflash 5010 acoplado (Fig. 2.2). As anélises foram realizadas no modo de pressdo
variavel, com uma pressdo de 30 Pa na camara, evitando revestir as amostras com
material condutor como o Au ou a grafite. A microanalise é standerless (sem padrdes)
quantitativa: os padrdes utilizados sdo padrdes internos contidos numa base de dados
acoplada ao software do equipamento. As imagens foram obtidas em modo de eletrdes
retrodifundidos e foram realizadas com aceleragéo de 10 kV ou 15 kV enquanto nas

andlises de EDS foi usada uma aceleragdo de 20 kV.
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Figura 2.2. Microscdpio eletronico de varrimento com detetor de EDS

2.3.2.4. Espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier em

modo de reflexdo total atenuada (ATR-FT-IR)

A espetroscopia de infravermelho (IV) € uma das técnicas mais importantes na
identificacdo e caracterizacdo de materiais pois permite estudar tanto compostos
organicos como inorganicos (Manso et al., 2009). A espetroscopia de IV no modo de
reflexdo total atenuada (ATR) é uma técnica utilizada em amostras solidas e liquidas
sem necessitar preparacao prévia da amostra.

Na analise das amostras foi utilizado um espetrometro de infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR), modelo ALPHA da Briker com um médulo de ATR
com cristal de diamante acoplado (Fig. 2.3). Cada espetro resulta da acumulacéo de 128
varrimentos, tracados com uma resolucéo espetral de 4 cm™, na gama de niimeros de
onda entre 4000 e 375 cm™.

Figura 2.3. Espectrometro de IV com mddulo de refletancia total atenuada

2.3.2.5. Espetroscopia de absor¢do molecular no UV/Vis

A espetroscopia de absor¢do molecular no UV/VIS é uma das técnicas mais
usadas em determinacdes analiticas em diversas areas. Na avaliacdo do efeito
degradativo dos negativos por células bacterianas foi utilizado um espetrofotometro de
absorcdo molecular no UV/Vis de marca e modelo Hitachi U-3010 (Fig. 2.4). A
absorvéancia foi lida a 600 nm. No doseamento da quantidade de glucose libertada pela

reacdo com &cido dinitrossalicilico (DNS) a absorvancia foi lida a 540 nm.
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Figura 2.4. Espectrofotdmetro de absorgdo molecular no UV/VIS

O leitor de microplacas € um espetrofotometro que opera na regido do UV/VIS e
permite a medicdo simultanea de varias amostras. Este equipamento permite a selecao
de quaisquer comprimentos de onda entre 200 e 1000 nm e tem capacidade de analisar
placas com 96 a 384 pocos. Na determinacdo da concentragdo de proteina total em
solucéo foi utilizado um leitor de microplacas da marca Thermo Scientific™ (Fig.2.5).

A absorvancia foi lida a 590 nm.

Figura 2.5. Leitor de microplacas

2.3.2.6. Espetroscopia de Fluorescéncia de Raios-X (FRX)

A espectroscopia de fluorescéncia de raios-X (FRX) é uma técnica ndo-invasiva
amplamente utilizada na analise de artefatos. Na analise das amostras foi utilizado um
espetrometro portéatil Briiker TRACER I11-SD com uma fonte de rodio. Foi utilizado um
filtro azul composto por titdnio com uma espessura de 25.4 um, e as condi¢cdes de
aquisicao foram: 30 kV e 40 mA e tempo de aquisi¢do de 300 s. O detetor acoplado ao
equipamento é um detetor de silicio Silicon Drift Detector (SDD) que permite uma
resolucdo de energia de 149.68 eV para a radiacdo Mn Ko a uma taxa de contagens de
100 kcps. Foi posicionado um copo de XRF, contendo agua e coberto com uma pelicula
Proleene®, na parte de tras dos negativos a ser analisados, de forma a fornecer uma
ligeira pressdo que mantém a amostra na sua posicdo final para ser analisada,

diminuindo a distancia entre a amostra e o detetor. Os espetros foram obtidos com o
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software S1 PXRF (v.3.8.30) e analisados com o software ARTAX (v.5.3.15.1). Cada
espetro € o resultado de trés analises. Os espetros foram normalizados pelo pico de

Compton.

Figura 2.6. Espetrofotémetro portatil de fluorescéncia de raios-X

2.3.2.7. Micro-difracdo de Raios-X (U-DRX)

A difracdo de raios-X (DRX) desempenha um papel importante na analise de
muitos dos materiais cristalinos utilizados na industria fotografica.

As analises foram realizadas diretamente sobre as amostras, sem preparagdo
prévia. Foi utilizado um difractometro Briker AXS D8 ADVANCE equipado com um
conjunto de espelhos Gdbel e um detetor LynxEye 1D. Para o estudo foi utilizada a
radiagdo Cu Ko (A=1.54056 A e 1,=1.54439 A). Para a anélise de areas relativamente
pequenas foi utilizado um colimador de 0.3 mm de didmetro. As andlises foram
realizadas com um varrimento de 5 ° a 80° 268, com um passo de 0.05° 26 e com uma

tensdo e corrente elétrica de 40 kV e 40 mA, respetivamente.

Figura 2.7. Difratdmetro de raios-X
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2.3.2.8. Pirdlise seguida de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria

de massa (Py-GC/MS)

A pirdlise € frequentemente usada para caracterizar materiais artisticos de
natureza organica, como o0s polimeros (Chiavari & Prati, 2003).

A caracterizacdo do suporte foi feita através de pirélise seguida de cromatografia
gasosa acoplada a espetrometria de massa (Py-GC/MS), utilizando um pirolisador
Frontier Lab multi-shot EGA/Py-3030D, um cromatdgrafo gasoso Shimadzu GC-2010
equipado com uma coluna Grace At-Sms™ com as seguintes caracteristicas: 30 m de
comprimento, 0.25 mm de didmetro interno, 0.25 pum de espessura de filme, e um
espectrometro de massa Shimadzu GCMS-QP 2010 Plus. Antes da pirdlise, cerca de
200-300 pg da amostra foi desarejada durante 2 min com hélio e depois pirolizada
durante 12 s a 500 °C. Os produtos da pirélise foram separados na coluna, sendo o hélio
(99% de pureza) usado como gas de arraste (fluxo de 1 mL min™). A identificacdo foi
feita por comparacdo do espectro de massa El da amostra obtido experimentalmente e
utilizando a base de dados NIST do software AMDIS, no intervalo de razdo massa/carga
(m/z) 40 e 850.

Figura 2.8. Equipamento de cromatografia gasosa acoplado a um espectrometro de massa.

2.3.3. ESTUDO MICROBIOLOGICO

2.3.3.1. Isolamento de microrganismos
O estudo microbiologico foi realizado em trés negativos historicos, dois
apresentando degradacdo observavel a olho nu e um que ndo evidenciava degradacao.
Para a recolha das amostras microbioldgicas utilizaram-se zaragatoas estéreis que foram
passadas na superficie dos negativos. Posteriormente, as zaragatoas foram colocadas em
tubos de ensaio estéreis contendo cada tubo 1 mL de MRD (meio de ressuspenséo). Os
tubos foram submetidos a agitacdo (50 rpm), durante 48 h a 28 °C. Apo6s incubacdo,
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retirou-se de cada tubo volumes de 100 pL, que foram inoculados em placas de Petri,
respetivamente, com malte extrato agar (MEA) e rosa de Bengala cloranfenicol (CBR),
para crescimento fangico, e nutriente agar (NA) para crescimento bacteriano,
utilizando-se como procedimento a técnica de espalhamento. No Anexo Il é indicada a
composicdo de todos os meios de cultura utilizados. As placas de crescimento fangico
foram inoculadas a 28 °C durante 5 dias e as de crescimento bacteriano a 30 °C durante
2 dias.

2.3.3.2.  Ildentificagdo dos isolados bacterianos

N&o ocorreu crescimento fungico pelo que se trabalhou apenas com as estipes
bacterianas isoladas. A analise dos isolados bacterianos foi feita por observacdo
microscopica das colonias isoladas. Para a sua caracterizacdo foram feitas preparacdes a
fresco utilizando o método de Gram tendo sido posteriormente observadas ao
microscopio 6tico Leica DM2500P com as objetivas de 10x, 20x, 40x e 100x.

Os isolados bacterianos foram designados por N1-A, N1-B, N2, N3, N3-A e por
N3-B.

2.3.3.3. Cultura dos isolados bacterianos na presenca de matriz de
pelicula fotogréafica

Utilizaram-se os seis isolados bacterianos obtidos como descrito no ponto
anterior. Para a avaliacdo do crescimento destes isolados na presenca de pelicula
fotografica (rolo fotografico, Tri x 400 da Kodak), inocularam-se 10 rampas de cada
isolado com meio sélido TSA (agar triptona de soja) que foram incubadas 48 h a 30 °C.
O ensaio foi preparado em duplicado pelo que para cada isolado bacteriano foram
preparados dez balGes de Erlenmeyer contendo 90 mL de meio de cultura liquido
Nutrient Broth e 10 mL de glucose. Um dos baldes de Erlenmeyer foi utilizado como
controlo, contendo por isso apenas o isolado bacteriano. Os meios de cultura foram
mantidos sob agitacdo orbital a 30 °C e 150 rpm. Nas primeiras 10 h foram retiradas
aliquotas de hora a hora e, posteriormente, foram retiradas aliquotas as 24 h, 48 h, 72 h

e 240 h. Leu-se a absorvancia a 600 nm.
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2.3.34. Avaliagdo do potencial biodeteriogénico de fungos
filamentosos

Utilizaram-se dois fungos (Aspergillus niger e Penicillium brevicompactum
FC13B) de uma colecdo de culturas, e uma estirpe com atividade celulolitica conhecida
(Trichoderma harzianum CCMI 783) para termo de comparacao.

Para a producéo de celulases inocularam-se nove rampas com meio sélido malte
extrato agar (MEA), que foram incubadas durante 5 dias a 28 °C. Prepararam-se trés
baldes de Erlenmeyer contendo 100 mL de meio Mandels sem carboximetilcelulose
(Meio 1), trés baldes de Erlenmeyer contendo meio Mandels com um quarto da
quantidade de carboximetilcelulose do meio Mandels normal (Meio 2) e outros trés
baldes de Erlenmeyer contendo 100 mL de meio Mandels com a quantidade normal de
carboximetilcelulose (Meio 3). Arrastou-se a biomassa presente em cada rampa para
dentro de cada baldo. Nos bal6es de Erlenmeyer contendo o Meio 1 e o Meio 2 colocou-
se pelicula fotografica contemporanea, cedida pelo Dr. Luis Pavdo. Os meios de cultura
foram mantidos sob agitacdo orbital a 28 °C e 150 rpm. Ao fim de 24 h, 48 h, 72 h e
168 h foram retiradas aliquotas e submetidas a centrifugacdo a 10000g durante 10 min,
a 4 °C. O sobrenadante das culturas foi recolhido e foi estudada a atividade celulolitica
pelo método filter paper activity (FPA) utilizando o procedimento de Ghose (1987).
Neste método utilizou-se como substrato o papel de filtro Whatman n°1, cortado em
tiras de (1x6) cm® com uma massa de aproximadamente 50 mg. O substrato foi
colocado em tubos de ensaio, adicionando-se de seguida 1 mL de tampado citrato a 0.05
mol dm™ (pH 4.8) e 0.5 mL do extrato enzimatico (sobrenadante das culturas). A reacéo
enzimatica ocorreu a 50 °C, durante 60 min. O método de Miller (1959) foi usado para
dosear a quantidade de glucose libertada pela reacdo com o &cido dinitrossalicilico
(DNS). Este metodo baseia-se na reducao alcalina do acido 3.5-dinitrossalicilico (DNS)
a acido 3-amino-5-nitrossalicilico, sendo os grupos carbonilos da glucose oxidados a
carboxilo. Assim, ap0s o aquecimento de 60 min, foram transferidos 0.5 mL da mistura
reacional para tubos contendo 0.5 mL do reagente DNS, que de seguida foram
colocados a 100 °C durante 5 min. Posteriormente, adicionou-se a cada tubo 5 mL de
agua bidestilada. A absorvancia da solucéo final foi lida a 540 nm contra um branco de
agua destilada que sofreu 0 mesmo tratamento. Foi feita uma curva de calibracdo com
solucBes padrdo de glucose com concentracdes entre 50 e 1000 mg L™. Fizeram-se
triplicados das amostras e dos padrdes.
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A atividade enzimética foi expressa em relacdo ao contetdo de proteina total
presente no extrato enzimético, o que é designado por atividade especifica. Para
determinar a atividade especifica recorreu-se ao método de Bradford (1976) que é um
método colorimétrico utilizado na determinagdo do teor proteico, sendo baseado na
mudanga de cor de um reagente (azul brilhante de Coomassie G) de castanho para azul
apos a ligagcdo a proteina. As amostras foram preparadas colocando numa microplaca
100 pL de extrato enzimatico (sobrenadante das culturas) e 100 puL de azul brilhante de
Coomassie G. Prepararam-se também solucdes padrdo de BSA (albumina sérica bovina)
al,2,5,10,15¢20 ug mLta partir da solugdo mae de 2 mg mL™. Ao fim de 2 min foi
lida a absorvancia de cada amostra e padréo, a 590 nm, num leitor de microplacas. As
amostras e padrdes foram preparados em triplicado. A atividade especifica foi expressa

por numero de unidades de enzima por miligrama de proteina (U/mg proteina).

38



Resultados e discussao






Resultados e discussao

3.1 Caracterizacdo material de negativos antigos

A colecdo de negativos em estudo é uma colecdo privada constituida por 1500
negativos de suporte em plastico e por 17 negativos em vidro. Os negativos de suporte
em plastico encontram-se acondicionados em envelopes de papel com aspecto
envelhecido, onde em alguns consta a data. Para este estudo foram selecionados seis
negativos em pelicula (N1 a N6) dos quais € conhecida apenas a data das amostras N3 e
N4: 1954 e 1956, respetivamente, embora se pense que toda a colecdo date de meados
do século XX pela datacdo de outras amostras nao selecionadas. A sele¢do das amostras
teve como critério diferentes estados de degradacéo visiveis a olho nu.

Neste trabalho fez-se a caracterizacdo material de negativos selecionados
recorrendo a diferentes técnicas de caraterizacdo: fotografia, microscopia Gtica,
microscopia electrénica de varrimento associada a espetroscopia de raios-X por
dispersdo em energia (MEV-EDS), espetroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier em modo de reflexdo total atenuada (ATR-FT-IR), espectroscopia de
fluorescéncia de raios-X (FRX), micro-difracdo de raios-X (u-DRX) e pirdlise seguida
de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (Py-GC/MS). Fez-se
também o estudo microbiolégico das amostras através do isolamento de
microrganismos da sua superficie e, posteriormente, fizeram-se culturas com os isolados
na presenca de pelicula fotografica contemporanea bem como a avaliagdo da atividade
celulolitica de trés estirpes fungicas selecionadas de uma colecdo de culturas. O estudo
foi desenvolvido em éareas degradadas e ndo degradadas. Definem-se por areas néo
degradadas, zonas onde a olho nu ndo é possivel detetar qualquer sinal de degradacéo,
enquanto as areas degradadas referem-se a zonas do negativo onde a degradacédo €
visivel a olho nu, nomeadamente, erupcdes na superficie da pelicula, aglomerados
cristalinos, entre outros.

Foi ainda feita uma avaliacdo da colecdo e do contexto do seu armazenamento

através da utilizacdo de AD-Strips (Anexo I).

3.1.1. Fotografia e microscopia otica
Apo0s inspecdo visual dos negativos foram obtidas imagens fotograficas sob
diferentes iluminacGes para observacdo mais detalhada da morfologia e do estado de

degradacdo. As imagens fotogréaficas, apresentadas na Tabela 3.1 foram obtidas sob luz
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transmitida, que permite visualizar melhor a imagem representada e as alteragdes
causadas pelo processo de degradacdo. A chamada luz rasante foi também uma
ferramenta valiosa na andlise de aspectos topograficos e a iluminacdo UV permitiu
distinguir a utilizacdo de um composto fluorescente na producéo de todos 0s negativos.
Os negativos foram fotografados pela frente, onde estd presente a camada de

emuls&o, e pelo verso, onde se encontra a camada anti-curvatura, para comparagéao.

Tabela 3.1. Imagens fotogréficas dos negativos N1, N2, N3 e N4 sob diferentes iluminagdes.

Legenda: F - Frente; V - Verso

Luz Transmitida Luz Rasante Luz UV
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Tabela 3.1 continuagdo. Imagens fotograficas dos negativos N5 e N6 sob diferentes iluminagoes.
Legenda: F - Frente; V - Verso

Luz Transmitida Luz Rasante Luz UV

N6

F \Y F \Y F V

As amostras N1, N2, N4, N5 e N6 apresentam estados de degradacéo evidentes,
exibindo bolhas e canais, bem como a formacdo de alguns aglomerados de cristais.
Quanto a amostra N3 ndo apresenta sinais visiveis de degradacdo. Uma das primeiras
indicacdes de que a pelicula de acetato de celulose estd a iniciar um processo de
degradacdo, nomeadamente o chamado sindrome do vinagre, é o odor caracteristico a
vinagre. O cheiro forte pode ser atribuido a quebra da ligacdo entre a cadeia principal do
polimero e os grupos laterais acetato, comecando a ocorrer a libertacdo de acido acético.
A perda dos grupos acetato contrai a cadeia do polimero e a pelicula comeca a
deformar. A formagéo de canais € o resultado do desequilibrio nas velocidades de
deterioracdo da emulsdo e do suporte. No seguimento do encurtamento do suporte, a
estrutura da pelicula enfraquece e ndo consegue reter o plastificante. Se este composto
ficar retido entre as camadas de emulsdo e anticurvatura, ocorre a formacédo de bolhas
em toda a superficie do negativo mas se o plastificante ndo permanecer dentro das
bolhas e for exposto ao ar cristaliza (Jamison, 2004), formando assim 0s depdsitos
cristalinos que se podem observar nas amostras N2, N5 e N6.

Das seis amostras, a N1 € a que se encontra em pior estado. A amostra N1 é

fragil e teve parte de outro negativo colado, como se pode ver nas imagens da Tabela
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3.1. Este segundo negativo foi removido e a amostra fragmentou-se devido a enorme
fragilidade que apresentava. Em todas as amostras, a utilizagdo de luz transmitida
permitiu visualizar a imagem retratada a excecdo da amostra N6 que tem um aspeto
metalizado, apresentando uma forma de degradacdo designada por espelho de prata. O
espelho de prata tem origem na acdo combinada da humidade relativa elevada e de
agentes poluentes que atuam sobre a imagem de prata provocando a oxidagéo da prata
constituinte da imagem. Os ides prata migram até a superficie onde sdo depois
reduzidos e depositam-se no meio ligante, tornando-o brilhante e apresentando cor de
chumbo (Pavao, 2001). A luz rasante possibilitou visualizar mais pormenorizadamente
canais e agregados presentes na superficie das amostras N1, N2, N4, N5 e N6. Na
amostra N4 foi observada uma coloracdo azul devida provavelmente aos corantes anti-
halo, que presentes na camada anticurvatura sob a forma leuco, na presenca do acido
acético oxidam e retornam & sua cor original. O facto de ser uma coloracdo azul sugere
que este negativo pode tratar-se de uma pelicula da marca Agfa ou Ansco (Valverde,
2005).

Para a analise mais detalhada das alteracdes morfoldgicas utilizou-se uma lupa
binocular e um microscopio 6tico de campo escuro. As imagens obtidas com estes
equipamentos (Tabelas 3.2 e 3.3) permitiram ampliar diferentes &reas degradadas dos
negativos, detetadas nas imagens fotograficas, possibilitando visualizar com maior
detalhe os canais e as bolhas, bem como a presenca de cristais.

Na Tabela 3.2 apresentam-se imagens de areas degradadas das amostras N1, N2,
N4 e N6 obtidas com lupa binocular. As imagens obtidas para a amostra N1 permitiram
ver, com maior detalhe, a formacéo de bolhas bem como a perda de parte da camada
superficial do negativo. Na amostra N2 e N6 verifica-se a presenca de aglomerados
enguanto que as imagens de lupa binocular de uma &rea degradada da amostra N4

permitiram distinguir a formacao de canais.
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Tabela 3.2. Imagens obtidas com lupa binocular evidenciando areas degradadas de algumas das

amostras. A ampliacdo utilizada encontra-se indicada na parte superior das imagens.

(7.8x) - (7.84>><<)_ (12.5x)

N1

(7.8x)

N2

(7.8x)
N4

(7.8x) (12.5x) (16x)
N6

Na Tabela 3.3 apresentam-se imagens de microscopia Otica obtidas com
microscopio de campo escuro de areas degradadas e ndo degradadas das amostras N1,
N4 e N5. As imagens obtidas permitiram ver com maior detalhe a morfologia dos canais
e bolhas.
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Tabela 3.3. Imagens de microscopia Otica obtidas com microscopio de campo escuro de areas
degradadas e ndo degradadas. A imagem a) corresponde a uma bolha; as imagens assinaladas com b)
correspondem a canais; ¢) corresponde a um aglomerado de cristais e d) corresponde a imagens da

superficie das amostras.

N1 N4 N5

Da observacdo das imagens fotogréaficas tiradas sob diferentes iluminacgdes e das
imagens obtidas com a lupa binocular e microscépio Gtico de campo escuro podemos
concluir que, a excecdo da amostra N3, todas as amostras ja iniciaram um processo de
degradacdo apresentando-se frageis e com diversas erupcGes na sua superficie.
Observagdes semelhantes foram feitas por Ciliberto e colaboradores (2013) em peliculas
cinematogréficas de acetato de celulose. As amostras estudadas por encontravam-se
degradadas e frageis apresentando na sua superficie inimeras bolhas, sendo possivel
também sentir um forte cheiro a vinagre, 0 que sugere que ja se iniciou 0 processo de

degradacao.

3.1.2. Microscopia electrénica de varrimento e espectroscopia de raios-X por

dispersdo em energia

A combinagdo da microscopia electronica de varrimento (MEV) com a
espectroscopia de raios-X por dispersdo em energia (EDS) tem sido amplamente
utilizada na analise de materiais e também para a documentacdo e interpretacdo de

processos de degradacdo (Schreiner et al., 2007). A andlise das amostras por MEV
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permitiu comparar algumas caracteristicas de areas degradadas e ndo degradadas e a
andlise por EDS possibilitou determinar a composic¢ao quimica elementar dos materiais
usados na producédo dos negativos bem como a sua distribuicdo espacial.

Na Tabela 3.4 apresentam-se imagens de MEV de areas ndo degradadas das seis
amostras selecionadas. Como ja foi referido anteriormente definem-se por areas nao
degradadas, zonas onde a olho nu ndo séo visiveis sinais de degradagdo. Ao
observarem-se as imagens obtidas por MEV destas areas verifica-se que as amostras
N2, N3, N4 e N6 apresentam sinais degradacdo. Na superficie das amostras N2 e N4 é
possivel observar-se a formacdo de bolhas. Das seis amostras selecionadas a amostra N3
é a Unica que, em toda a sua superficie, ndo apresenta de forma visivel sinais de
degradacdo contudo ao observar-se por MEV sdo visiveis particulas de sujidade, cuja
origem é desconhecida, e 0 que, eventualmente, parece ser a formacdo de canais. Na
superficie da amostra N6 observa-se a presenca de inimeras particulas, provavelmente
de prata, que devido ao processo de degradacdo “espelho de prata” se tornam mais

evidentes gue nas restantes amostras.

Tabela 3.4. Imagens de MEV de &reas ndo degradadas das amostras N1, N2, N3, N4, N5 e N6.

15.0kV 10.6mm x35 BSE3D 30Pa 1.00mmfl 15.0kV 10.9mm x50 BSE3D 30Pa

15.0kV 9.8mm x50 BSE3D 30Pa * 1.00mmfl 15.0kV 10.8mm x60 BSE3D 30Pa

Na Tabela 3.5. apresentam-se imagens de MEV de éareas degradadas das
amostras N1, N2, N4, N5 e N6 onde é possivel ver as diferentes tipologias encontradas.
Todas as amostras apresentam fissuras na sua superficie indicando que se encontram
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frageis. E visivel também a formacio de canais nas amostras N2 e N4 bem como a
formacéo de aglomerados nas amostras N2, N5 e N6.

Tabela 3.5. Imagens de MEV de areas degradadas das amostras N1, N2, N4, N5 e N6.

10.0kV 10.6mm x27 BSE3D 30Pa 2.00mm{fi 10.0kV 10.2mm x230 BSE3D 30Pa

1.00mm{45.0kV 10.2mm x32 BSE3D 30Pa

15.0kV 10.8mm x37 BSE3D 30Pa 1.00mm| 15.0kV 9.6mm x50 BSE3D 30Pa

15.0kV 10.6mm x30 BSE3D 30Pa 1.00mmJl 15.0kV 10.4mm x400 BSE3D 30Pa

1.00mm{ 15.0kV. 10.7mm x50 BSE3D 30Pa
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Na imagem de MEV da Fig. 3.1-a) apresenta-se uma area ndo degradada da
amostra N1 onde se fez uma analise pontual por EDS (Fig. 3.1-b). Esta analise mostrou
a existéncia essencialmente de fésforo e prata. A prata é utilizada no processo de
formacdo da imagem e o fosforo deve-se provavelmente a utilizacdo de trifenilfosfato
(TFF), um plastificante frequentemente adicionado ao suporte de acetato de celulose
durante a fase de produgéo para melhorar a resisténcia a humidade e diminuir o risco e a
velocidade de combustdo (Ciliberto et al., 2013; Schilling et al., 2010). Ferro e zinco
também foram detetados em pequenas quantidades. A utilizacdo de cloreto de zinco
como catalisador no processo de producdo do acetato de celulose é referida em patentes
anteriores aos anos 50 do século XX (Patente US1908550, 1933). A acetilacdo da
celulose ocorria na presenca de catalisadores, sendo que a mistura reacional podia
conter acetato de celulose, anidrido acético, &cido acético e cloreto de zinco (Patente
US1908550, 1933). O ferro por outro lado pode dever-se a uma contaminacdo pelo
recipiente onde ocorria a acetilagdo da celulose que numa patente de 1932 refere a
utilizacdo de um recipiente constituido por 18% de cromio, 8% de niquel e 74% de ferro
(Patente US1840404, 1932).

b)

Figura 3.1. a) Imagem de MEV de uma area ndo degradada da amostra N1; b) analise pontual por EDS

na area ndo degradada do negativo N1.

Na Fig. 3.2 sdo apresentados os mapas de EDS de uma &rea degradada da
amostra N1, onde é possivel constatar a diferente distribuicdo dos elementos presentes.
Na Fig. 3.3 sdo indicadas analises pontuais realizadas em diferentes zonas da amostra
apresentada na imagem da Fig. 3.2. Como referido anteriormente, 0s negativos tém uma
estrutura em camada. Numa area degradada esta estrutura deixa de ser mantida.

Materiais de camadas mais interiores passam a estar acessiveis na superficie do
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negativo. Esse é, por exemplo, o caso do composto contendo fésforo (o plastificante de
trifenilfosfato) que tera migrado até & superficie.

-
MAG: 60 x_HV: 20.0 kV_WD: 10.8 mm

5331 5331
MAG: 60 x HV: 20.0 kV WD: 10.8 mm 1 MAG: 60 x HV: 20.0 kv WD: 10.8 mm

5331 5331
MAG: 60 x HV: 20.0 kV WD: 10.8 mm t al MAG: 60 x HV: 20.0 kVWD: 10.8 mm

5331
MAG: 60 x HV: 20.0 kV WD: 168mm

Figura 3.2. Mapas de EDS de uma area degradada da amostra N1.
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C)

Iy

Figura 3.3. a) Imagem de MEV da area apresentada na Fig. 3.2; b), ¢) e d) analise pontual por EDS das

diferentes zonas indicadas em a).

A presenca de cloro ndo é facilmente explicavel. De facto, foram questionados
conservadores de fotografia e profissionais desta area e ndo foi encontrada uma
resposta. Assim, uma hipétese que se coloca € dever-se a uma contaminagdo ocorrida
durante a producdo do negativo, onde o acetato de celulose era dissolvido numa mistura
de diclorometano e metanol. Durante a década de 1950, o triacetato de celulose
comegou a ser fabricado em grande escala, devido a disponibilidade e baixo custo do
diclorometano (Valverde, 2005). Outra possivel explicagdo para a presenca de cloro, e
talvez a mais assertiva, € a utilizacdo de um composto clorado em conjunto com 0
plastificante cuja funcdo é a de retardacdo de chama. Os retardadores de chama, tal
como o nome indica, evitam ou retardam a combust&o da pelicula (Veen & Boer, 2012).
Diversas patentes que datam do inicio do século XX referem a utilizacdo de
plastificantes a base de fésforo combinados com compostos clorados, como o cloreto de
etileno. O plastificante fosfato de tricloroetilo é referido como um composto resistente a
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agua e que é bem retido por composi¢des de acetato de celulose (Patente US1994597,
1932; Patente US2761788, 1950). No entanto, como se verd adiante (Figs. 3.15 e 3.16),
o cloro aparece numa camada acima e abaixo do suporte e ndo parece estar misturado
com ele, ao contrario do que acontece com o fosforo. Por este motivo, a utilizacdo de
um composto clorado parece ter ocorrido em camadas delimitadas e ndo misturadas no
suporte.

Na Fig. 3.4 apresentam-se 0s mapas de EDS de uma area degradada da amostra
N2 onde é possivel verificar que a superficie do negativo tem algumas fendas
provocadas pelo encurtamento do suporte como consequéncia da perda dos grupos
acetato. Nesta amostra ndo se detetou a presenca de prata nem de cloro, embora tenham
sido realizadas vérias analises em areas degradadas e ndo degradadas. Provavelmente,
neste caso, o fdsforo apresenta-se uniformemente distribuido pela superficie,
mascarando a presenca de prata e, eventualmente, de cloro, embora ndo seja possivel
dizer se, a semelhanca do que se observou para a amostra N1, um composto clorado foi

utilizado na producéo do negativo.

6219
MAG: 50 x HV: 20.0 kV WD: 9.9 mm

6219 6219
MAG: 50 x HV: 20.0 kV WD: 9.9 mm MAG: 50 x HV: 20.0 kV WD: 9.9 mm

Figura 3.4. Mapas de EDS de uma area degradada da amostra N2.
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Na Fig. 3.5 é apresentada uma andlise pontual de uma area ndo degradada da
amostra N2. Esta analise confirma a informacéo dada pelos mapas de EDS de que na

sua superficie so se deteta o elemento fdsforo.

b)

16

2 4 6 1] 10
00 0.0 D: 10.9 kev

Figura 3.5. a) Imagem de MEV de uma area ndo degradada da amostra N2; b) analise pontual por EDS
da zona indicada em a).

Na Fig. 3.6 sdo mostrados os mapas de EDS da amostra N3 que, como ja foi
referido, ndo apresenta sinais de degradacéo visiveis a olho nu. No entanto, tal como se
referiu, a observacdo por MEV sugere um estadio inicial do processo