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Resumo

Envelhecimento artificial de papel por metais e microrganismos e sua

caracterizacdo por técnicas analiticas

O foxing é uma descoloracdo do papel ou de outros materiais fibrosos e refere-se a
manchas de pequenas dimensdes que ocorrem de forma dispersa e que normalmente tem
uma coloragéo alaranjada ou tonalidades entre o amarelo e o castanho-escuro.

Neste trabalho, utilizaram-se quatro tipos de papel contemporaneo (papel para aguarela,
cartolina duplex, papel para gravura e cartdo madeira) envelhecido e ndo envelhecido,
nos quais foram induzidas manchas de foxing com culturas mistas de fungos e com ifes
metalicos Fe** ou Cu*" em duas concentragdes diferentes, sozinhos ou em conjugacéo
com as culturas mistas. Foi determinada a atividade celulolitica de cinco estirpes
fangicas apos 24h, 48h, 72h, 96h, 168h e 336h.

Para a caracterizacdo dos papéis e das manchas induzidas foram utilizadas técnicas de
analise ndo destrutivas, como microscopia Otica, analise colorimétrica, microscopia
eletronica de varrimento em modo de pressdo varidvel e espectroscopia de raios-X por
dispersdo em energia (MEV-EDS) e espectroscopia de infravermelho com transformada

de Fourier em modo de reflexdo total atenuada (FT-IR-ATR).
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Abstract

Artificial aging of paper for metals and microorganisms and their characterization

by analytical techniques

Foxing is a discolouration of paper or other fibre-based materials and refers to small
stains that occur in a dispersed and that usually have an orange color or yellowish to
dark brown hues.

In this work, four types of paper support (watercolour paper, duplex paperboard,
gravure paper and wood cardboard) aged and non-aged were used, in which foxing
stains were induced by the presence of mixed cultures of fungi obtained in papers
containing foxing and by Fe** or Cu?* metal ions in two different concentrations, alone
or in conjunction with mixed cultures. Enzymatic activity of cellulase of five different
species of fungi was analysed after 24h, 48h, 72h, 96h, 168h and 336h.

For the paper characterization and induced stains were used non-destructive analysis
techniques, such as light microscopy, colourimetric studies, scanning electron
microscopy coupled with energy dispersive X-ray spectrometry (SEM-EDS) and ATR-
Fourier-transformed infrared spectroscopy (ATR-FTIR).
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Caracterizacdo do problema

O foxing é uma patologia tipica do papel, embora possa ser observado noutros
substratos como o tecido. Refere-se a manchas de pequenas dimensdes, que ocorrem de
forma dispersa e que normalmente tem uma coloracéo alaranjada ou tonalidades entre o
amarelo e o castanho-escuro. O aparecimento destas manchas tem sido ativamente
estudado desde 1930. No entanto, a sua origem continua a ndo estar completamente
definida mas as consequéncias da sua presenca podem ser devastadoras. De facto, €
possivel observar obras de arte onde as mesmas se encontram profundamente
perturbadas pela presenca de foxing. Assim, os estudos que contribuem para o
esclarecimento das causas e consequéncias do foxing e para o conhecimento das
diferentes tipologias sdo evidentemente importantes.

N&o existe consenso entre 0s autores mas pensa-se que as principais causas de
foxing se devem a oxidacdo da celulose, a presenca de iGes metalicos e a presenca de
microrganismos, que atuam em separado ou sinergeticamente. A contaminagdo por i0es
metalicos pode resultar do processo de producao do papel ou de poeiras existentes no ar,
sendo os ibes ferro e cobre os mais frequentemente encontrados nestas manchas e os
mais ativos cataliticamente. Outra das causas de foxing € o crescimento de fungos que
provocam deterioracGes estéticas graves. Alguns fungos filamentosos sdo capazes de
degradar as fibras de celulose por acdo de enzimas celuloliticos. Pensa-se ainda que
existe uma dupla atividade entre a presenca de metais e a de fungos. Os fungos
produzem acido na celulose e o &cido reage com os sais de ferro, formando assim sais
organicos que se decompdem com o tempo por oxidagdo. Objetos de arte em museus e
0 patrimdnio em geral sdo seriamente ameacados pelo aparecimento de foxing. Estudos
que conduzem a sua prevencdo e que contribuem para a realizacdo de trabalhos de

restauro eficazes sdo um desafio para cientistas e conservadores-restauradores.
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Objetivos do trabalho

GERAIS

Este trabalho teve como principal objetivo induzir manchas semelhantes as de

foxing recorrendo a parametros considerados como causas naturais desta patologia,

nomeadamente, soluces de ido Fe®* ou de Cu®*, atuando isoladamente ou em conjunto

com culturas mistas de fungos, provenientes de papéis contaminados naturalmente. A

acdo isolada dos fungos foi ainda avaliada e usou-se como material suporte deste estudo

quatro tipos de papel contemporaneo com caracteristicas/constituintes diferentes e

pretendeu-se testar a sua tendéncia para uma maior ou menor formacao de foxing. Foram

ainda utilizadas diferentes técnicas analiticas com o objetivo de estabelecer os parametros

para a sua utilizacdo nesta problemética e avaliar a sua contribuicdo para estudos de

caracterizacdo de papel natural e afetado por foxing.

ESPECIFICOS

CONHECER
- manchas de foxing
- composicdo de diferentes tipos de papel

- técnicas ndo destrutivas utilizadas na caracterizacdo do papel

COMPREENDER

- alteragBes morfoldgicas e cromaticas no papel
- causas de degradacao do papel

- aparecimento e causas de manchas de foxing

- influéncia dos fungos celuloliticos na degradacdo de papel

VALORIZAR

- objetos de patrimoénio cultural

APLICAR

- isolar fungos filamentosos de papeéis contendo manchas naturais de foxing
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Objetivos do trabalho

- estudar a atividade celulolitica de espécies fungicas

- utilizar técnicas analiticas ndo destrutivas na caracterizacdo de papel

- induzir manchas de foxing em 4 tipos de papel contempordneo, natural ou
artificialmente envelhecido, adicionando quantidades conhecidas de ides Fe?* e Cu?*

- avaliar a influéncia dos fungos filamentosos isolados no desenvolvimento de manchas

de foxing para os 4 tipos de papel contemporaneo

XXiv
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Introdugdo

1.1. BREVE HISTORIA DO PAPEL

A necessidade do Homem comunicar, registando informacdo sobre os
acontecimentos que presencia, levou-o a servir-se dos mais diversos materiais que
pudessem ser utilizados para esse efeito (CELPA, 2013). Antes do fabrico do papel e até
ja durante o periodo de existéncia do mesmo, muitos povos utilizaram formas variadas de
se expressarem através da escrita, nomeadamente, folhas de palmeiras, 0ssos de baleia,
dentes de foca, conchas, carapagas de tartaruga e, mais posteriormente, bambu e seda.
Também era comum o uso de pedra, barro e até mesmo de cascas de arvores (Reis, 2009).
A pedra, elemento natural do seu “habitat” nos tempos mais remotos, foi o primeiro meio
de comunicacdo, como o testemunham as pinturas rupestres e as gravuras que ainda hoje
podem ser apreciadas em varios pontos do mundo (CELPA, 2013).

O papel é um elemento essencial a vida quotidiana. E o material bésico de
comunicacdo escrita mais utilizado pela Humanidade, podendo ser usado de varias formas
com diversos fins. A inven¢do do papel é atribuida aos chineses e durante seis séculos
este segredo foi muito bem guardado de forma a garantir o monopdlio. Atualmente pensa-
se que, na realidade, o fabrico de papel ocorreu na China no século Il a.C., na antiga
Dinastia de Han, 200 anos antes do registo historico oficial, no qual se menciona a
invencgdo por Ts’ai Lun em 105 d.C. (Enami et al., 2010). O papel inicialmente era feito
de cascas de plantas e arvores como o canhamo e o bambu (fibras vegetais), redes de
pesca e desperdicios téxteis, usados como fonte de fibras e cal para ajudar no
desfibramento (Williams, 2006). O procedimento utilizado consistia na desintegracao de
fibras vegetais por fracionamento e na remogdo da pasta resultante de um molde de
madeira revestido de seda. Esta operacdo era repetida sendo as novas folhas colocadas
sobre as anteriores e, posteriormente, prensadas e colocadas em muros aquecidos para
secagem (Richard, 2010). Progressivamente foram feitas melhorias como a utilizagdo de
material macio no revestimento do molde de madeira, amido como encolagem e um
corante amarelo que funcionava como um repelente de insetos (Williams, 2006).

O processo de fabrico foi levado posteriormente da China para a Coreia, no século
VI, e em 610 um monge coreano chamado Don-cho compartilnou o seu conhecimento
sobre esta técnica no Japdo (Williams, 2006). Devido aos abundantes recursos vegetais
existentes neste pais, 0s japoneses rapidamente introduziram inovacfes e encontraram

uma planta local, o0 kozo (Broussonetia kazinoki), da familia da amoreira, para fabricar o
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papel (Enami et al., 2010). Tanto no Japdo como na Coreia, as técnicas utilizadas eram
artesanais, seguindo um processo de formacao de uma pasta, em que as fibras longas néo
eram cortadas mas simplesmente preparadas por batimento, conferindo uma aparéncia
caracteristica e excelente qualidade ao papel produzido.

No ano 751 os chineses foram derrotados na batalha entre as tropas do império
Tang e os arabes do rio Talas. Dos prisioneiros que cairam em maos arabes encontravam-
se artesaos que, levados para Samarcanda, transmitiram os seus conhecimentos sobre o
fabrico de papel (Bracelpa, 2010; Navarro et al., 2007). De ai, este segredo espalhou-se
rapidamente por Bagdad, Damasco, Egito e Marrocos mas s6 no século XII € que chegou
a Europa (Williams, 2006).

Na Europa, as fibras de trapo utilizadas como matéria-prima eram o linho, o
canhamo e a juta. Os trapos eram submetidos a um processo de maceragdo ou de
fermentacao, imprescindivel para a obtencdo de um bom papel. O processo durava de 5 a
30 dias, utilizando-se recipientes de pedra e amolecendo os trapos em agua (Navarro et
al., 2007). Em virtude desse processo ser duro e penoso, em meados do século XVII, os
holandeses comecaram a aplicar a forga hidraulica para mover grandes pedras que, em
movimento umas contra as outras, decompunham as fibras. Essas maquinas refinadoras,
chamadas “holandesas”, produziam em quatro ou cinco horas a mesma quantidade de
pasta que se podia obter em vinte e quatro horas com um antigo moinho de martelos com
cinco pedras (Navarro et al., 2007; Bracelpa, 2010). No ano de 1774, o quimico alemao
Scheele descobriu o efeito branqueador do cloro, permitindo com isso aumentar a
brancura do papel e empregar como matéria-prima trapos mais grossos e coloridos
(Navarro et al., 2007). A primeira maquina utilizada na producgdo de papel foi inventada
em Franca, por Nicholas-Louis Robert, em 1799. Pouco tempo depois, 0S irmaos
Fourdrinier apresentaram o método de produgdo continua, aperfeicoado em Inglaterra, e a
tecnologia foi sendo melhorada ao longo do tempo (Bracelpa, 2010). Com as alteracdes
introduzidas no processo de impressdo, houve um grande aumento de procura de papel, o
que levou a uma escassez consideravel de materia-prima, os trapos, comecando assim a
ser utilizadas fibras vegetais (Enami et al., 2010). Em 1884, Friedrich G. Keller produziu
pasta de fibras obtidas a partir de madeira pelo processo de desfibramento, mas adicionou
ainda trapos a mistura. A pasta obtida era formada por fibras de celulose impregnadas
com lenhina (Navarro et al., 2007). Na segunda metade do século XIX, quando a madeira
substituiu definitivamente os trapos na producdo de papel, as maquinas “Fourdrinier”

sofreram mudancas importantes (Bracelpa, 2010). Progressivamente, 0 processo de
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producdo tornou-se totalmente automatizado em todas as suas fases: desde a preparagédo
de celulose, a formacdo da folha de papel, até ao uso de encolagens e acabamentos. A
indUstria de papel desenvolveu fabricas adequadas para produzir papel a base de madeira,
em escala industrial, de forma a satisfazer a procura deste substituto dos trapos (CEPI,
2012).

Atualmente, o processo de producdo de papel consiste em trés etapas principais,
que ndo se diferenciam em muito do processo de producdo inicialmente seguido:
preparacdo da pasta, formagdo da folha e secagem. Dependendo da utilizagdo que terd o
papel, assim sera o tratamento efetuado antes, durante e ap6s a sua producdo. A primeira
fase consiste no desfibramento para soltar as fibras, na depuracdo destinada a manter a
pasta livre de impurezas e no refinamento que ird proporcionar as qualidades exigidas ao
papel através da moagem das fibras. Na preparacdo da pasta é importante considerar
alguns fatores como o tingimento, a encolagem, a correcdo de pH e aditivos. A segunda
fase de producdo é a formacdo da folha. As fibras de celulose sdo suspensas em agua e
colocadas sobre uma tela metalica. A agua escoa através desta e as fibras sdo mantidas,
formando uma espécie de tecido, com os fios muito pequenos e ligeiramente tracados
entre si. A terceira e Ultima fase é a secagem, na qual a folha é prensada para retirar toda a
agua e depois é passada por cilindros de ferro aquecidos, ocorrendo a evaporagdo da agua
(Bracelpa, 2010).

1.2. COMPOSICAO DO PAPEL

O papel é um sistema complexo, de multicomponentes, constituido por fibras de
celulose, vestigios de ides metalicos, cargas minerais e diferentes encolagens,
dependendo da técnica de producao utilizada e da funcdo que o papel ira desempenhar.
Os subprodutos do envelhecimento natural podem também ser encontrados ao fim de
algum tempo e dependem das condi¢Oes ambientais a que o papel foi sujeito (Missori et

al., 2006). A seguir desenvolve-se brevemente alguns dos componentes principais do

papel.
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1.2.1. CELULOSE, HEMICELULOSE E LENHINA

v" ESTRUTURA QUIiMICA DA CELULOSE

A celulose (Fig. 1.1) é um polimero natural formado por cadeias lineares de D-
glucose (300 a 15000 mondomeros) com ligagdes glucosidicas p (1—4) que, juntamente
com outros polimeros (hemicelulose, pectina), glucoproteinas (extensina) e lenhina
(polimero fendlico), formam a base estrutural das plantas, constituindo as paredes
celulares (Quintas et al., 2008; Voet et al., 2004). A estrutura quimica da celulose
apresenta um numero elevado de grupos hidroxilo que conferem as fibras celulésicas
propriedades notaveis, nomeadamente, resisténcia e flexibilidade (Quintas et al., 2008;
Voet et al., 2004):

H,COH OH H,COH OH
0 0
H/H O— /o H\H H/H 0— /0H H\H
o N\OH  HA A\H od\OH HMA M\H o
o o
OH H,COH H  OH H,COH

Figura 1.1. Estrutura quimica da celulose (Heldt, 2005)

A celulose é insolivel em agua devido ao elevado tamanho da sua cadeia, embora seja
uma substancia hidréfila. A ligacdo B (1—4), ao contrario da ligacdo a (1—4) dos
polimeros de reserva, favorece a conformacéo linear das moléculas de celulose que se
agregam em fibras através de ligacfes intermoleculares de hidrogénio (Quintas et al.,
2008).

As ligacdes P (1—4) da celulose podem ser cataliticamente hidrolisadas pela celulase,
um enzima produzido por microrganismos. A hidrélise acida da celulose da origem a D-
glucose e celobiose, esta ultima no caso de a hidrolise ser incompleta. Estes glucidos
suportam o metabolismo de bactérias e de fungos (Konkol et al., 2012).A quebra da
ligagdo B-glucosidica pode promover a descoloracdo do papel e enfraquecer a sua
resisténcia. A degradacdo da celulose € um processo lento pois as cadeias glucano com
ligacbes de hidrogénio ndo sdo facilmente acessiveis as celulases e ndo se separam
facilmente, mesmo ap0s a maioria das suas ligac6es glucosidicas terem sido hidrolisadas
(Quintas et al., 2008; Voet et al., 2004).
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v' ESTRUTURA FiSICA E MORFOLOGICA DA CELULOSE
As cadeias de celulose estdo associadas por ligacGes de hidrogénio numa estrutura
denominada por microfibrilas. As microfibrilas apresentam uma elevada resisténcia a
degradacdo quimica e bioldgica e sdo de tal forma estaveis que dificilmente hidrolisam,
embora muitos fungos e bactérias produzam celulases, enzimas hidrolisantes (Heldt,
2005). As microfibrilas que compbem as fibras, resultantes do arranjo espacial das

cadeias de celulose, possuem regides cristalinas e amorfas alternadas (Fig. 1.2):

Regido
amorfa

Regido
cristalina

Figura 1.2. Regides cristalinas e amorfas que compdem a estrutura das microfibrilas (Silva et al., 2009)

A primeira regido € altamente ordenada e resulta da acdo da biopolimerizacdo e da
cristalizacdo da celulose através de processos enzimaticos. Esta regido apresenta um
maior nimero de interagcdes quimicas, nomeadamente, as ligacdes de hidrogénio e forcas
de van der Waals, o que torna a celulose insoltvel e mais resistente a acdo enzimatica, a
tracdo e a agentes quimicos. A regido amorfa é desordenada e deve-se a imperfeicdes nas
microfibrilas resultantes de alteracfes no processo de cristalizacdo. Esta regido € mais
facilmente hidrolisdvel e ocorrem menos interagdes de hidrogénio, sendo facilmente
hidratada e mais acessivel aos enzimas. A proporcao entre as regides cristalina e amorfa,
que determina o grau de cristalinidade e as caracteristicas dimensionais dos dominios
cristalinos, segundo o tipo de microfibrilas é variavel (Silva et al., 2009; Zhang et al.,
2006).
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v' HEMICELULOSE

As hemiceluloses (Fig. 1.3) ocorrem normalmente associadas a celulose e séo
importantes constituintes da parede celular. Consistem numa variedade de polimeros que
contém, para além da D-glucose, outros gldcidos tais como hexoses (D-manose, D-
galactose, D-fucose), pentoses (D-xilose e L-arabinose) e &cido 4-O-metilglucorénico
(Heldt, 2005; Silva et al., 2009).

Na Fig. 1.3 pode ver-se o xiloglucano, a hemicelulose mais abundante da parede
vegetal de algumas espécies. A sua estrutura € constituida por uma cadeia de B-1,4-
glucano na qual os residuos de D-xilose estdo ligados entre si através de ligaches
glucosidicas p (1—4) (Heldt, 2005; Silva et al., 2009).

IJlL
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Figura 1.3. Representacdo esquematica da hemicelulose (Santos et al., 2012)

As hemiceluloses sdo estruturalmente mais semelhantes a celulose do que a lenhina;
no entanto, sdo mais suscetiveis a hidrdlise devido ao seu caracter amorfo (Santos et al.,
2012). O papel biolégico mais importante das hemiceluloses é a contribuicdo para o
reforco da parede celular por interacdo com a celulose e com a lenhina, conferindo-lhe

estabilidade mecanica (Scheller et al., 2010).

v' LENHINA
A lenhina (Fig. 1.4), depois da celulose, é o polimero natural mais abundante e
encontra-se covalentemente ligada a celulose na parede celular de quase todas as plantas

utilizadas na industria papeleira. As suas principais funcGes sdo proporcionar rigidez,
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impermeabilidade e resisténcia a ataques biologicos e mecanicos (Heldt, 2005; Vanholme
et al., 2010). A lenhina é um polimero hidrofébico, com estrutura tridimensional,
altamente ramificada, podendo ser classificado como um polifenol de arranjo irregular de
varias unidades de fenilpropano e que pode apresentar grupos hidroxilo e metoxilo como
substituintes do grupo fenilo (Silva et al., 2009). Assim, a estrutura quimica da lenhina é

menos precisa do que a de outros polimeros naturais e sintéticos (Lignoworks, 2013).

OLignin

Figura 1.4. Estrutura quimica da lenhina (Lignoworks, 2013)

Os componentes basicos da lenhina sdo os alcoois p-cumarilico, sinapilico e
coniferilico que, coletivamente, sdo designados por monolignois (Fig 1.5). A sintese dos
monoligndis requer a reducdo do grupo carboxilico dos respetivos acidos a &lcool (Heldt,
2005).
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H,C-OH H,COH H,COH
| | |
S =4 =
C—H C—H C—H
OCH, CH,0 OCHj,4
OH OH OH

Figura 1.5. Alcoois p-cumarilico, sinapilico e coniferilico, respetivamente, da esquerda para a direita
(Heldt, 2005)

1.2.2. AS CARGAS MINERAIS

As cargas sdo pigmentos minerais, que séo incorporadas nas fibras de celulose e
preenchem 0s espagos entre elas. Atuam como cargas funcionais e influenciam,
geralmente de forma positiva, as propriedades do papel, embora também possam ter
efeitos negativos sobre as mesmas. A escolha da carga é determinante pois cada uma
apresenta propriedades que as diferencia, conferindo propriedades especificas ao papel
(Velho, 2002). As cargas minerais melhoram certas propriedades como as Oticas
(luminosidade, dispersdo de luz, opacidade, brilho), as estruturais (maciez, volume,
permeabilidade ao ar), as mecanicas (resisténcia, rutura, rigidez), entre outras. A
utilizacdo de cargas pode, porem, provocar a disrup¢do das fibras e, quando utilizadas em
quantidade excessiva, podem comprometer a resisténcia da superficie. Estes problemas
sdo minimizados alterando as propriedades fisicas da carga, como o tamanho e a forma
das particulas (Beazley, 1991; Velho, 2002).

As principais cargas minerais para papéis acidos sdo o talco, o caulino hidratado, o
caulino calcinado, as silicas precipitadas e os silicatos e o dioxido de titanio. Para papéis
neutros/alcalinos sdo usados, além das cargas atras referidas, o carbonato de célcio em po
e o carbonato de célcio precipitado. Existem ainda outras cargas como a barite, a

pirofilite, a mica, o gesso e a alumina. As mais utilizadas no papel sdo o carbonato de
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calcio, o caulino, o carbonato de calcio precipitado, o talco e o didxido de titanio (Wilson,
2006).

A necessidade de producdo de papel alcalino ou neutro em vez de cido, por motivos
de conservacado, e a procura de papel mais brilhante e volumoso tém sido os principais
fatores para uma maior utilizacdo de carbonato de célcio no lugar do caulino. O carbonato
de célcio melhora a opacidade e é utilizado simultaneamente com outras cargas,
substituindo o didxido de titnio que é mais caro. O talco é mais caro do que alguns
pigmentos, mas melhora a qualidade do papel, nomeadamente, a suavidade, a qualidade
de impressdo, acentua a cor em papéis coloridos e tem menor impacto sobre as
propriedades relacionadas com a resisténcia quimica e mecanica do papel. O didxido de
titdnio, devido ao seu elevado preco, é raramente usado de modo frequente e serve
especificamente para conferir determinadas propriedades ao papel, nomeadamente,
brancura. O gesso (sulfato de calcio) é um mineral abundante, obtido naturalmente ou
como subproduto industrial e tem a desvantagem de possuir uma elevada solubilidade
(Wilson, 2006). O diatomito ou terra de diatoméaceas torna o papel altamente absorvente
devido & sua estrutura macroporosa e baixa densidade (Tsai et al., 2006).

1.2.3. A ENCOLAGEM

A encolagem € uma etapa no processo de fabrico do papel na qual é aplicada uma
substancia que tem como finalidade permitir a escrita, evitando que a tinta se espalhe,
proteger as fibras da desagregacdo e aumentar a resisténcia a agentes externos
(Panucarmi, 2008, LaCour, 2001-2003).

Inicialmente, o papel produzido no Oriente ndo era encolado. Os chineses recorreram
a um processo semelhante ao revestimento de uma superficie utilizando gesso e, mais
tarde, usaram uma substancia adesiva feita de liquenes. Posteriormente, utilizaram amido,
sendo este adicionado a pasta de celulose depois da formacéo da folha de papel. Os papéis
arabes, por seu lado, embora mantivessem a encolagem com amido, posteriormente eram
acetinados para produzir uma superficie altamente polida, semelhante ao pergaminho
(Garlick, 1986). Em meados do século XIII, em Italia, a gelatina foi utilizada pela

primeira vez como encolagem e passou a ser amplamente usada na Europa. A encolagem
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de gelatina forma uma pelicula uniforme bastante impermeavel a humidade. A utilizacéo
desta solucdo proteica apresenta ainda outras vantagens como melhorar a sua superficie
em termos de escrita e aumentar a resisténcia fisico-quimica do papel por diminuir a
velocidade de degradacdo da celulose, evitar a descoloracdo do papel, proteger dos
poluentes ambientais e minimizar os efeitos negativos das variacdes de humidade relativa.
O principal problema gerado com a encolagem de gelatina era a sua rapida deterioracao
em meio liquido, durante o processo de fabrico, especialmente a temperaturas elevadas.
Com a finalidade de melhorar a qualidade e resisténcia da encolagem de gelatina foi
adicionado alimen (sulfato de aluminio e potassio). O alumen estabiliza a viscosidade da
solucdo, aumenta a capacidade de resisténcia mecanica da folha e controla o crescimento
de microrganismos (Barrett, 2011; Garlick, 1986).

Atualmente, o dimero de alquil ceteno (AKD) e o anidrido alquenil succinico (ASA)
séo o0s agentes de encolagem interna mais comuns na inddstria de fabrico de papel e sédo
utilizados para melhorar as suas propriedades. O AKD e o ASA tém um efeito
predominantemente hidréfugo, atribuido a uma reacdo de esterificacdo com 0s grupos
hidroxilo da fibra de madeira. A principal diferenca entre estes dois agentes de encolagem

€ a menor reatividade e capacidade de hidrolise do AKD (Hundhausen et al., 2009).

1.3. DEGRADACAO DE PAPEL

A degradacdo de papel é um processo de alterac@es fisico-quimicas, condicionada por
agentes internos e externos. Os agentes internos estdo diretamente relacionados com a
composicdo do papel, ou seja, com o tipo de fibras, encolagens, residuos quimicos e iGes
metalicos presentes. Os agentes externos sdo o0s agentes fisicos e bioldgicos,
nomeadamente, a temperatura, a humidade relativa, a radiacdo ultravioleta, a poluicéo
atmosferica e os microrganismos (Costa, 2003; Pinzari et al., 2006).

A degradacdo hidrolitica e térmica é uma forma de degradacdo de papel e depende do
teor de humidade, temperatura, acidez e das condigdes de armazenamento (Manso et al.,
2006). Variacdes de temperatura e de humidade relativa levam a contracdo e alongamento
das fibras de papel e favorecem a proliferacdo de agentes biologicos. Quanto mais baixa

for a temperatura, maior sera a durabilidade do papel (Costa, 2003). A radiacdo natural ou
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artificial é tendencialmente nociva para o papel, pois sobretudo a acdo da radiacdo
ultravioleta € irreversivel e prolonga-se mesmo apds o periodo de irradiacdo ter
terminado, contribuindo assim para a oxidagdo da celulose. As fibras de papel rompem-se
em unidades cada vez menores, até se tornarem insuficientes para manterem a folha unida
(Costa, 2003).

Como se referiu anteriormente, o papel contém muitas vezes vestigios de ides
metalicos, nomeadamente, de metais de transigdo, provenientes do processo de produgdo
ou de contaminacgdo. Estes iGes metéalicos podem ser responsaveis por outro processo de
deterioracdo do papel: a degradacdo oxidativa da celulose. De entre os ides de metais de
transicdo, o cobre parece ser um dos mais ativos cataliticamente, seguido do ferro, cobalto
e cromio (Selih et al., 2007; Malesi¢ et al., 2012). A reacdo principal, através da qual 0s
ifes destes elementos contribuem para a degradacdo da celulose pode ser comparada a
reacao de Fenton, na qual sdo formadas espécies reativas de oxigénio, incluindo o radical
superoxido (O{_), o peroxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxilo (OH') (Kreiner
et al., 2002; Lushchak, 2011; Malesic et al., 2012). O H,0, € reduzido por um ido de um

metal de transicdo, sendo produzida uma espécie reativa, como um radical hidroxilo:

Fe?* + H,0, —Fe** OH + OH’

A espécie oxidante serd o radical hidroxilo (OH') embora alguns investigadores refiram
que Fe (1V) pode ser na verdade essa espécie (Selih et al., 2007)

A formacdo de H,O, € um dos produtos de degradacdo do papel e esta associada
principalmente a presenca de ides metalicos, mas também a presenca de fungos (Peter,
2000).

A biodegradacdo é um problema frequentemente abordado na conservacdo de bens
culturais, sendo as espécies fungicas a principal causa destes danos. A presenca de
esporos e de células vegetativas na superficie de documentos graficos pode indicar uma
possivel degradacdo no futuro (Choi, 2007). Por vezes, o ataque biologico pode ser
facilmente detetado a olho nu sob luz rasante, tornando possivel o isolamento
microbioldgico, o crescimento da cultura e a identificacdo de microfungos mas, em
alguns casos, a origem biotica das manchas pode ser inferida apenas com analises

microscopicas (Zotti et al., 2011). Alguns fungos filamentosos, frequentemente
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associados a degradacdo de papel, sdo capazes de dissolver as fibras de celulose através
da acdo de enzimas celuloliticos ou produzir acidos organicos causando descoloracdo e
danos graves em materiais com uma grande importancia cultural e historica. Os fungos
utilizam materiais organicos como fonte de nutrientes e a agua contida no ar. O micélio
dos fungos consegue invadir os espacos entre as fibras que constituem o papel
(Michaelsen et al., 2009).

Dentro do processo degradativo do papel, a degradacdo da celulose € um aspeto
particularmente importante do ponto de vista bioquimico. Adicionalmente, existe um
processo degradativo particularmente interessante e importante e que tem sido objeto de
intensa investigacdo nos ultimos anos: o foxing. Seguidamente, falaremos brevemente

destes dois aspetos.

1.3.1. DEGRADAGAO ENZIMATICA DA CELULOSE

As espécies fungicas sdo um agente muito importante na degradacdo de patrimonio
cultural. Conhecem-se mais de 200 espécies com atividade degradativa, nomeadamente,
na area do papel, e muitas delas tém uma acdo parcialmente celulolitica. O substrato em
papel de documentos graficos, como livros e obras de arte, é frequentemente colonizado
por grupos especificos de microrganismos representando mais do que um simples
problema estético (Pinzari et al., 2006). Na verdade, a atividade microbiana afeta ndo s6 a
aparéncia dos objetos com a formacdo de manchas mas, geralmente, consiste numa
profunda modificacdo da sua estrutura fisica e quimica, produzindo degradacao
irreversivel das fibras de celulose, a qual pode ser degradada por enzimas celuloliticos
produzidos por fungos (Konkol et al., 2012).

As celulases sdo enzimas celuloliticos que constituem um complexo capaz de atuar
sobre materiais celulosicos, promovendo a sua hidrolise. Estes enzimas sdo
biocatalisadores altamente especificos que atuam em sinergia para a libertacdo de
glucidos, dos quais a glucose é o que desperta maior interesse industrial, devido a
possibilidade da sua conversdo em etanol. As celulases tém a capacidade de hidrolisar as
ligacdes glucosidicas B(1—4) da celulose e sdo designadas de acordo com a sua

especificidade para o substrato pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
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Molecular (IUBMB). Assim, sdo agrupadas como hidrolases O-glucosidicas, sendo
classificadas pela Enzyme Comission (EC) com a designacdo E.C.3.2.1.x (Lynd et al.,
2002).

As celulases classificam-se em endoglucanases (EG), que clivam ligagdes internas da
fibra celulosica, exoglucanases (EX) ou celobiohidrolases (CBH), que atuam na regido
externa da celulose e B-glucosidades (BG) que hidrolisam oligossacaridos soluveis em
glucose (Zhang et al., 2006).

As endoglucanases (E.C.3.2.1.4) sdo enzimas do complexo celulolitico que quebram
aleatoriamente as ligacdes internas da fibra celul6sica, preferencialmente nas regibes
amorfas, dando origem a glucidos de diversos graus de polimerizacdo e,
consequentemente, novos terminais. A EG é o enzima celulolitico responsavel pela rapida
solubilizacdo do polimero celulésico (reducdo do grau de polimerizagdo) devido a sua
fragmentacdo em oligossacaridos (Castro et al., 2010; Metzler, 2003; Pérez et al., 2002).
As exoglucanases (E.C.3.2.1.91) iniciam a hidrolise nas extremidades da cadeia e nao
produzem uma quantidade significativa de novas cadeias terminais na superficie da
celulose. O grupo das exoglucanases é constituido por celobiohidrolase (CBH) e
glucanohidrolase (GH). A CBH (EC 3.2.1.91), cujo nome sistematico € 1,4-b-D-glucana-
celobio-hidrolase, participa na hidrolise primaria da fibra e é responsavel pela
amorfogénese que promove o aumento de hidrélise da celulose por tornar amorfas as
regides 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 ¢ rompendo as ligagcdes glucosidicas B-(1-4)
(Lynd et al., 2002; Zhang et al., 2006). A GH (EC 3.2.1.74), cujo nome sistematico € 1,4-
b-D-glucana-glucano-hidrolase é capaz de libertar glucose diretamente do polimero,
hidrolisando eficazmente a fibra celuldsica (Castro et al., 2010). As exoglucanases sdo 0s
unicos enzimas capazes de degradar eficazmente a celulose cristalina (Pérez et al., 2002).
O processo de hidrolise da celulose ¢ finalizado através da acdo da B-glucosidase (EC
3.2.1.21), que quebra a celobiose, libertando duas moléculas de glucose (Gottschalk et al.,

2010). Na Fig. 1.6. € apresentada a agdo sinergética destes enzimas de modo esquematico:
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glucose

25 oC o extremidade
/ redutora

extremidade ndo
redutora

cristalina amorfa

Figura 1.6. Diagrama esquematico representando a degradacgdo enzimatica da celulose (Pérez et al., 2002)

Os enzimas do complexo celulolitico, quando atuam conjuntamente, apresentam um
melhor rendimento do que quando atuam isoladamente. Assim, sdo conhecidas trés
formas de sinergia entre as celulases: a sinergia EG-EX em que a endoglucanase, atua nas
regibes amorfas da fibra e disponibiliza terminais redutores e ndo redutores para atuacao
de CBH 1| e CBH I, respetivamente; a sinergia CBH I-CBH Il em que atuam
simultaneamente na hidrdlise dos terminais redutores e ndo redutores libertados por acao
da endoglucanase; e as sinergias EG-G e EX-BG em que ha a libertacéo de celobiose e

de oligossacarideos, que sdo substratos para a 3-glicosidase (Castro et al., 2010).

1.3.2. FOXING

O termo foxing e utilizado por conservadores e restauradores de papel e refere-se a
manchas de pequenas dimensdes que ocorrem de forma dispersa em diferentes tipos de
documentos graficos cujo suporte € de papel, como desenhos, manuscritos, livros, papéis
de arquivo. Estas manchas apresentam frequentemente uma coloragéo alaranjada ou com
tonalidades entre o amarelo e o castanho-escuro (Boruvka, 2008; Choi, 2007; Manso et
al., 2009).

O aparecimento de manchas de foxing tem sido ativamente estudado desde 1930. No
entanto e apesar de intensas pesquisas, a sua origem é ainda desconhecida, ndo existindo

consenso entre os investigadores (Bicchieri et al., 2002).
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Segundo Boruvka (2008), as manchas de foxing sdo devidas a oxidacdo da celulose.
No entanto, Rebrikova e Manturovskaya (2000) consideram que os ides metalicos devem
ser considerados os principais responsaveis pelo foxing. Para Choi (2007), além do ferro e
do cobre, o estanho é também um elemento frequentemente encontrado nestas manchas.
Buzio e colaboradores (2004) estéo entre os que atribuem o aparecimento destas manchas
ao crescimento de fungos, a presenca de i6es metalicos e também aos materiais de
encolagem do papel, enquanto para Choi (2007) referindo-se ao trabalho de Meyenell e
Newsan (1978) a origem do foxing deve-se exclusivamente & presenca de
microrganismos. A cor observada pode ter a sua origem no proprio organismo, nos
metabolitos fangicos ou na reacdo entre os metabolitos e o papel. Os microrganismos
mais comuns nestas manchas sdo os generos Alternaria, Aspergillus, Cladosporium e
Penicillium (Choi, 2007).

As principais causas de foxing, segundo Manso (2009) sdo a contaminacgdo por
metais que pode ocorrer no processo de fabrico do papel ou de poeiras existentes no ar.
Estas poeiras podem conter uma quantidade de ferro até 15% (Manso et al., 2009).
Segundo Bicchieri (2002) o ido férrico desloca iGes de céalcio da celulose, provocando o
enfraquecimento do polimero (Bicchieri et al., 2002). Malesi¢ e colaboradores (2012)
afirmam que o ferro e o cobre sdo os ides que mais contribuem para o envelhecimento do
papel levando a formacdo de foxing (Malesic¢ et al., 2012). Pensa-se que existe uma dupla
atividade entre a presenca de metais e a presenca de fungos. Os fungos produzem é&cido
na celulose, e o acido reage com os sais de ferro, formando assim sais organicos que se

decompbem com o tempo por oxidagéo (Choi, 2007).

1.4. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

A caracterizagdo de uma amostra € um aspeto essencial na medida em que permite
obter informacdo sobre a sua composicdo quimica, morfoldgica e estrutural. Foram
usadas diferentes técnicas para caracterizar as amostras de papel e as manchas de foxing,

natural e induzido, sobre as quais se faz uma pequena abordagem teorica a seguir.
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1.4.1. MICROSCOPIA OTICA

A microscopia 6tica é utilizada para ampliar objetos de pequenas dimensdes ou
zonas particulares de outros de maiores dimensbes e fornece informacéo estrutural e
morfoldgica sobre os objetos em estudo (Stuart, 2007). Esta técnica envolve a interacéo
da radiagio com a matéria. E uma técnica rapida para a identificacdo de uma ampla gama
de materiais, incluindo minerais, metais, ceramicas, fibras, pinturas, entre outras. Existe
uma variedade de técnicas de microscopia Otica que podem ser utilizadas. De facto, as
amostras podem ser examinadas por luz transmitida ou refletida, esta ultima em
estereomicroscopia onde é obtida uma imagem tridimensional. O microscopio pode
também ser de campo claro, o0 modo mais frequente de operar em microscopia Otica, de
campo escuro, de contraste de fase, de fluorescéncia e de ultravioleta (Stuart, 2007).

O microscépio é constituido por dois conjuntos de lentes: a objetiva e a ocular. A
objetiva projeta uma imagem ampliada, mas invertida, e a ocular fornece uma imagem
virtual da que foi obtida pela objetiva. A ampliagdo é uma das carateristicas Oticas
essenciais da objetiva e é determinada a partir das ampliacGes da objetiva e da ocular. A
abertura numérica (AN) é a quantidade de luz recebida de um objeto e é dada pela
equacéo:

AN =nsena

em que o n é o indice de refracdo do meio que se interpde entre o objeto e a lente e
0 o é 0 angulo que forma o raio mais externo captado pela lente da objetiva (Aradjo,
2007).

Outra das caracteristicas do microscopio é o seu poder de resolugdo, ou seja, a
capacidade que o microscopio tem de distinguir dois pontos adjacentes. O poder de
resolucéo e expresso pelo limite de resolucéo, €, que é definido como a distancia minima
entre dois pontos de modo a que as respetivas imagens, fornecidas pelo sistema otico,

sejam distintas (Bittencourt, 2008) e € dado pela equacgéo:

€=0,61A/nsena

em que A € o comprimento de onda utilizado na observacdo (Aradjo, 2007). Assim,

quanto menor for o limite de resolucdo da objetiva, maior serd o poder de resolucéo
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(Bittencourt, 2008). E possivel uma resolucdo elevada, dependendo da capacidade do

equipamento e da natureza da amostra.

1.4.2. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO MOLECULAR NO

ULTRAVIOLETA /VISIVEL (UV /VIS)

A espectroscopia de absor¢do molecular no UV/VIS é uma técnica analitica
baseada na capacidade de espécies poliatdmicas, i6nicas ou moleculares, absorverem
determinados comprimentos de onda da radiacdo eletromagnética na regido do
ultravioleta/visivel (UV/VIS). As moléculas quando excitadas pela radiagdo ultravioleta e
visivel promovem a transicdo de eletrbes de uma orbital molecular de baixa energia para
outra orbital, de energia mais elevada. No processo de absorcdo, a energia dos fotdes é
transferida (totalmente ou em parte) para as espécies constituintes da amostra originando
transicdes eletronicas associadas a transi¢Bes vibracionais e rotacionais. Tendo em vista
que os niveis energéticos das moléculas sdo quantizados, apenas 0s comprimentos de
onda cujos fotbes tém energia idéntica a de uma transicdo permitida sdo absorvidos.
Assim, a absorcdo pode ser considerada como um processo especifico relacionado com a
estrutura da espécie absorvente, que determina a energia envolvida na transicéo, e com a
probabilidade de que a transicéo ocorra (Leal et al., 2007; Skoog, 2007).

A intensidade da absorcdo ndo é diretamente mensurdvel mas a atenuacdo da
radiacdo que incide na amostra pode ser medida e relacionada com a concentracdo da
espécie absorvente. Quando um feixe de radiacdo monocromatica atravessa uma solucao
contendo uma espécie absorvente, uma parte da energia radiante é absorvida, e a parte
restante atravessa o0 meio. Chama-se poténcia radiante a quantidade de energia
transportada por segundo através de uma unidade de se¢do transversal. A razdo entre a
poténcia da radiacdo transmitida (P) e a poténcia da radiacdo incidente (Po) € denominada
transmiténcia (T), e representa a fracdo da poténcia da radiacdo incidente que é
transmitida pela solugé&o:

T=P/Py
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Em geral, esta técnica € de rdpida execucdo, embora a preparacdo de amostra
possa ser mais demorada. A lei que rege o processo de absorcéo de radiacdo é a Lei de
Lambert-Beer, que estabelece a relacdo entre a absorvéancia (A), que corresponde ao
inverso do logaritmo decimal da transmitancia (T), e a concentracdo da espécie
absorvente:

log Po/ P =log (1/T) = A=¢hc

onde ¢ é a absortividade molar do analito, b o percurso 6tico e ¢ a concentracdo da
espécie absorvente (Leal et al., 2007; Stuart, 2007).

1.4.3. ANALISE COLORIMETRICA

A colorimetria fornece uma maneira mais precisa para definir a cor do que a
espectrofotometria. Em colorimetria, a sensibilidade do olho humano a luz em toda a
regido do visivel é medida, obtendo-se uma descri¢cdo numeérica da cor, em vez de bandas
num espectro de absor¢do, caracteristico em espectroscopia. Existem trés atributos para
descrever a cor. O primeiro identifica a cor pela sua localizacdo na sequéncia espectral,
isto €, o comprimento de onda associado a cada cor, a que se chama tom ou tonalidade, e
é o comprimento de onda onde ocorre o contraste maximo. O segundo atributo, relativo
ao nivel de branco e/ou de preto, é chamado saturacdo. O terceiro atributo é o brilho ou
luminéncia. A luminancia fornece informac6es sobre a transparéncia de uma amostra em
toda a faixa do visivel (Mortimer et al.2008).

Em 1931, a Commission International d’Eclairage (CIE), 0 0rgdo responsavel
pelas normas internacionais para a ciéncia da cor, criou os primeiros modelos de cor cujo
principio se baseia na definicdo de trés componentes essenciais para a percecdo de cor: a
fonte de iluminacdo, o objeto e o observador. Neste modelo, qualquer cor pode ser
descrita por um conjunto de trés valores X, Y, Z que resultam da mistura de trés cores
primarias (vermelho, verde e azul). Posteriormente, em 1976, a CIE recomendou a
utilizacdo de duas formulas padréo para a diferenga de cor (CIELAB e CIELUV), sendo a
CIELAB a mais utilizada na discussdo sobre as cores. Estas férmulas fornecem um

espaco de cor uniforme para descrever todas as cores percetiveis ao olho humano. O
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modelo CIELAB utiliza dois tipos de coordenadas: as cartesianas e as cilindricas (Fig.
1.7) (Luo, 2006).

100 branco

amarelo (+)

o| Preto

Figura 1.7. Representacao tridimensional do espago de cor CIELAB 1976 (Luo, 2006)

As coordenadas cartesianas (L*a*b*) s&o representadas num espaco
tridimensional e tém preferéncia para as cores acromaticas, como 0s brancos, pretos e
cinzas. As coordenadas cilindricas (L*C*4;h°%p) representam as componentes psicofisicas
qualitativas e quantitativas da cor, como a luminosidade (L*), a saturacdo (C*) e a
tonalidade (h°). A luminosidade varia entre 0 (preto) e 100 (branco), a coordenada a*
representa a cor na escala de vermelho-verde (vermelho [+] para verde [-]), e a
coordenada b* a cor na escala amarelo-azul (amarelo [+] para azul [-]). C*,, corresponde
a saturacdo de cor (C*x = [a**+b*?]Y?), e refere-se a0 comprimento da linha que une o
ponto (0,0) e o ponto de amostragem no plano a*b*. Quanto ao pardmetro h%y, é o0 angulo
de tonalidade (h°%, = arctan (b*/a*)) e refere-se ao comprimento de onda dominante. A
diferenga ou variacdo de cor pode ser estimada pela equacdo classica CIELAB:
AE”‘abZ[(AL"‘)2+(Aa”‘)2+(Ab”‘)2]1/2 , em que AL* Aa* e Ab* representam as diferencas
entre dois valores de L*, a* e b*. As coordenadas L*a*b*C*,, h%; sdo definidas em
relacdo a um branco de referéncia, em geral o iluminante CIE Standard D65, que
representa a luz natural (Prieto et al., 2011; Ohno, 2000).
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1.4.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO E
ESPECTROSCOPIA DE RAIOS-X POR DISPERSAO EM

ENERGIA (MEV-EDS)

O principio de funcionamento do microscopio eletronico de varrimento (MEV)
baseia-se na incidéncia de um feixe de eletrbes acelerados num ponto da superficie da
amostra e na subsequente recolha dos sinais eletronicos emitidos por essa amostra. A
amostra é percorrida sequencialmente por um feixe de eletrGes acelerados por uma
diferenca de potencial que varia entre 0 e 50 KV, finamente focado através de um sistema
de lentes eletromagnéticas (Stuart, 2007). Da interacdo do feixe eletrénico com a amostra
resulta a emissdo de diversos tipos de radiacdo e eletrdes, entre os quais eletrdes
secundarios (ES) (com energias inferiores a 50 eV) utilizados na formulacdo de uma
imagem da amostra. Os eletrfes secundarios sdo eletrdes da amostra que sofrem excitacdo
e “escapam” da superficie. Outro modo importante de detecdo sdo o0s eletrfes
retrodifundidos (ER), que emergem da superficie com uma energia elevada, proxima da
dos eletrdes primarios (interacdes elasticas ou pequenas perdas de energia do feixe
primario). A dependéncia da intensidade da emissdo de ER do nimero atdbmico permite
estimar o nimero atomico médio local de uma amostra (composic¢do quimica da amostra)
a partir do registo em condicdes calibradas da intensidade desta emiss&o. Da interacdo do
feixe eletronico com a amostra resulta também a emissdo de raios X. A andlise qualitativa
compreende a identificacdo dos elementos presentes num “ponto” ou numa regiao
alargada da superficie da amostra. A identificacdo das riscas caracteristicas é realizada
com referéncia a bases de dados e com o apoio do sistema informatico associado ao
espectrémetro (S4, 2001; Stuart, 2007).

O MEV pode ampliar objetos na ordem de 300 000 vezes e produzir imagens
tridimensionais detalhadas. Além disso, pode ser combinado com a espetroscopia de
raios-X por dispersdo em energia (EDS), a fim de realizar a anélise elementar. O EDS
pode ser utilizado para a analise quimica de elementos presentes num ponto determinado
ou numa regido alargada da superficie da amostra (Stuart, 2007).

As amostras para poderem ser estudadas por microscopia eletronica de varrimento
tém de apresentar boa condutividade elétrica superficial ou serem metalizadas, utilizando

um revestimento ultrafino de ouro ou de carbono, suportar as condigdes de vacuo
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necessarias no modo de operacdo desta técnica e apresentar estabilidade fisica e quimica
nas condicdes de observacdo/interacdo com o feixe eletromagnético (Sa, 2001).

A andlise simultanea dos sinais recolhidos pelos detetores permite caracterizar
cada ponto da amostra em termos de topografia (ES e ER), nimero atomico (ER e EDS);

composicao quimica elementar (EDs e ER) e campos magnéticos (ER) (S&, 2001).

1.4.5. ESPETROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER EM MODO DE REFLEXAO

TOTAL ATENUADA (FT-IR-ATR)

A espectroscopia de infravermelho (IV) é uma das técnicas mais importantes na
identificacBo e caracterizacdo de materiais. Atualmente, o0s espectrOmetros de
infravermelho com transformada de Fourier ndo utilizam nenhum elemento dispersivo e
todos os comprimentos de onda séo detetados e medidos simultaneamente. Em vez de um
monocromador, é usado um interferébmetro de Michelson para produzir padrdes de
interferéncia que contém a informacdo espectral do infravermelho. Para se obter a
poténcia radiante em funcdo do comprimento de onda, o interferdmetro descodifica o
sinal da fonte por uma técnica matematica denominada transformada de Fourier, através
do auxilio de um computador que realiza os calculos necessarios. Para se obter o espectro
analitico, primeiro traca-se um espetro de background e depois o espectro da amostra. O
sinal analitico é a razdo entre os dois sinais.

As vantagens do FT-IR séo a sua elevada sensibilidade, o melhor aproveitamento
da poténcia luminosa e melhor precisdo e exatiddo em termos de valores de comprimento
de onda (Skoog et al., 2007).

A espetroscopia de infravermelho em modo de reflex&o total atenuada (FT-IR-ATR) €
utilizada para analisar de amostras em diferentes estados fisicos e de naturezas distintas,
como pastas, liquidos, adesivos, pos, pastilhas, entre outros.

O fundamento da espectroscopia baseia-se no facto de que quando um feixe de
radiacdo passa de um meio com um elevado indice de refracdo e baixa absorcdo no IV
(cristal de ATR) para um meio com um indice de refracdo mais baixo (amostra), ocorre

reflexdo (Pineda et al., 2008). A fracdo do feixe de radiacdo incidente que é refletida

23



Introdugdo

aumenta conforme aumenta o angulo de incidéncia e quando excede um determinado
angulo critico a reflexdo é completa. No ponto de reflexdo o feixe atua como se
penetrasse a uma pequena distancia dentro da amostra. A radiacdo de penetracdo é
chamada onda evanescente. Se a amostra absorve num certo comprimento de onda
evanescente, ha uma atenuacdo do feixe a comprimentos de onda correspondentes as
bandas de absorcéo no infravermelho, originando o espectro. A técnica ATR tem grande

utilidade para examinar materiais densos ou com absorcdo elevada (Stuart, 2007).
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2.1. ESTRATEGIA ADOTADA

A concretizacdo dos objetivos deste trabalho obedeceu ao seguinte plano:

LOCAL DE REALIZACAO
- Laboratorio HERCULES, Palécio do Vimioso
- Laboratorio de Biotecnologia, Fase 111, Colégio Luis Anténio Verney

- Laboratorio de Conservagédo e Restauro José de Figueiredo

DURACAO
Ano letivo de 2012/2013

PAPEIS EM ESTUDO

-oito papéis diferentes contendo manchas de foxing natural (P1 a P8) (Tabela 2.1)
-papel para aguarela da Canson (Arches (56x66) cm)

-cartdo madeira da Canson

-cartolina duplex da Fabriano (Rosaspina Ivory (50x70) cm)

-papel para gravura da Fabriano (Rosaspina Ivory (50x70) cm)

MODELO BIOLOGICO
-culturas mistas de fungos obtidas a partir dos papéis contendo foxing natural
-estirpes fungicas isoladas dos papéis contendo foxing natural

-estirpe com atividade celulolitica conhecida Trichoderma harzianum CCMI 783

ENSAIOS

-envelhecimento artificial dos quatro papéis contemporaneos em estudo
-inducdo artificial de manchas de foxing

-atividade enzimatica da celulase ao fim de 24h, 48h, 72h, 98h, 168h e 336h

PARAMETROS

Neste trabalho selecionaram-se oito papéis de natureza distinta e envelhecidos
naturalmente, contendo manchas de foxing de diferentes tipologias, e isolaram-se fungos
filamentosos desses papéis. Estas espécies fungicas foram identificadas e avaliadas

quanto a sua atividade celulolitica. Foram também induzidas manchas de foxing em
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papéis contemporaneos de forma a avaliar a influéncia que os fungos filamentosos e os

ides Fe?* e Cu®* podem ter na origem destas manchas.

TECNICAS UTILIZADAS

Para a caracterizagdo dos papéis e das manchas induzidas foram utilizadas técnicas de
analise ndo destrutivas, como a microscopia Otica, a analise colorimétrica, a microscopia
eletronica de varrimento e espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
em modo de reflexd@o total atenuada. Iniciaram-se ainda estudos de difracdo de raios-X
para avaliar o grau de cristalinidade da celulose no papel natural e na zona das manchas,
mas que ndo sdo apresentados neste trabalho revelando, no entanto, as potencialidades da
aplicacdo desta técnica a esta problematica. Na determinacdo da atividade celulolitica foi

utilizado um espectrofotémetro de absorcdo molecular no UV/VIS.

ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Na validacdo estatistica dos resultados enzimaticos utilizou-se o programa SPSS para
Windows, versdo 20, Copyright®, Microsoft Corporation. Foram estudadas as diferencas
encontradas nos niveis de atividade do enzima, para todos tempos das culturas,
recorrendo ao teste de analise de variancia (ANOVA). A homogeneidade das variancias
foi confirmada pelo teste de Levene e a comparacdo 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

sele¢do de papéis contendo foxing

o[ [ — =
}

MEA CBR NA | extrato de malte liquido (culturas mistas de fungos)

selegdo de papéis contemporaneos

papel para cartolina papel para  cartdo
aguarela  duplex gravura  madeira

2x2cm

//

amostras sujeitas a
envelhecimento artificial:
80°C, 65% HR, 15 dias

VY

amostras ndo sujeitas a

envelhecimento

inducdo de manchas de foxing por:

Fe?* ou Cu®* a 1,0x10 mol dm™
Fe?* ou Cu®* a 2,5x10°° mol dm™®
Fe?* ou Cu** a 1,0x10% mol dm®
seguido de culturas mistas de fungos
(apenas nos papéis nao envelhecidos)
culturas mistas de fungos

c Técnicas utilizadas

aliquotas a cada 24h, 48h, ~  microscopia 6Gtica ~ MEV-EDS
72h, 96h, 168h e 336h = andlise colorimétrica ~ FTIR-ATR

meio Mandels meio BCSL

centrifugacio estudo da atividade celulolitica e doseamento de
10000g gogmin pelo metodo filter paper n— glucose libertada pelo
' activity método de Miller

determinacgdo da atividade especifica pelo
método de Bradford (1976)
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2.3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.3.1. SELECAO DE PAPEIS CONTENDO FOXING

Foram selecionados oito papéis (P1 a P8) contendo foxing, guardados para estudos
desta natureza no Laboratdrio José de Figueiredo. Estes papéis tém natureza e funcGes
diversas e apresentam manchas de foxing com tipologias distintas. Na Tabela 2.1. ¢ feita
uma descricdo da funcao de cada um dos papéis e é apresentada uma imagem fotografica

obtida com luz branca.

Tabela 2.1. Descricdo dos papéis P1 a P8 contendo foxing natural

passe-partout (séc. XX)  papel cartonado, (séc.  papel de cenério antigo  papel de seda (séc. XX)
, de um quadro XX), utilizado como (séc. XX)

J.Glamma Stroberke parte posterior do
retrato de “Sra D. Ana
de Sotto Maior”

i

passe-partout de 3 fotos

cartdo grosso (séc. XX)  cartdo fino (séc. XX), papel madeira (séc.

sem acabamento utilizado como parte (séc. XX) XX), produzido com
superficial, utilizado posterior da aguarela pasta mecanica. Museu
como parte posterior do Jodo de Deus Na0|ona|l?§ic;ares dos

quadro “O Semeador”

30



Metodologia

2.3.2. ESTUDO MICROBIOLOGICO DOS PAPEIS P1 A P8

2.3.2.1. CARATERIZACAO MICROBIOLOGICA

De cada papel indicado na Tabela 2.1 cortou-se uma amostra de (1x1) cm de uma
zona contendo foxing e que foi colocada num tubo de ensaio estéril contendo 2000 pL de
soro estéril. Os tubos foram submetidos a agitagdo orbital a 28 °C e 150 rpm durante 1 h.
Seguidamente, de cada tubo retiraram-se volumes de 200 pL ou de 100 pL, que foram
inoculados em placas de Petri, respetivamente, com malte extrato agar (MEA) e rosa de
Bengala cloranfenicol (CBR) para crescimento fungico e nutriente agar (NA) para
crescimento bacteriano, utilizando como procedimento a técnica de espalhamento. No
Anexo | é indicada a composi¢do de todos os meios de cultura utilizados. As placas de
crescimento fungico foram inoculadas a 28 °C durante 5 dias e as de crescimento
bacteriano a 30 °C durante 2 dias. Adicionalmente, de cada tubo de ensaio retiraram-se
1000 pL e colocaram-se em Erlenmeyers (Fig. 2.1) contendo extrato de malte liquido para
obtengéo de culturas mistas. Este meio foi colocado em agitacdo orbital a 28 °C e 150

rpm.

Figura 2.1. Culturas mistas

2.3.2.2. ISOLAMENTO MICROBIANO

O isolamento microbiano foi efetuado utilizando as placas de Petri com MEA,
CBR e NA referidas no ponto anterior. Apenas foram isoladas as col6nias

morfologicamente diferentes utilizando o MEA para fungos, designados por Fya Fy, e 0
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NA para bactérias, designadas por B, a By;. Foram feitas 3 repicagens de cada coldnia
seguindo todos os cuidados de assepsia. As estirpes isoladas foram passadas para rampas
com MEA ou NA, consoante o caso, e armazenadas a 4 °C para posterior utilizacdo,
tendo o cuidado de repicar os isolados de 2 em 2 meses.

2.3.2.3. IDENTIFICAGCAO MICROBIANA

A andlise de fungos foi feita por observacdo macroscopica e microscopica das
estirpes isoladas de forma a identificar as estruturas reprodutoras, micélios e esporos. Para
a sua caracterizacdo foram feitas preparacGes a fresco utilizando o corante azul de
metileno e que foram posteriormente observadas ao microscépio oOtico Leica DM2500P
com as objetivas de 10x, 20x, 40x e 100x. Quanto as bactérias, demostraram um
crescimento atipico e bastante reduzido, ndo se realizando assim estudos de

caracterizacao.

2.3.2.4. AVALIAGCAO DA ATIVIDADE CELULOLITICA

Utilizaram-se os quatro isolados fungicos F, a F\, obtidos nos pontos anteriores, e
uma estirpe com atividade celulolitica conhecida (Trichoderma harzianum CCMI 783) de
uma colecdo de culturas para termo de comparacao.

Para a producdo de celulases inocularam-se 10 rampas com meio sélido malte
extrato agar que foram incubadas durante 5 dias a 28 °C. Prepararam-se 5 Erlenmeyers
contendo 100 mL de meio Mandels e outros 5 contendo 100 mL de meio BCSL,
arrastando a biomassa presente nas rampas. Os meios de cultura foram mantidos sob
agitacao orbital a 28°C e 150 rpm. Ao fim de 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 168 h e 336 h foram
retiradas aliquotas e submetidas a centrifugacdo a 10000g durante 10 min. O
sobrenadante da cultura 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
e adicionou-se 1 mL de tampdo citrato a 0,05 moldm™ (pH 4,8) e 0,5 mL do extrato

enzimatico (sobrenadante das culturas anteriormente referidas). A reacdo enzimatica

32



Metodologia

ocorreu a 50°C, durante 60 min. O método de Miller (1959) foi usado para dosear a
quantidade de glucose libertada pela reacdo com acido dinitrossalicilico (DNS). Este
método baseia-se na reducdo alcalina do &cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) a acido 3-
amino-5-nitrossalicilico, sendo os grupos carbonilos da glucose oxidados a carboxilo.
Assim, apos o aquecimento de 60 min, foram transferidos 0,5 mL da mistura reacional
para tubos contendo 0,5 mL do reagente DNS e foram colocados a 100 °C durante 5 min.
Adicionou-se a cada tubo 5 mL de agua destilada. A absorvancia da solucéo final foi lida
a 540 nm contra um branco de &gua destilada que sofreu 0 mesmo tratamento. A curva de
calibracdo foi feita com solucdes padrdo de glucose com concentracdes entre 50 e 1000
mgL™. Fizeram-se triplicados das amostras e dos padrdes.

Paralelamente, determinou-se a atividade celulolitica especifica que foi expressa
por nimero de unidades de enzima por miligrama de proteina (U/mg proteina). O método
de Bradford (1976) é um método colorimétrico que foi utilizado na determinacéo do teor
proteico, sendo baseado na mudanca de cor de um reagente (azul brilhante de Coomassie
G) de castanho para azul apdés a ligacdo a proteina. As amostras foram preparadas
colocando numa microplaca 100 pL de extrato enzimatico (sobrenadante das culturas
anteriormente referidas) e 100 pL de azul brilhante de Coomassie G. Prepararam-se
também solugdes padréo de BSA (albumina sérica bovina) a 1, 2, 5, 10, 15 e 20 pgmL™" a
partir da solucdo mée de 2 mgmL™. Ao fim de 2 min foi lida a absorvancia de cada
amostra e padrdo, a 630 nm, num leitor de microplacas. As amostras e padrdes foram
preparados em triplicado.

Recorreu-se a validacdo estatistica dos resultados enzimaticos utilizando o
programa SPSS para Windows, versio 20.0, Copyright®, Microsoft Corporation.
Consideraram-se as percentagens de atividade enzimatica como variaveis dependentes e
0s tempos que as culturas mistas de fungos estiveram em incubagdo como varidveis
independentes. As diferencas encontradas nos niveis de atividade do enzima, para todos
tempos das culturas, foram estudadas recorrendo ao teste de analise de variancia
(ANOVA). A homogeneidade das variancias foi confirmada pelo teste de Levene e a
comparagdo multipla das médias foi realizada com o teste de Tukey para um nivel de

significancia de 5%.
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utilizaram-se quatro tipos de papel contemporaneo: papel para aguarela da Canson
(Arches (56x66) cm); cartolina duplex e papel para gravura da Fabriano (Rosaspina Ivory
(50x70) cm); cartdo madeira da Canson, selecionados com a ajuda das conservadoras-
restauradoras da area do papel do Instituto José de Figueiredo, Francisca Figueira e Joana
Campelo. Estes papéis foram escolhidos por terem caracteristicas/constituintes diferentes
e testar a tendéncia dos mesmos para uma maior ou menor formagéo de foxing. Na Tabela

2.2 € apresentada uma imagem de microscopia ética de cada um destes papéis e a

2.4. SELECAO DE PAPEIS CONTEMPORANEOS

No estudo a desenvolver sobre a inducdo de manchas de foxing em papel

informacdo conhecida, obtida a partir dos fornecedores, sobre a sua producao.

papel

papel para
aguarela

Tabela 2.2. Imagens de microscopia 6tica e descri¢do dos quatro papéis

imagem de
microscopia otica

descrigdo

gramagem: 300g/mz; isento de &cidos; pH neutro; atdxico;
barreira alcalina; isento de branqueador 6tico; 100% algodéo;
encolagem de gelatina; acabamento rugoso; fungicida
incorporado; grande consisténcia e durabilidade; utilizado
maioritariamente em técnicas a base de agua

cartolina
duplex

fabricado com pastas virgens, aparas e papel reciclado; elevada
rigidez; possui um lado de cor branca e o verso de cor cinzenta;
cobertura de pasta branqueada de fibra curta na frente e o verso
de pasta mecénica

papel para

gravura

gramagem: 285g/mz; 60% algodao; superficie de malte (fosca);
isento de é&cido, garantindo estabilidade e resisténcia ao
envelhecimento; pH neutro; ndo possui encolagem

cartdo madeira

100% madeira quimicamente tratada para aumentar a
durabilidade; isento de 4cido; pH neutro; fungicida e
bactericida; cartdo contracolado com cola neutra em camadas
de 400g/m? cada
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2.5. INDUCAO DE MANCHAS DE FOXING

Os papéis contemporaneos foram cortados em amostras com a forma de quadrados
de (2x2) cm e uma parte destas amostras foi envelhecida artificialmente numa camara
climatica FITOCLIMA, no Instituto José de Figueiredo, a 80°C e 65% de humidade
relativa durante 15 dias, de acordo com o procedimento seguido na bibliografia (Bicchieri
et al., 2002). Seguidamente, induziram-se manchas de foxing nos papéis envelhecidos e

ndo envelhecidos, nas seguintes condicdes:

100 pL de solugdo de FeSO4.7H,0 ou de CuSO4.5H,0 a 1,0x102 moldm™®;
100 pL de solucdo de FeSO4.7H,0 ou de CuS04.5H,0 a 2,5x10° moldm™;
100 pL de solugdo de FeSO4.7H,0 ou de CuSO,.5H,0 a 1,0x102 moldm™ seguida

de 250 pL de culturas mistas de fungos (S0 em papéis ndo envelhecidos);

250 pL de culturas mistas de fungos.

Ao longo de todo o trabalho as solucBes foram preparadas com &gua ultrapura
Milli-Q da Millipore®.

2.6. TECNICAS DE ANALISE USADAS NA CARACTERIZACAO DAS

DIFERENTES AMOSTRAS

2.6.1. MICROSCOPIA OTICA

Utilizou-se a lupa binocular (microscépio estereoscopico) de marca Leica e
modelo M205C (Fig. 2.2a) para analise de alteracbes morfoldgicas e cromaéticas nos
diferentes tipos de papel. Foi também utilizado um microscopio 6tico marca Leica e
modelo DM 2500P (Fig. 2.2b) para visualizacdo e identificacdo de espécies fingicas. A

ambos o0s microscopios foi acoplada uma camara digital Leica DFC 290 HD.
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Figura 2.2. a) lupa binocular; b) microscépio 6tico

2.6.2. ANALISE COLORIMETRICA

A cor dos papéis contemporaneos e das manchas de foxing
induzidas foi avaliada por colorimetria para obtencdo das
coordenadas CIEL*a*b*C* e h°. As analises foram realizadas

utilizando um espectrofotometro Checkll® Plus da DataColor

International, equipado com uma lampada de xénon como fonte
de radiacdo e com um fotodiodo sensivel & regifo de 750-360 nm  Figura 2.3. Colorimetro
do espetro eletromagnético como detetor. O aparelho foi calibrado de acordo com os
padrdes fornecidos pelo fabricante: um padrdo para a zona do UV e dois padrdes, um
preto e um branco, para a zona do visivel. As coordenadas CIEL*a*b*C*h° foram
definidas em relacdo a um branco de referéncia, o iluminante D65. A andlise foi feita a
10° de angulo de observacdo, sem componente especular. O valor apresentado para cada
pardmetro L*a*b*C*e h° é um valor méedio da leitura efetuada em trés pontos diferentes
da amostra e de trés leituras em cada ponto.

As medigdes podem ser efetuadas com a componente especular excluida (SCE) ou
com a componente especular incluida (SCI). De acordo com a bibliografia (Prieto et al.,
2011) a geometria SCE parece ser mais adequada para a detecdo de pequenas variacdes
de cor em materiais diversos. O modo SCI inclui a refletancia total (considerando tanto a
reflexdo especular como difusa), enquanto 0 modo SCE inclui a refletancia difusa e exclui

a maior parte da componente especular e é, por conseguinte, mais sensivel as diferencas
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de cor, devido a diferencas na rugosidade da superficie. Em geral, é aceite que 0 modo de
SCE simula a viséo a olho nu enquanto o modo de SCI é adequado para a analise da cor

intrinseca de objetos. Por este motivo as anélises foram feitas com modo SCE ativo.

2.6.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO E

ESPECTROSCOPIA DE RAIOS-X POR DISPERSAO EM ENERGIA (MEV-EDS)

A microscopia eletrénica de varrimento permite obter imagens semelhantes as que
se podem obter por microscopia Otica de reflexdo, mas numa gama de ampliacdo
extraordinariamente superior. A esta técnica esta geralmente associada a técnica de
espectroscopia dispersiva de raios-X (EDS) que permite uma analise semi-quantitativa
dos elementos quimicos na superficie dos materiais (Sa, 2001).

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 dispersdo em energia Briker
Xflash 5010 acoplado (Fig. 2.4). As analises foram realizadas com uma pressao de ar na
camara de 20 Pa, evitando revestir as amostras com material condutor como o Au ou a
grafite. As analises de EDS foram realizadas com uma aceleracdo de 20 kV e as imagens

foram obtidas em modo de eletrdes retrodifundidos a 10 kV ou a 15 kV.

Figura 2.4. Microscépio eletronico de varrimento com detetor de EDS
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2.6.4. ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER EM MODO DE REFLEXAO TOTAL ATENUADA
(FT-IR-ATR)

A espectroscopia de infravermelho (IV) é um das técnicas mais importantes na
identificacdo e caracterizagdo de materiais pois permite estudar tanto compostos
organicos como inorganicos (Manso et al., 2009). A espectroscopia de IV no modo de
reflexd@o total atenuada (ATR) é uma técnica utilizada em amostras sélidas e liquidas sem
necessitar preparacao prévia da amostra.

Na analise das amostras foi utilizado um espectrémetro de infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR), modelo ALPHA da Brilkker com um modulo de ATR
QuickSnap™ com cristal de diamante acoplado (Fig. 2.5). Cada espetro resulta da
acumulago de 128 varrimentos, tracados com uma resolucéo espetral de 4 cm™, na gama

de nimeros de onda entre 4000 e 375 cm™.

Figura 2.5.Espectrometro de 1V com mddulo de refletancia total atenuada

2.6.5. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO MOLECULAR NO UV /VIS

A espectroscopia de absor¢do molecular no UV/VIS é uma das técnicas mais
usadas em determinacGes analiticas em diversas areas, sendo extremamente Util na

identificacdo dos grupos funcionais de moléculas.
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Na determinacdo da atividade celulolitica quantificaram-se os glucidos redutores
obtidos a partir da celulose utilizando um espectrofotdmetro de absorcdo molecular no
UV/Vis de marca e modelo Hitachi U-3010 (Fig. 2.6). A absorvancia foi lida a 540 nm.

Figura 2.6. Espectrofotdmetro de absorgdo molecular no UV/VIS

Na determinacdo da concentracdo de proteina total foi utilizado um leitor de
microplacas de marca BioTek® (Fig. 2.7). A absorvancia foi lida a 630 nm. O leitor de
microplacas € um espectrofotometro no UV/VIS que permite a medicdo simultanea de
varias amostras. Este equipamento apresenta um sistema 6tico com monocromador que
permite a selecdo de quaisquer comprimentos de onda e tem capacidade de analisar placas

desde 6 a 384 pocos.

Figura 2.7. Leitor de microplacas
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3.1. CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA

Apols o processo de selecdo de papéis contendo foxing, descrito no capitulo
anterior, procedeu-se ao estudo microbiol6gico dos mesmos, utilizando meios de cultura
seletivos.

Para a avaliacdo da contaminacéo bacteriana, efetuaram-se ensaios de enumeracéao
em meio de nutriente agar, como descrito no capitulo 2 da Metodologia. Apenas ocorreu
crescimento bacteriano nas manchas de foxing correspondentes aos papéis P2, P5 e P8,
com 10 UFC/cm? para a amostra de papel P2 e P5 e 20 UFC/cm? para o P8.

Na Tabela 3.1 sdo apresentados os resultados relativos ao crescimento fangico
obtidos a partir dos papéis P1 a P8, contendo foxing natural. O papel que mostrou maior
nivel de contaminacéo fungica correspondeu ao papel P1 com 100 UFC/cm? no meio
MEA e 128 UFC/cm? no meio de cultura CBR. Nas placas de Petri com meio MEA foi
possivel isolar duas estirpes fungicas nos papéis P1 a P4 e P8 e apenas uma estirpe
fangica nos papéis P5 a P7. Nas culturas efetuadas em meio CBR, isolou-se uma estirpe
fangica correspondente ao papel P7 e duas estirpes para os restantes papéis. Na
globalidade dos ensaios, isolaram-se microrganismos semelhantes de papéis com
diferentes proveniéncias contendo foxing o que pode ser indicativo da capacidade de
algumas espécies fangicas apresentarem atividade metabolica nesses microambientes.

Paralelamente aos ensaios de isolamento em meios solidos, efetuaram-se culturas
liquidas, em extrato de malte, que foram inoculadas com os diferentes papéis (culturas
mistas). As culturas mistas que apresentaram maior crescimento fungico foram as
inoculadas com o papel P1 e P2. Na 32 coluna da Tabela 3.1 pode observar-se o0 aspeto
destas culturas apds 5 dias de crescimento. Todas as culturas apresentaram a formacéo de
agregados micelares, formando pellets. Nas culturas correspondentes aos papéis P5 e P7
estes agregados atingiram dimens@es superiores a 2 cm de diametro (Tabela 3.1). Estes
resultados mostram que o0s papeis contendo foxing apresentam contaminagao
microbioldgica. Maioritariamente sdo os fungos filamentosos que predominam nestas

zonas de foxing, evidenciando a contribuicdo destes microrganismos na degradacédo do

papel.
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Tabela 3.1. Imagens fotograficas de crescimento flngico referente as amostras de papel contendo foxing,
P1aP8

crescimento fangico
papel meio MEA meio CRB culturas mistas

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8
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3.1.1. ISOLAMENTO E IDENTIFICAGAO DAS ESTIRPES FUNGICAS

Apds o isolamento das quatro estirpes fungicas diferentes das oito amostras de

papel, efetuou-se a caraterizacdo macroscépica dos micélios (Tabela 3.2, coluna 1) e a

observagdo microscopica das hifas e estruturas reprodutoras (Tabela 3.2, coluna 2). De

acordo com a observacdo das estruturas reprodutoras foi possivel classificar os quatro

isolados no género Penicillium.

Tabela 3.2. Imagens fotograficas e de microscopia 6tica das estirpes fungicas F, a Fy

classificacao

Penicillium spl

Penicillium sp2

Penicillium sp3

imagem de
imagem fotografica microscopia otica
(100x)
F
I:II
FIII
FIV

Penicillium sp4
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3.1.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE CELULOLITICA

Tendo em conta os microrganismos isolados, fungos filamentosos do género
Penicillium, e a composicéo dos papéis, maioritariamente celulose, efetuaram-se ensaios
de atividade celulolitica para as 4 estirpes fungicas isoladas neste trabalho. Incluiu-se
neste estudo uma estirpe de Trichoderma harzianum (CCMI 783) de atividade celulolitica
conhecida. A atividade enzimatica efetuou-se em culturas liquidas destes microrganismos
e monitorizou-se durante 14 dias de crescimento (sec¢do 2.3.2.4 da Metodologia).

A avaliacéo desta atividade efetuou-se em dois meios de cultura: meio Mandels e
meio BCSL (anexo 1). O meio Mandels é um meio de cultura definido e o meio BCSL ¢
suplementado com corn steep liquor. Ambos os meios possuem disponibilidade de
celulose para o crescimento das culturas.

Na Fig. 3.1 sdo apresentados os resultados da atividade celulolitica em meio de
Mandels. Existem diferencas significativas de atividade entre os diferentes fungos
testados (p <0,05) (anexo I).

A cinética de producdo destes enzimas foi diferente nas estirpes flngicas
estudadas. A cultura Penicillium spl apresentou a maior atividade celulolitica as 96h de
cultura. Na cultura Penicillium sp2 a producdo da celulase foi aumentando
significativamente ao longo do tempo até as 168h. Para as restantes estirpes os valores
mais elevados de atividade celulolitica observaram-se as 48h, nas culturas de Penicillium
sp3 e as 96h na cultura Penicillium sp4.

Todos os fungos estudados tém capacidade de produzir celulases, no entanto a
maior atividade celulolitica foi obtida na cultura de Penicillium sp3, apresentando niveis
proximos de Trichoderma harzianum CCMI 783 (controlo positivo). A cultura

Penicillium sp3 apresenta um maior potencial biodeteriogénico para o papel.
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Figura 3.1. Atividade celulolitica especifica de culturas em meio Mandels de a) Penicillium sp1; b)

Penicillium sp2; c) Penicillium sp3; d) Penicillium sp4; e) Trichoderma harzianum CCMI 783. Letras

diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).

A Fig 3.2 apresenta os resultados de atividade celulolitica para as cinco estirpes

em estudo no meio BCSL, durante as 336h do ensaio. Observaram-se diferencas

significativas na atividade celulolitica das 5 estirpes (p<0,05), no entanto a cinética de

producdo do enzima parece ndo aumentar a partir das 24h de cultura, na cultura de
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Trichoderma harzianum CCMI 783, controlo positivo, observou-se mesmo um
decréscimo de atividade as 48h.

A cultura de Penicillium sp4 apresentou maior atividade especifica neste meio de
cultura. Assim, tendo em conta os resultados de atividade celulolitica nestes dois meios
de cultura, as estirpes Penicillium sp3 e sp4 apresentam maior potencial biodeteriogénico

na degradacdo de substratos celuldsicos.

a . . . - - -
) Penicillium spl b} Penicillium sp2
w 0.4 - téﬂ 0.4 -
£ 5
3 03 - 3 03 -
£ €
g 0.2 - “8’_ 0.2 -
] ]
v . S 0.1 - ¢
E 0.1 a g a a a 2 g a b b ab b =
:5:% 0.0 -_i:_'_u_'_i:i_'_ﬁ_'_ﬁ_'_u_\ § 0.0 '—‘=‘—v—=—v—ﬁ—v—=—v—=—v—|—\
24 48 72 96 168 336 24 48 72 96 168 336
Tempo (h) Tempo (h)
9 Penicillium sp3 4 penicillium sp4
[o4] 04 B [o%3) 04 T
£ E
a 0.3 - ?ﬂ 03 -4 a
= & ab a
g 0.2 1 g 02 - ab I
a
2 2 b
(] (0]
g 011 o pe b BC bIc c g 011 3
I 4 el
2 00 - 2 00 -
< 24 48 72 96 168 336 < 24 48 72 96 168 336
Tempo (h) Tempo (h)

) Trichoderma harzianum
0.4 - CCMI 783

0.3
0.2

0.1

Atividade especifica U/mg

0.0

24 48 72 96 168 336
Tempo (h)

Figura 3.2. Atividade celulolitica especifica de culturas em meio BCSL de a) Penicillium sp1; b)
Penicillium sp2; c) Penicillium sp3; d) Penicillium sp4; e) Trichoderma harzianum CCMI 783. Letras

diferentes indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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3.2. INDUCAO DE MANCHAS DE FOXING EM PAPEIS

CONTEMPORANEOS

Induziram-se manchas de foxing em provetes de papel (papel para aguarela,
cartolina duplex, papel para gravura, cartdo madeira) usando 8 culturas mistas (CML1 a
CMB8) produzidas a partir de amostras de foxing. Os resultados destes ensaios mostraram
que as culturas CM1, CM4, CM6 e CM7 produziram maior nivel de alteracdo cromatica
nas provetes de papel. Estas culturas foram selecionadas para induzir foxing no papel
envelhecido.

As Tabelas 3.3 a 3.6 mostram imagens das manchas de foxing induzidas com ides
Fe?*, com ides Cu?*, com CM4 e com a combinacdo dos ides e CM4. Selecionou-se a
cultura mista CM4 por ser a mais exuberante nas alteracGes produzidas nos papéis
utilizados e ainda por esta cultura mista ter presente as quatro estipes de Penicillium
isoladas neste trabalho. As restantes condicGes testadas no ensaio encontram-se no anexo
.

INDUCAO DE FOXING EM PAPEL PARA AGUARELA

Na Tabela 3.3 sdo apresentadas imagens de microscopia 6tica do papel para aguarela
apos a inducdo de foxing. O papel envelhecido encontra-se mais degradado com
contornos mais escurecidos na periferia da mancha. Nestes contornos € evidente a
presenca de cristais, que aparecem como um deposito ao longo das fibras de celulose. A
presenca dos fungos também parece ter alterado o papel o qual apresenta um aspeto mais
degradado. Neste tipo de papel o envelhecimento parece promover uma maior atividade

fangica em todas as condigdes utilizadas.

INDUCAO DE FOXING EM CARTOLINA DUPLEX

Na cartolina duplex ocorreram maiores alteragbes nas amostras com manchas
induzidas por ido Fe®*, com manchas induzidas pela presenca das culturas mistas de

fungos e pela inducéo conjunta de foxing por ido Fe?* e microrganismos. Estes resultados
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estdo apresentados na Tabela 3.4. Na presenca do ido ferroso, os fungos desenvolveram-
se de tal forma que cobrem completamente a mancha amarela causada pelo i&o Fe**. Nos
papéis contendo i&o Cu?*, a inducdo da mancha é mais evidente no papel envelhecido e
em relacdo ao desenvolvimento dos fungos na presenca deste id0 o crescimento foi

reduzido.

INDUCAO DE FOXING EM PAPEL PARA GRAVURA

O foxing induzido no papel para gravura, Tabela 3.5, apresentou uma evolugédo
semelhante ao foxing induzido no papel para aguarela. As alteracdes provocadas pelo ido
Fe?* sdo bastante evidentes e no caso do i40 Cu®*, na concentracdo mais elevada, observa-
se 0s contornos das manchas que correspondem a presenca de cristais de diferentes
tamanhos que se depositam nas fibras de celulose. Os fungos também apresentaram um

desenvolvimento bastante acentuado.

INDUCAO DE FOXING EM CARTAO MADEIRA

No cartdo madeira, a producdo de foxing pelos ides metalicos ndo foi tdo evidente
como nos papéis descritos anteriormente. A Tabela 3.6. mostra alguns aspetos
macroscopicos e microscopicos destes ensaios. Apenas se observa uma mancha mais
escura, ndo ocorrendo alteracdo da cor do papel pelo ido. Estas alteracbes menos
acentuadas podem dever-se ao facto de este cartdo ser contracolado em varias camadas e
apresentar uma elevada absor¢do. No entanto, os fungos apresentaram desenvolvimento
bastante acentuado, sendo mais evidente no papel ndo envelhecido com a mancha
induzida pela CM4.
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Tabela 3.3. Manchas de foxing induzidas em papel para aguarela. Utilizou-se a cultura mista CM4

nao envelhecido

envelhecido

CM4

Fe2+

1,0x102 mol dm?

2,5x10°° mol dm™

1,010 mol dm

CM4

Cu2+

1,0x102 mol dm®

2,5x10° mol dm™

1,010 mol dm

CM4

@

,78X)

.

(12,5x)

"~ (0,78%)

(0,78x)

(6,3x)

(12,5x)
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Tabela 3.4. Manchas de foxing induzidas em cartolina duplex. Utilizou-se a cultura mista CM4

nao envelhecido

envelhecido

CM4

Fe2+

1,0x102 mol dm™®

2,5x10° mol dm®

1,0x102 mol dm’®

CM4

(0,78%)

(0,78x)

(0,78x)
g

4

(12,5%)

(10x)

Cu2+

1,010 mol dm

2,5x10° mol dm

1,0x102 mol dm?

CM4
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Tabela 3.5. Manchas de foxing induzidas em papel para gravura. Utilizou-se a cultura mista CM4

nao envelhecido

envelhecido

CM4

Fe2+

1,0x102 mol dm?

2,5x10° mol dm

1,010 mol dm

CM4

Cu2+

1,0x102 mol dm’®

2,5x10° mol dm™

1,0x102 mol dm®

CM4

(0,78

X)

(0,78x)

(0,78x)

(12,5)

(10x)

w®

(0,78%)

(10x)
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Tabela 3.6. Manchas de foxing induzidas em cartdo madeira. Utilizou-se a cultura mista CM4

nao envelhecido envelhecido
(0,78x) (12,5x) (0,78x) (10x)
<
E .-
O
(0,78x) (12,5x)
S
€
*
]
(0,78x) (10x) (0,78x) (10x)
%
+ s
Nw mE
L o
i
(0,78x) (12,5x)
E
B3
5| O
]
(0,78x) (10x) (0,78x) (10x)
£
S
£
5
g
E
+ S
N: E
O 5
3
E
I
5| O
]
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Foi possivel induzir manchas de foxing utilizando ides Fe?*, ides Cu®*, culturas
mistas de fungos e pela combinagdo dos iBes com as culturas mistas. O efeito sinergético
da presenca dos iGes e das células fungicas promove o aparecimento de manchas mais
pronunciadas, evidenciadas pelas alteracbes cromaticas dos provetes de papel e pela
maior fragilidade das fibras, confirmada microscopicamente. A a¢do dos microrganismos
nestes processos de degradagéo parece ter uma forte ligagdo com a producédo de enzimas
extracelulares com capacidade celulolitica. Bhat (2000) também refere que o aumento da
producdo de enzimas celuloliticos pode conduzir a uma reducdo das propriedades de

resisténcia das fibras de papel.

3.3. CARACTERIZACAO QUIMICA E MORFOLOGICA DE PAPEIS
CONTEMPORANEOS E MANCHAS DE FOXING ARTIFICIALMENTE
INDUZIDAS

3.3.1 ANALISE COLORIMETRICA

Foram feitos ensaios colorimétricos para avaliar as alteracdes que ocorreram do
ponto de vista cromatico nos diferentes papéis, utilizando o espaco de cor CIELAB.

A colorimetria dos papéis contemporaneos foi realizada nas manchas induzidas
por:

- solucdes de ides metalicos, ao fim de 4 dias no papel natural (ndo envelhecido), de
forma a estabilizar a mancha, e ap6s os 15 dias que os papeéis estiveram na estufa
para envelhecimento artificial;

- culturas mistas de fungos (CM1 a CMB8), obtidas a partir de papéis contendo
foxing (P1 a P8), ao fim de 2 e 3 meses no papel natural e ao fim de 1 semana, 1
més, 2 e 3 meses no papel envelhecido;

- solucdes de ides metalicos seguidas de culturas mistas de fungos, ao fim de 2 e 3

meses, apenas no papel natural.
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Nos resultados a seguir apresentados, no que diz respeito as culturas mistas,
apenas € mostrado o resultado da CM4, pois foi a que mostrou mais alteracdes e além
disso nesta cultura estdo presentes as quatro estirpes fungicas. Neste caso, o controlo
utilizado, consistiu numa mancha induzida nos papéis contemporaneos, por malte extrato
liquido (que apresenta uma coloracdo amarelada) e que foi 0 meio de cultura utilizado no
crescimento dos fungos.

No anexo IV sdo apresentadas todas as tabelas com os valores das coordenadas
L*a*b*C*h° dos quatro papéis contemporaneos.

MANCHAS INDUZIDAS POR 1A0 FE2+ OU POR 1A0 Cu?2+

A representacdo da crominancia (a*, b*) dos papéis contemporaneos, com
manchas induzidas por ido Fe?* ou por ido Cu?* em papel envelhecido e néo envelhecido,

séo apresentadas nas Figs 3.3 a 3.6.

== natural s == npatural
50 =3 envelhecido =3 envelhecido
Fe®* 1,0x10” mol dm™® A cu?1,0x107 mol dm*
u Fe®* 2,5x10° mol dm*® X cu® 2,5x10° mol dm*®
L 2 O controlo 30 O controlo

Figura 3.3. Variacdo da crominéncia do papel para aguarela envelhecido e ndo envelhecido, com manchas

induzidas por ido a) Fe?* e b) Cu®*
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== natural

== npatural
== envelhecido 30 =3 envelhecido
50 O Fe® 1,0x107 mol dm* /A Cu* 1,0x10” mol dm™®
] O Fe*2,5x10° mol dm™ X cu* 2,5x10° mol dm™®
’ u O controlo 20 O controlo

01 b*

Figura 3.4. Variacdo da crominéncia da cartolina duplex envelhecida e ndo envelhecida, com manchas

induzidas por ido a) Fe?* e b) Cu®*

== natural == natural
== envelhecido Z envelhecido
2+ 2 3 Cu®* 1,0x10” mol dm™
0 Febl,OxlO_smoI dm_3 ® X o 3 o0 o S
O Fe? 2,5x10° mol dm u™ 2,5x mol dm
(1] Q controlo QO controlo

Figura 3.5. Variacdo da crominancia do papel para gravura envelhecida e ndo envelhecida, com manchas
induzidas por ido a) Fe?* e b) Cu®*
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natural

envelhecido

Cu® 1,0x10” mol dm™
Cu* 2,5x10° mol dm™
controlo

== natural

=3 envelhecido

Fe?" 1,010 mol dm™
O Fe? 2,5x10° mol dm*
O controlo

20 20

A
X
(0]

Figura 3.6. Variacdo da crominéncia do cartdo madeira envelhecida e ndo envelhecida, com manchas

induzidas por ido a) Fe*" e b) Cu**

Da analise das Figs 3.3 a 3.6 em todos os papéis contemporaneos verificou-se uma
diminuicdo da luminosidade quando o papel é envelhecido. Os papéis em que as manchas
de foxing sdo induzidas por ido Fe**, mostram um aumento das coordenadas a*, b* e C*,
indicando que as manchas sdo mais avermelhadas e amareladas e que tem uma maior
saturacdo da cor, respetivamente, o que se observa de modo mais acentuado quando a
solucdo de ido Fe?* é usada na concentragdo de 1,0x10 moldm™. Quanto & inducéo de
manchas pelo id0 Cu®*, ndo é possivel estabelecer um padrdo comportamental, pois varia
de papel para papel. No entanto, em geral, as manchas sdo mais azuladas e esverdeadas,
exceto no caso do cartdo madeira, em que a cor do proprio cartdo natural deve influenciar

a cor das manchas.

MANCHAS INDUZIDAS PELA CM4

A representacdo da crominancia (a*, b*) dos papéis contemporaneos, com
manchas induzidas pela CM4 em papel envelhecido e ndo envelhecido, sdo apresentadas
nas Figs 3.7 a 3.10.
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® 2 meses
0 ® 3 meses

controlo

e 1semana
©1més
40 ®2 meses
3 meses

) controlo

a*
-40

Figura 3.7. Variagdo da crominancia do papel para aguarela com manchas induzidas por culturas mistas de
fungos em papel a) natural e b) envelhecido

®2 meses

©3 meses
30
controlo

©1semana
o1 més
30 ®2 meses
3 meses

20 controlo

o)

Figura 3.8. Variacdo da crominancia da cartolina duplex com manchas induzidas pela CM4 em papel a)

natural e b) envelhecido
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®2 meses © 1 semana
®3 meses 1 més
40
controlo 2 ©2 meses
‘ © 3 meses

controlo

a*
-40

a*
-40

b)
-40 b a -40 b &

a)

Figura 3.9. Variacdo da crominancia do papel para gravura com manchas induzidas pela CM4 em papel a)

natural e b) envelhecido

®2 meses © 1 semana
©1més
® 3 meses
30 PY ® 2 meses
controlo 30
3 meses

controlo

20 b* 20 b*

Figura 3.10. Variacdo da crominancia do cartdo madeira com manchas induzidas pela CM4 em papel a)

natural e b) envelhecido

A partir da andlise das Figs 3.7 a 3.10 verifica-se que os papéis na presenca de
culturas mistas de fungos produzem mais altera¢cdes quando o papel estd envelhecido.

Estas culturas quando induzidas no papel produzem uma mancha mais escura (diminuigéo
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do L*), mais avermelhada (aumento de a*) e mais amarelada (aumento de b*) e

apresentam uma maior saturacdo da cor (aumento da coordenada C*).

MANCHAS INDUZIDAS POR 1A0 FE2+ U POR 1A0 CU2* SEGUIDAS DA CM4

A representacdo da crominancia (a*, b*) dos papéis contemporaneos, com
manchas induzidas por ido Fe?* ou por ido Cu** (na concentracéo de 1,0x102 moldm™)

seguidas da CM4 em papel ndo envelhecido séo apresentadas nas Figs 3.11 a 3.14.

Fe2+ o Cu2+
o Fe2+ e CM4 - 2 meses Cu2+ e CM4 - 2meses
= ®Fe2+ e CM4 - 3 meses = ©Cu2+ e CM4 - 3 meses
controlo controlo

504 D* -50

Figura 3.11. Variac&o da crominancia do papel para aguarela com manchas induzidas por a) ido Fe*
seguido da CM4 e b) ido Cu?* seguido da CM4

Fe2+ o Cu2+

e Fe2+ e CM4 - 2meses

40 40
o Fe2+ e CM4 - 3 meses Cu2+ e CM4 - 3 meses

© Cu2+ e CM4 - 2meses

controlo controlo

Figura 3.12. Variac&o da crominancia da cartolina duplex com manchas induzidas por a) i&o Fe?* seguido

de culturas mistas de fungos e b) ido Cu®* sequido da CM4
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Fe2+ o Cu2+

o Fe2+ e CM4 - 2meses Cu2+ e CM4 - 2meses

= o Fe2+ e CM4 - 3 meses 2 o Cu2+ e CM4 - 3 meses

controlo controlo

50 b* -50

Figura 3.13. Variag&o da crominancia do papel para gravura com manchas induzidas por a) ido Fe*

seguido de culturas mistas de fungos e b) i&o Cu®* seguido da CM4

Fe2+ © Cu2+
® Fe2+ e CM4 - 2meses Cu2+ e CM4 - 2meses
20 o Fe2+ e CM4 - 3 meses 20 ©Cu2+ e CM4 - 3 meses
controlo L controlo
151 @ 15

201 b*

Figura 3.14. Variac&o da crominancia do cartdo madeira com manchas induzidas por a) ido Fe?* seguido de

culturas mistas de fungos e b) id0 Cu** seguido da CM4

Da andlise das Figs 3.11 a 3.14 verifica-se em todos os papéis uma diminui¢do da
luminosidade (menor valor de L*). Comparativamente ao papel com a mancha induzida
pelo id0 Fe®*, quando lhe é inoculada a CM4, com excecdo do papel para aguarela e do
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cartdo madeira aos 3 meses, 0 papel apresenta tons mais esverdeados (diminui¢do do
valor a*) e tons mais azulados (diminuicdo do valor b*) ao longo do tempo.

Na presenca do ifo Cu®*, o comportamento foi diferente do ido Fe®*, a mancha
torna-se mais avermelhada (aumento do valor a*) e mais amarelada (aumento do valor

b*). Além disso existe um aumento da saturacao da cor (aumento do valor C*).

3.3.2. CARACTERIZACAO DE PAPEIS CONTEMPORANEOS
POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARRIMENTO E

ESPECTROSCOPIA DE RAIOS-X POR DISPERSAO EM ENERGIA

Os quatro tipos de papel contemporédneo em estudo foram caracterizados por
microscopia eletronica de varrimento com microandlise por raios-X acoplada (MEV-
EDS). O MEV-EDS permite a analise morfoldgica e caraterizacdo quimica composicional
das diferentes amostras, nomeadamente, dos materiais que sdo usados como cargas e

permite comparar morfologicamente zonas de mancha induzida e zonas sem mancha.

PAPEL PARA AGUARELA

A andlise por MEV revelou a existéncia de particulas com uma forma
caracteristica que a analise por EDS detetou serem de silicio, sugerindo a utilizacdo de
diatomito como carga. Outras particulas presentes na amostra, em grande quantidade, sdo
particulas ricas em calcio e, uma vez que ndo se deteta a presenca de enxofre, esta analise
sugere também a utilizacdo de carbonato de calcio como carga (Fig. 3.15). O diatomito ou
terra de diatoméaceas consiste tipicamente em 87-91% de dioxido de silicio (SiOy) e
devido as suas propriedades especificas e estrutura macroporosa torna o papel altamente
absorvente. O diatomito tem sido amplamente usado em diferentes &reas com funcdes
semelhantes, nomeadamente, como absorvente de acidos, fertilizantes liquidos, 0leos,
agua, e alcool (Tsai et al., 2006). O carbonato de calcio (CaCOs3) torna o papel mais

brilhante, volumoso, resistente e absorvente e, por isso, € uma das cargas frequentemente
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utilizadas na producéo de papel, podendo ser usado em pé ou precipitado (Pinzari et al.,
2010).

elemento % ,%.
massa____atémica

o 58.35 61.30
Si 22.50 13.46
c 17.27 24.17
Na 0.59 0.43
Al 0.47 0.29
Ca 0.43 0.18
S 0.14 0.07
K 0.10 0.04
Cu 0.10 0.03
Cl 0.07 0.03

soma 100 100

Figura 3.15. a) imagem de MEV evidenciando a utilizacdo de diatomito; b) mapa de EDS da zona da
imagem anterior, onde se observa a distribuicdo de Ca, Si e C; c¢) analise composicional (EDS) da particula
indicada em a)

Na imagem de MEV da Fig. 3.16 observam-se as manchas induzidas no papel para
aguarela por culturas mistas de fungos (CM5). Esta cultura mista apresenta trés espécies
de Penicillium. E possivel observar a forma como os fungos cresceram, entrelacando e
degradando as fibras de celulose e alterando localmente a estrutura do suporte de papel.
Segundo Pinzari e colaboradores (2006), os fungos alteram a superficie do papel através
da reacdo que ocorre entre a proteina dos fungos e a celulose. Os fungos utilizam a

celulose como fonte de carbono provocando a degradagéo das fibras de celulose.
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Figura 3.16. Imagem de microscopia 6tica (esquerda) e imagem de MEV (direita) evidenciando fungos
inoculados a partir da cultura mista CM5

CARTOLINA DUPLEX

A caracterizagdo da superficie da face branca da cartolina duplex é apresentada na
Fig. 3.17. A andlise por EDS permitiu detetar a presenca de calcio, além de carbono e
oxigénio, contaminantes naturais e presentes na fibra celuldsica, permitindo sugerir que a
composicdo é essencialmente carbonato de calcio. Segundo Wilson (2006), o CaCO;
confere propriedades especificas ao papel tornando-o mais brilhante, mais volumoso e
mais resistente. Carvalho e Almeida (1997) afirmam que o carbonato de calcio é bastante
utilizado por tornar o papel mais branco, de melhor qualidade e por atenuar a sua
degradacédo ao longo do tempo. Foi apenas analisada a face branca da cartolina por ser a

superficie principal que é usada nas aplicacdes deste material e que foi o suporte do

estudo microbiolégico.

elemento % 2
massa____atémica

o] 54.24 69.11
Ca 37.32 18.98
C 6.06 10.29

Si 0.68 0.49

K 0.57 0.29

Al 0.53 0.40
Mg 0.42 0.35
Cu 0.12 0.04

S 0.05 0.03

" ! soma 100 100

Figura 3.17. Imagem de MEYV e analise por EDS da face branca da cartolina duplex
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Na Fig. 3.18 séo apresentadas imagens de MEV das manchas de foxing induzidas
na cartolina duplex pela cultura mista de fungos CM®6, obtida a partir do papel P6
contendo foxing. Esta cultura mista é constituida por trés espécies diferentes de

Penicillium. E possivel observar o desenvolvimento das hifas dos fungos na cartolina.

W " g SVHEE D 2160

Figura 3.18. Imagens de MEV evidenciando fungos inoculados a partir da cultura mista CM6

PAPEL PARA GRAVURA

Na analise por EDS do papel para gravura detetaram-se também, tal como nos
papéis anteriormente analisados, particulas ricas em célcio e auséncia de enxofre, 0 que
sugere a utilizacdo, uma vez mais, de carbonato de célcio como carga. Na Fig. 3.19 é
apresentada a imagem de MEV e analise quimica por EDS.
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elemento % ,%.
massa atémica

0 59.26 69.63

Ca 29.83 13.99

Cc 10.05 15.73

Mg 0.61 0.47

Al 0.19 0.13

Si 0.07 0.05

soma 100 100

Lk

. SEL MAG® 230 ¥ HV: 20.0KV WD: 104 mm Y HTos : * ‘ ° 0

Figura 3.19. Imagem de MEV e analise por EDS do papel para gravura

Foram ainda observadas particulas de aluminio e silicio (Fig. 3.20) sugerindo que
ndo se trata de uma contaminacdo de poeiras mas da possivel utilizacdo de
aluminossilicatos, como a caulinite (Al,Si,Os(OH),) como carga. A caulinite, segundo
Velho (2002), é o aluminossilicato que confere melhores propriedades ao papel devido a
forma das particulas. Adicionalmente, observou-se a presenca de ferro, que pode dever-se
quer a presenca de silicatos de aluminio e ferro ou de compostos de ferro, usados como
pigmentos. Segundo Wilson (2006) os aluminossilicatos sdo bastante utilizados como

carga no papel, melhorando as suas propriedades.

elemento % ,%.
massa___atémica
o] 67.19 67.43
C 19.91 26.61
Fe 4.32 1.24
Si 3.37 1.93
Al 2.35 1.40
Ca 1.00 0.40
Mg 0.80 0.53
K 0.67 0.27
S 0.39 0.20
Cl 0.00 0.00
2 2 ‘ Ti 0.00 0.00
58 wae: ;a\d; H: 20040 WD: 10.4 mm J § = S i REEIEEs ems amm ae soma 100 100

Figura 3.20. Imagem de MEV e analise por EDS de particulas ricas em Al, Si e Fe
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A analise pontual de EDS apresentada na Fig. 3.21 mostra também a presenca de

particulas contendo calcio e enxofre, em percentagem atomica equivalente, o que sugere a

utilizacdo de sulfato de célcio como carga. Segundo Baltar e colaboradores (2005) a

gipsita (CaS04.2H,0) é bastante utilizada como carga no papel, pois apresenta uma

estrutura porosa, baixa abrasividade, elevada capacidade absorvente, elevado grau de

branqueamento e, além disso, tem um baixo custo.

elemento

%
massa

%
atémica

()
C
Ca
S
Si
Na
K
Al
Fe
Cl
Cu
Mg
P

63.04
29.35
2.36
1.82
1.28
0.54
0.50
0.45
0.20
0.17
0.14
0.09
0.06

59.57
36.95
0.89
0.86
0.69
0.36
0.19
0.25
0.05
0.07
0.03
0.06
0.03

soma

100

100

. SELMAGT 230 ¥ HV: 20.0€V WD: 10.4.mm

Figura 3.21. Imagem de MEYV e analise por EDS de particulas contendo célcio e enxofre

CARTAO MADEIRA

Tal como referido na anélise de EDS do papel para gravura, no cartdo madeira (Fig.

3.22) também se detetou a presenca de particulas com Ca e S, o que sugere a utilizacdo de

sulfato de célcio como carga.

L elemento

%
massa

%
atomica

Ca 5

Ca
C
S

Al
Si

60.91

14.77

14.49
9.34
0.36
0.13

66.90
6.47

21.19
5.12
0.23
0.08

soma

100

100

SE MAG:-190 x HV: 20.0 kV WD: 10.1 mm

Figura 3.22. Imagem de MEV e anélise por EDS de particulas ricas em calcio e enxofre
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Foram também encontradas particulas para as quais se detetou a presenca de

calcio, aluminio e silicio, além de outros elementos menores e que pode justificar a

utilizacdo de aluminossilicatos com calcio conjuntamente com carbonato e célcio como
carga (Fig. 3.23).

| elemento % ,%.
massa _ atémica
o 54.66 62.65
Ca 25.06 11.47
C 14.32 21.87
Al 2.85 1.93
Si 231 151
Mg 0.61 0.46
K 0.11 0.07
S 0.07 0.04

soma 100 100

SE MAG:490 x HV: 20.0 kV WD: 10.1 mm

Figura 3.23. Imagem de MEYV e analise por EDS de particulas ricas em Al, Si e Ca

A andlise pontual EDS evidencia a presenca de carbonato de calcio (Fig. 5.29)

utilizado como carga no cartdo madeira.

elemento % 7
massa___atémica
Ca 46.68 25.00
0 43.85 58.85
C 8.82 15.76
K 0.50 0.27
Al 0.07 0.06
Si 0.04 0.03
S 0.04 0.03
P 0.01 0.00
soma 100 100

SE MAG:190 x HV: 20.0 KV ‘WD:"10.1 mm I i ] 10 12 14 16 18 20

Figura 3.24. Imagem de MEV e analise por EDS do cartdo madeira de particulas ricas em calcio
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3.3.3. CARACTERIZACAO DE PAPEL POR ESPETROSCOPIA

DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER

O FT-IR-ATR fornece informacdo quimica sobre os compostos organicos e
inorgénicos constituintes do papel e sobre as alteragGes estruturais que ocorrem nas areas
com manchas induzidas. Além disso, a presenca de microrganismos é indicada pela
presenca de bandas caracteristicas.

Foram realizados estudos nos papéis contemporaneos para obter informacédo sobre
a sua composicdo, nomeadamente, no que diz respeito aos compostos organicos
(encolagens). Esta informacdo é integrada e complementa os resultados de MEV-EDS
que permitem concluir apenas quanto aos materiais inorganicos (cargas). Além disso,
foram também realizadas andlises nas manchas de foxing induzidas por iGes metalicos
(solucdo de Fe** ou de Cu?"), em duas concentracdes, por culturas mistas de fungos
(CM4), e por solucdes destes iGes metalicos seguidas de culturas mistas de fungos (CM4),
em papéis envelhecidos e ndo envelhecidos. Os espectros foram normalizados, permitindo
a sua sobreposicdo e comparacdo para analise das alteracGes ocorridas.

Para uma interpretacdo mais adequada dos espetros de FT-IR-ATR, no anexo V séo

apresentados os espetros obtidos na base de dados IRUG.

PAPEL PARA AGUARELA

Na Fig. 3.25. séo apresentados os espectros de FT-IR-ATR referentes a analise do
papel para aguarela natural e as manchas de foxing induzidas neste papel com cultura
mista CM4. E possivel observar uma acentuada absorcio na regido fingerprint da
celulose, a 1100-1000 cm™. A celulose é um polimero de cadeia longa de glucose. A
glucose contém na sua estrutura varios grupos O-H pelo que é de esperar a existéncia de
uma banda a cerca de 3300 cm™ devida a estes grupos e uma banda a 1080 cm™ devida &
ligagdo C-O. O estiramento da ligacdo C-H (3000-2800 cm™) tende a ser menos evidente
(Derrick et al., 1999).
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Este papel tem como carga carbonato de calcio (CaCQOj3), cuja presenca € visivel em

duas bandas caracteristicas: o estiramento da ligacéo CO32_ (1490-1370 cm™) e a
deformacéo da ligacdo O-C-O (910-850 cm™). A existéncia de estiramento assimétrico da
ligacdo Si-O-Si (1100-1000 cm™) esta de acordo com a presenca de silica, que em MEV
se verificou estar sob a forma de diatomito, outra carga usada. Além desta banda, aparece
outra mais pequena, perto de 790 cm™, que corresponde ao estiramento simétrico da
ligacdo Si-O e que também é caracteristico da silica.

E utilizado material organico como encolagem, visivel no estiramento das ligacoes N-
H (3400-3200 cm™) e C=0 (1600 cm™), e concordante com a presenca de gelatina, uma
proteina, cuja utilizagdo é indicada pelo fabricante.

Apbs a inoculacdo da cultura mista CM4 é possivel observar variacbes em algumas
bandas que sdo modificadas pela presenca de fungos. Os espectros de proteinas
apresentam um padrdo caracteristico. As proteinas sdo caracterizadas pela presenca de
bandas de amida | e Il, perto dos 1650 cm™ e 1550 cm™, respetivamente. Estas duas
bandas juntamente com outra que corresponde & amida 111 (1450 cm™) formam um padréo
tipico. Adicionalmente, a presenca de amida pode ser confirmada pelo estiramento da
ligacdo N-H, perto dos 3350 cm™ (Derrick et al., 1999). No espetro obtido, a presenca de
fungos alterou o conjunto de bandas centradas entre 3350 cm™ e 2850 cm™ e no intervalo
1800 — 1300 cm™ relativamente ao papel natural (ndo modificado). Também se observam

diferencas na regido fingerprint da celulose.
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estiramento da ligagéo | |
O-H (celulose) —— papel natural

____ papel natural e CM4
estiramento da ligagdo N-H (material
orgénico usado como encolagem)
estiramento da

variacéo devido a ligagio Si-O-Si regido fingerprint
presenca de fungos (silica) (ji:

estiramento da ligagdo C-H
(celulose)

/

estiramento da ligagéo

CO; (CaCoy) _

deformacdo da ligagdo
0O-C-O (CaCO0s)

amida Il

estiramento
simétrico da
ligagdo Si-O
(silica)

estiramento da ligagdo C=0
(material organico usado
como encolagem)

2400 1900
n° de onda (cm?)
Figura 3.25. Espectro de FT-IR-ATR do papel para aguarela natural (ndo modificado) e na zona de
manchas induzidas por CM4

3900 3400 2900 1400 900 400

Na Figura 3.26 sdo apresentados os diferentes espetros de FT-IR-ATR obtidos em
amostras de papel para aguarela nas varias condicbes em que as manchas foram
induzidas. Na Figura 3.26a) é possivel visualizar alteragdes na regido fingerprint da
celulose e no estiramento da ligacdo C-H quando o papel é envelhecido (controlo
envelhecido), o que indica uma modificacdo da estrutura da celulose durante o processo
de envelhecimento. Na presenca de culturas mistas CM4 (Fig. 3.26b)) observam-se
maiores alteracdes no espetro obtido nas manchas induzidas por ido Fe** do que por ido
Cu?*, nomeadamente, no que diz respeito & regido fingerprint da celulose e no intervalo
entre 0s 1650 e os 1300 cm™. A comparacéo entre a Fig. 3.26¢) e Fig. 3.26e) mostra que a
presenca de ido Fe?* altera a superficie do papel afetando, nomeadamente, as bandas que
dizem respeito a gelatina (N-H e C=0), e que essa alteracdo € sensivel a concentracéo de
id0 Fe?*, o que ndo se verifica no caso do i&o Cu?* nas mesmas condigbes. Comparando
os papeis envelhecidos e ndo envelhecidos (3.26d) e 3.26f) com 3.26.c) e 3.26e),
respetivamente) e a indugdo de manchas nas mesmas condicdes, o ido Fe?* continua a ser
aquele que produz as maiores alteragdes na superficie do papel. A analise da Fig. 3.26Q)
sugere que o id0 Fe** pode interagir com a gelatina usada na encolagem, alterando as

bandas a ~1600 cm™, o que no se verifica para o ido Cu**. Quanto & Fig. 3.26h), a
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presenca de ido Cu®* parece inibir ou minimizar a acdo de CM4 sobre o papel (bandas
1650-1300 cm™).

—— controlo
controlo envelhecido

controlo e CM4
Fe?* 1,010 mol dm>e CM4
———  Cu* 1,0x102 mol dm*e CM4

a) b)

3400 2400 1400

400 3400 2400 1400 400

controlo envelhecido
cor21+trolo ——  Fe? 1,0x102 mol dm® envelhecido
Fe?* 1,010 mol dm™®

. ——  Fe™ 2,510 mol dm™envelhecido
Fe®* 2,5x10® mol dm
‘ d)
/ \/\ /\'\,ﬂ \ F
\ f A
_I

3400 2400

1400

3400 2400 1400 400

controlo
Cu? 1,0x102 mol dm™
Cu? 2,5x10° mol dm™

controlo envelhecido
Cu? 1,0x10"2 mol dm® envelhecido
" cu®* 2.5x10° mol dm envelhecido
’

| | ‘ f) ‘, A \ 2
\ A ( ; |
| ’/// AN g J“‘v i ' \\ | _/-f\ . o~ f V\JV’
3400 2400 1400 400 3400 2400 1400 400
Fe?* 1,010 mol dm™ Cu?* 1,0x10 mol dm™
controloe CM4 controloe CM4
—  Fe® 1,0x102 mol dme CM4 —  Cu* 1.0x102 mol dm®e CM4
8)
h)
1
3400 2400 1400 400 3400 2400 1400 400

Figura 3.26. Espetros de FT-IR-ATR obtidos com o papel para aguarela nas seguintes condi¢Ges

a) papel natural (controlo) e papel envelhecido (controlo envelhecido); b) papel com CM4, natural
com 4o Fe?* e com ido Cu?* na concentracéo 1,0x10 mol dm;

: ¢) papel natural com ido Fe** em
duas concentracdes; d) papel envelhecido com ido Fe?* em duas concentragdes; ) papel natural
™ 2

com id0 Cu?* em duas concentracdes; f) papel envelhecido com ido Cu?* em duas concentragdes
g) papel com ido Fe®*, com CM4 e simultaneamente com idoFe”* e CM4; h) papel com i&o Cu
com CM4 e simultaneamente com i&oCu?* e CM4.

73



Resultados e Discussdo

CARTOLINA DUPLEX

O espetro de FT-IR-ATR da face da frente (branca) da cartolina duplex apresenta uma
banda acentuada aos 1400 cm™ e outra aos 875 cm™ que correspondem aos modos de
vibracdo do carbonato de célcio (CaCOg3), usado como carga neste papel. A banda
correspondente a regido fingerprint da celulose ndo é visivel no espetro, uma vez que a
superficie analisada se encontra coberta com carbonato de célcio.

Este papel ndo é encolado, pelo que ndo se utilizaram espécies proteicas e apenas
quando a cultura mista (CM4) foi inoculada é que se observaram as bandas identificadas
como amida I, Il e 11 (1650 cm™, 1550 cm™ e 1450 cm™, respetivamente) e associadas a
vibragdo da ligacdo N-H (3400-3200 cm™) e C-H (3200-2800 cm™) (presenca de fungos).

estiramento da ligagdo N-H —— papel natural

(associada a presenca de fungos) papel natural e CM4

y

2
estiramento da ligagdo CO;

Cacos  —

. . . estiramento da
proteinas associada a ligacdo C-O

presenca de fungos

estiramento da ligagdo C-H x S
(associada & presenca de deformagdo da ligacéo
fungos) 0-C-0 CaCOs

¢ N

P

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

n° de onda (cm™)

Figura 3.27. Espectros de FT-IR-ATR da cartolina duplex (natural) e na zona de manchas induzidas por
CM4 na face da frente (branca)

Quanto a face do verso da cartolina duplex, a analise por FT-IR-ATR mostrou que
esta é diferente e, embora tenha também carbonato de célcio é possivel detetar a presencga

de celulose (regido fingerprint e estiramento da ligacdo O-H e da ligacdo C-H) (Fig 3.28).
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—VErso

estiramento da ligagao o T frente
O-H (celulose) 2 regido fingerprint
estiramento da ligagdo CO3 (celulose)

\ caco,  —

estiramento da ligagdo
C-H (celulose)

/

deformagcdo da ligacéo
0-C-O CaCO,

/

- —— _A;I/"L
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

n° de onda (cm™)

Figura 3.28. Espetros de FT-IR-ATR das faces da frente e do verso da cartolina duplex

Na Fig. 3.29. sdo apresentados 0s espetros obtidos com a cartolina duplex nas
diferentes condi¢cdes de inducdo de manchas de foxing. A analise da Fig. 3.29a) indica
que ndo ha alteragdes entre o papel envelhecido e o papel natural (controlo). Na Fig.
3.29b) observa-se que na presenca de CM4 e com o id0 Cu®* as bandas devidas ao
carbonato de célcio sdo ainda visiveis, 0 que ndo acontece com o controlo ou com o ido
Fe?*; adicionalmente, nos trés espetros é agora visivel a regido fingerprint da celulose. Os
conjuntos de espetros das Figs. 3.29c) a 3.29f) apresentam diversas alteracGes e que
podem ser basicamente relacionadas com a presenca de agua (vibracdo da ligacdo O-H) e
0 aparecimento de bandas referentes a celulose e que se devem a uma lixiviacdo do
carbonato de célcio presente na superficie por adi¢cdo de solugdes aquosas dos ibes
metalicos. Além disso, os sulfatos mostram uma forte vibracéo relativa ao estiramento da
ligacdo S-O na regi&o 1200-1050 cm™ e & deformagéo da ligacio SO42_na regido 700-600
cm™. Curiosamente, para ambos os ides Fe?* e ido Cu®, as alteraces do espetro sdo
menos evidentes para a concentracdo mais elevada das solugdes. Por fim, a comparagéo
entre a Fig. 3.299) e a Fig. 3.29h) permite concluir que na presenca da CM4 a maior

alteracdo sofrida na superficie do papel se deve ao ido Fe?*.
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controlo

controlo envelhecido

a)
T IA T l T
3400 2400 1400 400
controlo
Fe?* 1,0x10" mol dm™
Fe?* 2,5x10"® mol dm™
c)
- T e L‘LAI
3400 2400 1400 400
controlo
Cu?* 1,0x10 mol dm™
Cu?* 2,5x10°° mol dm?
|
e) I\
- SV ;‘ ‘\*\ U
3400 2400 1400 400
Fe?* 1,0x10"2 mol dm™
controloe CM4
Fe?* 1.0x10"2 mol dm>e CM4
8)
3400 2400 1400 400

controlo e CM4
——  Fe*1,0x102 mol dm®e CM4
Cu® 1.0x10°2 mol dm*e CM4

b)

3400

2400 1400 400

controlo envelhecido

——  Fe?* 1,0x10"2 mol dm™ envelhecido
Fe?" 2,5x10°° mol dm envelhecido

d)

3400

2400 1400 400

controlo envelhecido
— Cu* 1,0x10” mol dm™ envelhecido
—— cu® 2.5x10" mol dm envelhecido

3400 2400 1400 400

Cu?* 1,0x10” mol dm™
controloe CM4
Cu* 1,0x102 mol dm*e CM4

3400 2400 1400 400

Figura 3.29. Espetros de FT-IR-ATR obtidos com a cartolina duplex nas seguintes condigdes: a)
papel natural (controlo) e papel envelhecido (controlo envelhecido); b) papel com CM4, natural,
com ido0 Fe®* e com ido Cu®* na concentragéo 1,0x10 mol dm™; c) papel natural com ido Fe** em
duas concentracdes; d) papel envelhecido com ido Fe** em duas concentragdes; ) papel natural
com 4o Cu?* em duas concentracées; ) papel envelhecido com ido Cu®* em duas concentragdes;
g) papel com i&o Fe**, com CM4 e simultaneamente com idoFe** e CM4; h) papel com ido Cu?*,
com CM4 e simultaneamente com i Cu®* e CM4
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PAPEL PARA GRAVURA

Tal como os papeis referidos anteriormente, o papel para gravura também apresenta
como carga o carbonato de calcio, visivel a partir do estiramento da ligacdo COs* (1490-
1370 cm™) e pela deformacéo da ligacdo O-C-O (910-850 cm™). No espetro de FT-IR-
ATR observa-se ainda o estiramento das ligagdes S-O (1200-1050 cm™) e a deformacéo

da ligacéo SO42' (700-600 cm™) indicando a presenca de sulfato de calcio. Esta anélise é

complementada pelas analises pontuais de EDS das Fig. 3.19 e Fig. 3.21.
Neste papel ndo foram encontradas bandas caracteristicas de materiais de encolagem,
pois tal como referido pelo fabricante, o papel para gravura ndo possui encolagem.
A presenca de bandas de proteinas produzidas por ataque fungico (CM4) é notéria no
espetro correspondente, sendo visivel pelas bandas aos 1650, 1550 e 1450 cm™
correspondentes a amida I, 11 e Ill, respetivamente. Além disso, a regido fingerprint da

celulose esta modificada devido a presenca de fungos (Manente et al., 2012).

—— papel natural

estiramento da ligagdo O-H
— papel natural e CM4

(celulose)

regido fingerprint

(celulose)

estiramento da ligacdo S-O

(sulfato de célcio) variacéo devido

a presenga de
fungos

estiramento da liga¢d
CaCoO

2
0 CO3

deformagcdo da ligacdo

estiramento da ligagao
0-C-0 CaCo,

C-H (celulose)

deformacdo da ligagdo
2

sof (sulfato de calcio)

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900
n° de onda (cm™)

Figura 3.30. Espectros de FT-IR-ATR do papel para gravura natural e na zona de manchas induzidas por
CM4
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Na Figura 3.31 sdo apresentados os diferentes espetros de FT-IR-ATR obtidos
com o papel para gravura. A analise da Fig. 3.31a) evidencia que o processo de
envelhecimento ndo afeta substancialmente a superficie deste papel. Em condi¢gdes em
que culturas mistas (CM4) estdo presentes, o espectro é dominado pela presenca de
fungos e ndo apresenta diferenca se for obtido na presenca de ido Fe®* ou Cu®* ou na
auséncia deles (Fig. 3.31b)). Da analise das Fig. 3.31c) e 3.31d) verifica-se que, no geral,
ndo existem alteracdes significativas entre o controlo e as manchas obtidas com ifo Fe*
tanto para o papel natural como para o artificialmente envelhecido, exceto na regido
referente ao estiramento da ligacdo C-H. Um comportamento semelhante é observado
para 0 id0 Cu®* nas mesmas condicdes (Fig. 3.31e) e 3.31f)). Pela anélise das Fig. 3.31g) e
3.31h) verifica-se que tanto na presenca de ido Fe?*como de Cu®*, quando se introduz a
CMA4 os espetros sofrem profundas alteracdes a semelhanca do que aconteceu na Fig. 3.30
com o papel natural, particularmente na regido referente a vibragcdo das amidas e na regiao

fingerprint da celulose.
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2400 1400 400
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controloe CM4
Fe?* 1,010 mol dm>e CM4

3400

2400 1400 400

controlo envelhecido

controlo e CM4
Fe?* 1,010 mol dm™>e CM4
Cu® 1,0x102 mol dm™e CM4

h)

3400

3400

2400 1400 400
controlo envelhecido
——  Fe? 1,0x10” mol dm™ envelhecido
— Fe? 2,5x10°° mol dm™ envelhecido
2400 1400 400

—— controlo envelhecido
—  Cu* 1,0x102 mol dm™ envelhecido
cu®* 2.5x10° mol dm envelhecido

3400 2400 1400 400
Cu? 1,0x10 mol dm™
controloe CM4
__ Cu*1,0x10%mol dm3e CM4
3400 2400 1400 400

Figura 3.31. Espetros de FT-IR-ATR obtidos com o papel para gravura nas seguintes condicoes:
a) papel natural (controlo) e papel envelhecido (controlo envelhecido); b) papel com CM4, natural,
com 4o Fe®* e com ido Cu®* na concentracdo 1,0x10 mol dm™; c) papel natural com ido Fe?* em
duas concentracdes; d) papel envelhecido com ido Fe** em duas concentragdes; ) papel natural
com ido Cu** em duas concentracdes; f) papel envelhecido com ido Cu®* em duas concentragdes;
g) papel com ido Fe®*, com CM4 e simultaneamente com ido Fe?* e CM4; h) papel com ido Cu?*,
com CM4 e simultaneamente com idoCu?* e CM4
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CARTAO MADEIRA

Na andlise FT-IR-ATR do cartdio madeira é possivel observar as bandas
caracteristicas da celulose, tal como no papel anterior, sendo visivel através da regido
fingerprint e pelo estiramento da ligacdo C-H (Fig. 3.32). Este papel tem como carga o
CaCOs, que é visivel por duas bandas caracteristicas: o estiramento da ligacio CO3*
(1490-1370 cm™) e a deformacéo da ligacdo O-C-O (910-850 cm™). Observa-se um forte

estiramento da ligacdo S-O na regi&o 1200-1050 cm™ e a deformacéo da ligagdo SO42- na
regido 700-600 cm™ que indica a presenca de sulfato de calcio. Esta informacdo é
complementada pela analise EDS (Figs 3.22 e 3.24). O cartdo madeira tem na sua
composicéo lenhina, visivel pelas bandas caracteristicas aos 1510 e 810 cm™.

Apbs a inoculacdo do fungo ocorreram alteragcBes caracteristicas devido a sua
presenca, nomeadamente nas bandas da amida I (1650 cm™) e da amida I1 (1550 cm™) e 0
estiramento da ligacdo N-H (3350 cm™).

estiramento da ligagdo N-H —— papel natural
estiramento das (associada a presenca de — papel natural e CM4
ligages O-H fungos)
(celulose) regido fingerprint
(celulose)

variagdo devido a
presenca de fungos estiramento da ligagdo S-O
N\ (sulfato de célcio)

estiramento da ligagéo 2

C-H (celulose) estiramento da ligagdo CO3

\/ (CaCOs) deformagdo da ligacdo
0-C-0 (CaCO,)

deformagcdo da ligagdo
amida Il A 2 P
amida | ‘ lenhina SO, (sulfato de célcio)

3900 3400 2900 2400 1900 1400 900 400

n° de onda (cm™)

Figura 3.32. Espectros de FT-IR-ATR do cartdo madeira natural e na zona de manchas induzidas por CM4
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Na Figura 3.33 sdo apresentados os diferentes espetros de FT-IR-ATR obtidos
com o cartdo madeira. A comparacdo dos espetros do papel natural e do papel
envelhecido mostra auséncia de alteracdes significativas, evidenciando que o processo de
envelhecimento ndo altera significativamente a superficie do papel (Fig. 3.33a)). Na Fig.
3.33b) ocorreram alteracdes devido a presenca da CM4, sendo bastante evidente na regido
das amidas, no entanto quando a CM4 se encontra na presenca do ido Cu®*, ndo se
verificam alteraces, o que pode indicar que o ido Cu?* inibe a atuacdo da CM4.
Comparando os papéis envelhecidos (3.33d) e 3.33f)) com os ndo envelhecidos (3.33c) e
3.33¢)) e a inducdo de manchas por soluces do ido Fe®* ou do ido Cu?*, os papéis ndo
envelhecidos mostraram mais alteracdes na superficie do papel do que os envelhecidos. A
Fig. 3.33g) permite concluir que quando a CM4 estd presente ocorrem alteracdes no
espetro no estiramento da ligacdo C-H e na zona das amidas. A Fig. 3.33h) mostra que a
presenca da CM4 altera a superficie do papel, mas quando esta se encontra na presenca do

i#0 Cu” néo se verificam alteragdes no espetro.

81



Resultados e Discussdo

controlo = controlo e CM4

—_— Fe* 1,0x10'2 mol dm®e CM4
——  Cu? 1,0x102 mol dm3e CM4

controlo envelhecido
y M
T T 1
400

3400 2400 1400 400 3400 2400 1400
controlo —— controlo envelhecido

——  Fe? 1,0x102 mol dm™ envelhecido

——  Fe?* 2,5x10° mol dm™ envelhecido

Fe?* 1,010 mol dm™

" Fe*2,5x10° mol dm™
400

3400 2400 1400

3400 2400 1400 400
controlo controlo envelhecido
Cu®* 1,0x102 mol dm™® ——  Cu* 1,0x10° mol dmenvelhecido
Cu?* 2,5x10° mol dm? Cu? 2,5x10°° mol dm envelhecido
\ \ | \
f \ﬁ M
‘ f N AW,
e) ¥ o ;’/\ ) X A ¢ \
il \'\w._' A ’\ ’ \ A T T ‘\’W ¥ \ T A \I
3400 2400 1400 400 3400 2400 1400 400
2+ -2 -3
Fe?* 1,0x10% mol dm™ cu 1|'0X10 mol dm
loe CM4 controloe CM4 ]
controloe CA 4 ———  Cu® 1,0x107 mol dme
— Fe“" 1,0x10™ mol dm™~e CM4
g) M
2400 1400 400 3400 2400 1400

3400

Figura 3.33. Espetros de FT-IR-ATR obtidos com o cartdo madeira nas seguintes condi¢Ges: a)

papel natural (controlo) e papel envelhecido (controlo envelhecido); b) papel com CM4, natural
% ¢) papel natural com i&o Fe®* em

com ido Fe*" e com ido Cu®'na concentragdo 1,010 mol dm
duas concentracdes; d) papel envelhecido com ido Fe*" em duas concentragdes; ) papel natural
2+ ~ L

com ido Cu”~" em duas concentragdes; f) papel envelhecido com ido Cu“" em duas concentragdes
com CM4 e simultaneamente com idoFe”* e CM4; h) papel com i&o Cu®,

g) papel com ifo Fe®*,
com CM4 e simultaneamente com idoCu®*" e CM4
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Comentdrios finais e perspetivas futuras

Neste trabalho selecionaram-se oito papéis contemporaneos de natureza distinta e
envelhecidos naturalmente contendo manchas de diferentes tipologias e todos eles
mostraram estar contaminados maioritariamente por fungos filamentosos. Os papéis P1 e
P2 sdo os de maior contaminacdo microbioldgica enquanto a cultura mista CM4,
proveniente do papel P4, mostrou ser a mais biodeteriogénica. Foram isoladas 4 estirpes
fangicas do género Penicillium a partir dos 8 papéis contendo foxing natural e todas
apresentaram capacidade de degradar a celulose através da producdo de enzimas
celuloliticos. Todos os fungos apresentaram cinéticas de crescimento diferentes e
capacidade de degradar a celulose do papel, sendo que uns sdo mais biodeteriogénicos.

As manchas de foxing artificialmente produzidas nos papéis envelhecidos sao mais
intensas e mais bem definidas do que no papel ndo envelhecido, o que pode sugerir que o
tempo de vida do papel pode ser também um fator importante no aparecimento deste tipo
de manchas. Quando as manchas séo induzidas por ides metalicos seguidas de culturas
mistas, 0 desenvolvimento dos fungos é mais evidente na presenca do ido ferroso, sendo
que no caso da cartolina duplex e do papel para gravura os fungos desenvolveram-se de
tal forma que cobrem completamente a mancha do ido Fe?*. No cartdo madeira as
alteracdes ndo sdo tdo evidentes, sendo o menos afetado tanto pelos iGes metalicos como
pelos microrganismos.

As alteragdes crométicas no cartdo madeira ndo foram tdo evidentes como nos
outros papéis sendo que a lenhina pode ter um papel importante neste facto. Como seria
de esperar, as manchas induzidas pelo id0 Fe*" apresentam uma tonalidade mais
amarelada e avermelhada do que as do id0 Cu®*" que sdo mais azuladas. No entanto,
algumas das manchas de cobre sdo contornadas a coloragdo castanha escura,
nomeadamente, nas observadas nos papéis para aguarela e para gravura. A presenca das
culturas mistas produz alteragGes mais acentuadas quando o papel estd envelhecido.

A metodologia analitica com recurso a técnicas ndo destrutivas (VP-MEV-EDS e
FT-IR-ATR) permitiu a caracterizagdo quimica e morfoldgica das amostras de papel
utilizadas. A analise por MEV permitiu comparar as alteracdes ocorridas na presenca de
estirpes flngicas, mostrando que estas tém uma grande capacidade de proliferar e
desenvolver-se nas fibras de papel. A analise por EDS mostrou que em todos os papéis
contemporaneos é usada como carga carbonato de calcio. No papel para gravura e no
cartdo madeira foi também usado sulfato de calcio, enquanto no papel para aguarela
foram encontrados diatomitos. O papel para aguarela é o Unico que apresenta encolagem

de gelatina.
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Para complementar os resultados do MEV-EDS foram realizados estudos aos papéis

contemporaneos por FT-IR-ATR. O FT-IR-ATR mostrou que, em geral, a presenca do

id0 Fe?* conduz a maior alteracdo da superficie do papel particularmente no caso dos

papéis para aguarela e para gravura e mostrou ser uma técnica adequada para a avaliar a

presenca de microrganismos, nomeadamente, fungos e as alteracdes que estes induzem na

estrutura da celulose. O desenvolvimento de fungos é mais exuberante na presenca de ido

Fe?* no papel para gravura e na cartolina duplex. Quando o papel é envelhecido, 0s

fungos produzem uma mancha com um aspeto mais degradado.
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PERSPETIVAS FUTURAS

Estudo da atividade microbioldgica dos papéis contendo foxing (P1 a P8), tal
como apresentado no capitulo Il, no ponto 2.3.2.1, mas retirando amostras de
zonas do papel que ndo apresentem foxing, de forma a avaliar se a atividade

microbiolodgica é de igual intensidade nas zonas com e sem foxing.

Sequenciacdo do DNA das quatro estirpes fungicas para identificacdo até a
espécie, uma vez que so foi possivel através de microscopia ética identificar até ao

género.

Realizacdo de um maior nimero de réplicas para avaliacdo da atividade

celulolitica das estirpes fangicas.

Na caracterizacdo do papel, realizacdo de estudos de micro-difracdo de raios-X
para avaliar o grau de cristalinidade da celulose no papel natural e na zona das

manchas.

Realizacdo de mais estudos de microscopia eletronica de varrimento nos papéis

com mancha induzida por ides metalicos e por culturas mistas de fungos.

Fluorescéncia de raios-X para avaliar a presenca de ibes metélicos no papel

natural e nas zonas de mancha.
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ANEXO I

COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

MEIOS DE CULTURA SOLIDOS

Malte Extrato Agar (MEA) 2% g L™ utilizado para o crescimento de fungos

- 20gextrato de malte Dissolver em 1000 mL de &gua e

- 1gpeptona . ferver em banho-maria até o agar
- 20 g glucose derreter. Vai a autoclave a 121°C, 20
min, 1 atm

- 20 g agar bacteriologico _J

Rosa de Bengale com Cloranfenicol (CBR), meio com antibi6tico utilizado

para o crescimento de fungos

~~
- 5gpeptona
- 1 g hidrogenofosfato dipotassio Dissolver em 1000 mL de agua
- 0,5 g sulfato de magnésio e ferver em banho-maria até o
- 0,05 g rosa de Bengala agar derreter. Vai a autoclave a

. 121°C, 20 min, 1 atm
- 0,1 g cloranfenicol

- 155 gagar _

Nutriente Agar (NA) utilizado para o crescimento de bactérias

- Sgpeptona Dissolver em 1000 mL de agua e ferver
- 5 gcloreto de sodio em banho-maria até o agar derreter. Vai
- 15gagar
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MEIOS DE CULTURA LiQUIDOS

Extrato de Malte Liquido (culturas mistas)

- 20 g extrato de malte _ ]
Dissolver em 1000 mL de &gua. Vai a

- 149 peptona autoclave a 121°C, 20 min, 1 atm

- 20 g glucose

Meio Mandels (para 1000 mL)

~
- 10 g carboximetilcelulose Colocar todos os
- 0,3 g cloreto de célcio nutrientes, menos a
- 2 mg cloreto de cobalto ou sulfato de cobalto ureia, num recipiente
- 2 g dihidrogenofosfato de potassio com agua destilada.
- 19 peptona Acertar o pH a 5,5-6,0
- 1,4 g sulfato de amoénio - e aguecer com
- 5 mg sulfato de ferro agitacdo. Vai a
- 0,3 g sulfato de magnésio decahidratado autoclave 121°C,
- 1,6 mg sulfato de manganés hidratado durante 15min e apos
- 1,4 mg sulfato de zinco arrefecer juntar a ureia
- Tween 80 0,2% (p/v) filtrada
- 0,3gureia w,

Meio BCSL (corn steep liquor) (g/200 mL)

Solucao stock de sais:
- 0,17 g cloreto de cobalto hexahidratado Acertar o pHa 7,0 e
- 1,0 g cloreto de cobre pentahidratado esterilizar

- 10,0 g hidrogenofosfato de potassio
- 1,0 ¢/10 mL H,0 de extrato de levedura

Meio de cultura B (250 mL):

- 25 mL solucéo de sais (preparada anteriormente)
- 25mLCSL

- 1,25 g carboximetilcelulose

- 1,25 g xilano

- 0,5 mL tween 80

Adicionar aos 250mL de meio de cultura B estéril, 0,03g/5mL de ureia esterilizada
por filtrag&o.
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TampAo CITRATO 0,005 moL pMm-3 PH 4,8 (PARA 1000ML)

Reagentes: acido citrico 0,1 moldm™ e citrato de sédio 0,1 moldm™

Acido citrico 0,1 moldm™

Dissolver 10,507 g de acido citrico (C¢HgO7.H,0) num baldo volumétrico de 500 mL.

Perfazer o volume com agua destilada.

Citrato de s6dio 0,1 moldm™
Dissolver 14,705 g de citrato de sddio (Na3CsHs07.2H,0) num baldo volumétrico de 500

mL. Perfazer o volume com agua destilada.

Preparacdo do tampéao

Adicionar num Erlenmeyer 230 mL de écido citrico 0,1 moldm™ e 270 mL de citrato de
sodio 0,1 moldm™. Perfazer o volume de 1000 mL, num baldo volumétrico, com &gua

destilada.

AcIDO DINITROSALICILICO - DNS (PARA 1000ML)

Dissolver 10 g de acido 3,5-dinitrosalicilico em 200 mL de NaOH 2 moldm™ (16 g/200
mL) com aguecimento e agitacao.

Dissolver 300 g de tartarato de sodio e potassio tetrahidratado em 500 mL de agua
destilada.

Misturar as duas solucdes e perfazer o volume a 1000 mL com agua destilada.

AzuL DE COOMASSIE G 0,6% P/v (100ML)

- Pesar 0,06 g azul de coomassie G

- Solucéo de &cido cloridrico 0,6 N: medir 4,92 mL HCI/100 mL

- Dissolver os 0,06 g de azul de coomassie nos 4,92 mL de HCI e perfazer o volume de

100 mL com &gua destilada. Colocar em agitagdo ate dissolver.
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ANEXO II

A Tabela 1.1 e a Fig. I1.1 correspondem aos valores e a curva de calibracdo da D-
glucose, respetivamente, e foi utilizada como padrdo na determinagdo da atividade

enzimatica da celulase.

Tabela I1.1. Valores da solucéo padréo da glucose com concentragdes entre 50 e 1000 mg L™ e medicéo da
absorvancia a 540 nm

~ [D-Glucose] Abs - desvio

padréo mg L™ 1 > 3 media padro
1 50 0,002 0,003 0,002 0,002 0,001
2 100 0,026 0,027 0,029 0,027 0,002
3 150 0,049 0,046 0,050 0,048 0,002
4 200 0,085 0,067 0,068 0,073 0,010
5 400 0,190 0,176 0,178 0,181 0,008
6 600 0,284 0,306 0,292 0,294 0,011
7 800 0,386 0,379 0,435 0,400 0,031
8 1000 0,504 0,536 0,529 0,523 0,017

0.6 1 y = 0.0005x - 0.024
R2 = 0.9967

0 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

[Glucose] (mg L)

Figura I1.1. Curva de calibragdo da D-glucose
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A Tabela 11.2 e a Fig. 11.2 correspondem aos valores e a curva de calibracdo do
BSA (albumina sérica bovina), respetivamente, e foi utilizada como padrdo na

determinacdo da atividade especifica da celulase.

Tabela 11.2. Valores da solucio padrdo do BSA com concentragdes entre 0 e 15 mg L™ e medicéo da

absorvancia a 630 nm

adréo [BSA] Abs media SEenls
i mg L™ 1 2 3 padréio
1 1 0,003 0,007 0,011 0,007 0,004
2 2 0,020 0,012 0,017 0,016 0,004
3 5 0,047 0,039 0,049 0,045 0,005
4 10 0,098 0,064 0,083 0,082 0,017
5 15 0,123 0,098 0,116 0,112 0,013
0.14 ~ y =0.0076x + 0.0018
R?=0.9938
0.12
0.10
0.08
8
<
0.06
0.04
0.02
000 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
[BSA]mg L 1

Figura 11.2. Curva de calibragdo do BSA
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Nas Tabela 11.3 e 11.4. é apresentado o teste de analise de variancia (ANOVA) no

meio Mandels e BCSL, respetivamente.

Tabela 11.3. Tabela ANOVA do meio Mandels

soma dos graus de variancia F Sig.
guadrados liberdade (95%)
entre grupos ,101 5 ,020 51,408 ,000
Penicillium
) dentro dos grupos ,004 11 ,000
Sp
Total ,106 16
entre grupos ,170 5 ,034 90,564 ,000
Penicillium
) dentro dos grupos ,004 11 ,000
S
P Total 175 16
entre grupos ,294 5 ,059 14,275 ,000
Penicillium
3 dentro dos grupos ,045 11 ,004
S
P Total ,339 16
entre grupos ,125 5 ,025 16,108 ,000
Penicillium
. dentro dos grupos ,017 11 ,002
S
P Total 142 16
entre grupos ,135 5 ,027 38,439 ,000
Trichoderma
) dentro dos grupos ,008 11 ,001
harzianum
Total ,143 16
Tabela 11.4. Tabela ANOVA do meio BCSL
soma dos graus de variancia F Sig.
quadrados liberdade (95%)
entre grupos ,002 5 ,000 15,144 ,000
Penicillium
dentro dos grupos ,000 12 ,000
spl
total ,003 17
entre grupos ,003 5 ,001 59,681 ,000
Penicillium
) dentro dos grupos ,000 12 ,000
S
P total ,003 17
entre grupos ,012 5 ,002 28,134 ,000
Penicillium
3 dentro dos grupos ,001 12 ,000
S
P total ,013 17
entre grupos ,031 5 ,006 6,685 ,003
Penicillium
dentro dos grupos ,011 12 ,001
spd
P total ,042 17
entre grupos ,092 5 ,018 37,158 ,000
Trichoderma
) dentro dos grupos ,006 12 ,000
harzianum
total ,098 17
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ANEXoO III

IMAGENS DE MICROSCOPIA OTICA DAS MANCHAS DE FOXING INDUZIDAS NOS DIFERENTES

PAPEIS CONTEMPORANEQS USADOS

Nas Tabelas 111.1 a I11.16 sdo apresentadas imagens de microscopia 6tica de papéis
contemporaneos, nos quais foram induzidas manchas de foxing, por culturas mistas de fungos
(CM1 a CMB8), obtidas a partir dos papéis contendo foxing (P1 a P8), e por solucdes de ides Fe** e
Cu? seguidas das mesmas culturas mistas.

Tabela 111.1. Manchas de foxing induzidas por culturas mistas de fungos no papel para aguarela

CM1 CM2
O, A, 16X ] (0,78x) 10X

CM3 “CM4

CM5 CM6

CM7 T CM8
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Tabela I11.2. Manchas de foxing induzidas por culturas mistas de fungos no papel para aguarela

envelhecido
CcM1 CM4

Tabela I11.3. Manchas de foxing induzidas por soluges de ido Fe?* sequidas de culturas mistas de fungos

no papel para aguarela
CM1 CM2
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Tabela 111.4. Manchas de foxing induzidas por solugdes de ido Cu?* seguidas de culturas mistas de fungos

no papel para aguarela

CM3

CM5

CM7

CM2

CM4

CM6
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Tabela 111.5. Manchas de foxing induzidas por culturas mistas de fungos na cartolina duplex

CM1

CM3

CM5

CM7

12,5x

(0,78x)

CM2

CM4

CM6

CM8

12,5x

Tabela I11.6. Manchas de foxing induzidas por culturas mistas de fungos na cartolina duplex envelhecida
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CM6

CM4
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Tabela 111.7. Manchas de foxing induzidas por solucdes de ido Fe?* seguidas de culturas mistas de fungos

na cartolina duplex
CM1 CM2

CM5 ‘ “CM6

“CM7 CM8
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Tabela 111.8. Manchas de foxing induzidas por solucdes de ido Cu?* seguidas de culturas mistas de fungos

na cartolina duplex
CM1 CM2

0,78x 10x |078xi i12,5x|
CM3 CM4

|078xi i12,5x|
CM5 CM6

i078xi iG,Sxi
CM7 CM8

i078x| |12,5xi
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Tabela 111.9. Manchas de foxing induzidas por culturas mistas de fungos no papel para gravura

CM1

CM5

CM2

~CMs

Tabela 111.10. Manchas de foxing induzidas por culturas mistas de fungos no papel para gravura

envelhecido

CcM1
(0,78x)

CM6

(10x)

(0,78x)

CM4
(10x)

CM7
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Tabela 111.11. Manchas de foxing induzidas por solugdes de io Fe?* seguidas de culturas mistas de fungos
no papel para gravura
CM1 CM2

cMs CM6
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Tabela 111.12. Manchas de foxing induzidas por solugées de i&o Cu®* seguidas de culturas mistas de fungos

no papel para gravura
CM1 CM2

~ CM3 ~ CM4

CM5 CM6
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Tabela 111.13. Manchas de foxing induzidas por culturas mistas de fungos no cartdo madeira

CM1

CM5

CM7

CM2

CM4

CM6

Tabela 111.14. Manchas de foxing induzidas por culturas mistas de fungos no cartdo madeira envelhecido
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Tabela 111.15. Manchas de foxing induzidas por solugdes de ido Fe?* seguidas de culturas mistas de fungos

no cartdo madeira
CM1 CM2

CM5 CM6
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Tabela 111.16. Manchas de foxing induzidas por soluges de ido Cu®* seguidas de culturas mistas de fungos

no cartdo madeira
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CM1

CM7

CM2

CM4

CM6

CM8
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ANEXO0 IV

ANALISE COLORIMETRICA

Nas tabelas 1.1 a IV.12 sdo apresentados os valores das coordenadas L*a*b*C*
h® dos papéis contemporaneos (naturais e envelhecidos), nos quais foram induzidas
manchas por id0 Fe** ou por ido Cu?*, pela CM4 ou por ido Fe®* ou Cu?®* seguidas da
CM4.

MANCHAS INDUZIDAS POR 1A0 FE2+ OU POR 140 CuZ2+

Tabela IV.1. Valores das coordenadas L*a*b*C*h° do papel para aguarela, com manchas induzidas por ido

Fe?* ou por i&o Cu®* em papel envelhecido e néo envelhecido

L a* b* c* h°

controlo 87,85 0,01 504 504 89,93
Fe*" 1,010 mol dm™ 64,61 14,07 40,75 43,12 70,95
Fe* 2,5x10° mol dm™ 69,42 7,97 33,79 34,71 76,72
Cu? 1,0x10” mol dm™ 74,59 -5,36 208 575 15883
Cu?* 2,5x10°® mol dm’ 76,32 -2,88 396 4,89 126,00
controlo envelhecido 80,27 -0,04 10,85 10,85 90,24

Fe?*1,0x102 mol dm™ envelhecido 63,33 12,61 34,18 3643 69,75
Fe?* 2,5x10° mol dm>envelhecido 69,99 6,37 27,97 2869 77,16
Cu?* 1,0x10” mol dm™ envelhecido 69,32 -2,94 17,31 1756 99,65
Cu?" 2,5x10°° mol dm=envelhecido 74,31 -1,00 16,09 16,12 93,56

Tabela IV.2. Valores das coordenadas L*a*b*C*h° da cartolina duplex, com manchas induzidas por ido

Fe?* ou por i&o Cu®* em papel envelhecido e ndo envelhecido

L a* b* c* h°

controlo 81,49 -038 0,76 0,85 116,66
Fe?* 1,0x102 mol dm’ 61,77 1540 34,98 38,22 66,24
Fe*" 2,5x10° mol dm™ 69,82 538 3467 3509 81,18
Cu?* 1,0x10 mol dm™ 76,90 -497 117 5,10 166,77
Cu?* 2,5x10°° mol dm™ 7779  -249 2,15 3,29 139,16
controlo envelhecido 80,57 -0,95 5,23 5,31 100,29

Fe?* 1,0x102 mol dm? envelhecido 59,60 19,33 42,47 46,66 65,53
Fe?* 2,5x10° mol dm®envelhecido 71,47 584 3862 39,06 81,41
Cu?* 1,0x10 mol dm™ envelhecido 69,67 -3,16 11,80 12,22 105,00
Cu? 2,5x10° mol dm®envelhecido 71,48 037 16,51 16,51 88,73
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Tabela IV.3. Valores das coordenadas L*a*b*C*h° do papel para gravura, com manchas induzidas por ido

Fe?* ou por ido Cu®* em papel envelhecido e n&o envelhecido

L a* b* C* h°

controlo 85,02 -0,02 2,54 2,54 90,43
Fe** 1,0x102 mol dm™ 68,21 15,25 40,01 4282 69,14
Fe*" 2,5x10° mol dm™ 70,98 9,45 35,43 36,67 75,07
Cu?* 1,0x10” mol dm™ 78,64 -3,70 1,53 401 157,49
Cu* 2,5x10°° mol dm’ 81,68 2,29 2,42 3,33 131,24
controlo envelhecido 83,91 0,16 472 4,82 88,64
Fe*" 1,010 mol dm™ envelhecido 61,77 18,76 39,70 4391 64,71
Fe** 2,5x10° mol dm™envelhecido 74,32 7,82 33,72 3461 76,95
Cu?* 1,0x10” mol dm™ envelhecido 68,50 1,61 13,25 13,34 83,08
Cu?* 2,5x10°° mol dm>envelhecido 74,09 2,47 14,20 14,41 80,13

Tabela IV.4. Valores das coordenadas L*a*b*C*h° do cartdo madeira, com manchas induzidas por ido Fe?*

ou por ido Cu?* em papel envelhecido e ndo envelhecido

L a* b* c* he

controlo 73,97 0,24 8,88 8,88 88,43
Fe*" 1,0x10 mol dm™ 69,95 1,93 12,04 12,19 80,90
Fe** 2,5x10° mol dm™ 67,93 1,35 9,48 9,57 81,89
Cu*" 1,0x10 mol dm 69,69 0,35 10,37 10,38 88,05
Cu?* 2,5x10°° mol dm™ 70,41 0,35 9,49 9,49 87,89
controlo envelhecido 71,79 0,80 12,06 12,09 86,19
Fe*" 1,0x102 mol dm™ envelhecido 64,59 2,91 14,81 15,10 78,87
Fe®* 2,5x10° mol dm®envelhecido 61,37 2,36 12,50 12,72 7931
Cu?* 1,0x10” mol dm™ envelhecido 60,77 3,28 16,28 16,61 78,62
Cu®" 2,5x10°° mol dm~envelhecido 66,74 2,09 15,57 15,71 82,37
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MANCHAS INDUZIDAS PELA CM4

Tabela 1V.5. Valores das coordenadas L*a*b*C*h° do papel para aguarela, com manchas induzidas por

CM4 em papel envelhecido e ndo envelhecido

L a* b* c* h°
controlo 76,24 0,32 15,60 15,61 88,84
CM4 - 2 meses 73,72 0,74 13,97 13,99 86,99
CM4 - 3 meses 74,76 1,13 16,75 16,79 86,14
CM4 envelhecida - 1 semana 68,99 5,87 22,50 23,26 75,38
CM4 envelhecida — 1 més 71,46 5,88 23,07 23,80 75,70
CM4 envelhecida — 2 meses 68,29 8,02 30,21 31,25 75,14
CM4 envelhecida — 3 meses 70,25 11,26 30,89 32,88 69,97

Tabela 1V.6. Valores das coordenadas L*a*b*C*h° da cartolina duplex, com manchas induzidas pela CM4

em papel envelhecido e néo envelhecido

L a* b* c* he
controlo 75,71 -0,03 3,50 3,50 90,43
CM4 - 2 meses 57,17 3,19 14,83 15,17 77,86
CM4 - 3 meses 56,00 4,00 16,85 17,32 76,64
CM4 envelhecida - 1 semana 70,19 4,55 18,80 19,34 76,39
CM4 envelhecida — 1 més 70,03 4,23 16,92 17,44 75,97
CM4 envelhecida — 2 meses 69,27 4,92 18,53 19,17 75,12
CM4 envelhecida — 3 meses 68,86 4,67 17,81 18,41 75,29

Tabela IV.7. Valores das coordenadas L*a*b*C*h° do papel para gravura, com manchas induzidas pela

CM4 em papel envelhecido e ndo envelhecido

L a* b* Cc* h°
controlo 78,88 0.02 14,44 14,44 89,90
CM4 - 2 meses 64,39 0,47 9,50 951 87,17
CM4 - 3 meses 60,83 1,10 11,56 11,62 84,57
CM4 envelhecida - 1 semana 71,40 11,01 31,04 32,94 70,46
CM4 envelhecida — 1 més 70,36 11,84 31,13 33,30 69,18
CM4 envelhecida — 2 meses 68,29 8,02 30,21 31,25 75,14
CM4 envelhecida — 3 meses 70,25 11,26 30,89 32,88 69,97
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Tabela IV.8. Valores das coordenadas L*a*b*C*h° do cartdo madeira, com manchas induzidas pela CM4

em papel envelhecido e ndo envelhecido

L a* b* c* h°
controlo 74,68 0,09 9,32 9,32 89,45
CM4 - 2 meses 65,45 1,82 13,88 14,00 82,52
CM4 - 3 meses 64,95 1,60 13,17 13,27 83,09
CM4 envelhecido - 1 semana 67,84 1,55 15,21 15,29 84,17
CM4 envelhecido — 1 més 70,63 2,53 18,42 18,59 82,18

CM4 envelhecido — 2 meses 68,29 8,02 30,21 31,25 75,14
CM4 envelhecido — 3 meses 67,58 412 22,91 23,27 79,80

MANCHAS INDUZIDAS POR 1A0 FEZ+ 0U POR 1A0 CU2* (NA CONCENTRACAO DE 1,0x10-2
MOLDM-3) SEGUIDAS DA CM4

Tabela IV.9. Valores das coordenadas L*a*b*C*h° do papel para aguarela, com manchas induzidas por ido

Fe?* ou por ido Cu®* seguidos da CM4

L a* b* c* he

controlo 76,24 0,32 15,60 15,61 88,84
Fe?* 64,61 14,07 40,75 43,12 70,95
Fe* e CM4 — 2 meses 58,16  -0,03 6,41 6,41 90,27
Fe’" e CM4 — 3 meses 57,47 16,01 34,49 38,03 65,10
cu®* 7459  -536 2,08 5,75 5,04
Cu*" e CM4— 2 meses 75,96  -1,66 9,69 9,83 99,73
Cu?" e CM4 — 3 meses 72,70 -1,56 9,79 9,92 99,06

Tabela 1VV.10. Valores das coordenadas L*a*b*C*h° da cartolina duplex, com manchas induzidas por ido

Fe?* ou por ido Cu®* seguidos da CM4

L a* b* c* h°

controlo 75,71 -0,03 3,50 3,50 90,43
Fe? 61,77 15,40 34,98 38,22 66,24
Fe’ e CM4 -2 meses 66,26 1,02 5,65 5,75 79,76
Fe* e CM4 -3 meses 53,11 6,65 1592 17,26 67,34
cu* 76,90 -4,97 1,17 510 166,77
Cu?* e CM4-2meses 73,75 -1,83 1054 10,70 99,87
Cu* e CM4 -3 meses 75,07 -1,76 1156 11,70 98,63
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Tabela IVV.11. Valores das coordenadas L*a*b*C*h° do papel para gravura, com manchas induzidas por

id0 Fe** ou por i&o Cu?* seguidos da CM4

L a* b* c* he

controlo 78,88 0,02 14,44 14,44 89,90
Fe?" 68,21 15,25 40,01 42,82 69,14
Fe?* e CM4 — 2 meses 60,65 9,99 21,32 2355 64,91
Fe’* e CM4 — 3 meses 55,04 0,15 910 9,10 89,03
cu®* 78,64 -3,70 153 4,01 157,49
Cu*" e CM4— 2 meses 70,47 -0,60 16,18 16,19 92,11
Cu?*" e CM4 — 3 meses 72,03 -1,24 14,42 14,47 94,93

Tabela IVV.12. Valores das coordenadas L*a*b*C*h° do cartdo madeira, com manchas induzidas por ido

Fe?* ou por ido Cu®* seguidos da CM4

L a* b* c* h°
controlo 74,68 0,09 9,32 9,32 89,45
Fe? 69,95 1,93 12,04 12,19 80,90
Fe®* e CM4 — 2 meses 66,61 1,15 11,21 11,27 84,15
Fe?* e CM4 — 3 meses 63,06 2,68 15,37 15,60 80,12
cu® 69,69 0,35 10,37 10,38 88,05
Cu®* e CM4 -2 meses 69,19 0,70 11,86 11,88 86,63
Cu®* e CM4 — 3 meses 68,82 0,93 12,65 12,68 85,69
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ANEXO V

CARACTERIZACAO _DE __PAPEL POR__ESPETROSCOPIA _DE

INFRAVERMELHO

TRANSFORMADA DE FOURIER

Para uma interpretacdo mais adequada dos espetros de FT-IR

-ATR apresentados no

capitulo 3, sdo apresentados os respetivos espetros retirados da base de dados do IRUG.
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Figura V.2. Espetro de absor¢do do carbonato de célcio
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Absorbance
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Figura V.3. Espetro de absorcdo da gelatina (usada como encolagem)
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Figura V.4. Espetro de absorcdo da silica
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Figura V.5. Espetro de absorg¢do do sulfato de célcio
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