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RESUMO

CARDOSO, Renata Nascimento. Biodeterioracdo do patriménio cultural e aplicacao
de técnicas ndo destrutivas de monitoramento e controle de populacdes
microbianas. 2022. 150 f. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) — Instituto de
Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Restauradores e conservadores enfrentam problemas para a preservacao de
obras e acervos documentais devido aos danos causados por microrganismos.
Agua, oxigénio, gases, acidos, temperatura e luz sio agentes agressivos que
induzem modificagdes estruturais além dos proprios fatores fisico-quimicos que
podem interferir na biodeterioracdo. A inspecdo microbioldégica em areas
selecionadas da obra a ser restaurada e do ambiente no qual ela esta inserida é
fundamental no estudo da biodeterioracéo, controle e detec¢cdo de microrganismos
presentes. Foram utilizados, no presente estudo, o Trono Imperial de D. Pedro Il e
uma obra de Candido Portinari. Os fungos séo o0s agentes biol6gicos mais atuantes
por penetrar em fibras celuldsicas e resultar em perda de material devido a corrosédo
acida, degradacdo enzimatica e ataque mecanico. Contra a biodeterioracdo, a
radiagdo gama tem mostrado ser uma técnica segura e efetiva, largamente utilizada
com elevada eficiéncia na reducdo da carga microbiana. O estudo da radiacdo gama
para a descontaminacéo foi realizado nas colonias isoladas da obra de Portinari, a
fim de se viabilizar um tratamento apropriado da mesma de forma a usar o
conhecimento adquirido em obras de arte com caracteristicas equivalentes. Um dos
objetivos do trabalho foi, a partir da irradiacdo das col6nias, avaliar a eficacia da
técnica da radiacdo ionizante para seu tratamento ndo destrutivo. Para tanto foram
realizados procedimentos de coleta das amostras, cultura e isolamento dos fungos,
identificacdo classica e por biologia molecular, irradiacdo das amostras com Césio
137 e repique dos fungos irradiados para andlise de viabilidade. As doses de
radiacdo utilizadas, 16, 19 e 22 kGy, foram estipuladas baseadas em estudos
anteriores que mostraram resisténcia de algumas espécies de fungos a radiacao
gama. Dos varios fungos isolados, houve predominancia de Penicillium e
Cladosporium. Os fungos Penicillium, Cladosporium, Nigrospora e Curvularia
apresentaram resisténcia a dose de 16 kGy sendo que o do género Cladosporium s6
apresentou letalidade na dose de 22 kGy. Documentos em papel contendo tintas
ferrogalicas sdo também alvo de biodeterioracdo e degradacdo. A utilizacdo de
técnicas ndo destrutivas na andlise dos documentos de forma a auxiliar a
identificacdo da degradacédo e o desenvolvimento de técnicas de restauracdo mais
apropriadas séo relevantes ja que incessante é a busca por procedimentos que
respeitem os critérios éticos de minima intervengdo. O uso de fluorescéncia de raio-
X (FRX) pode ser empregado na identificagdo e andlise de espécies quimicas
presentes em tintas ferrogalicas responsaveis pela aceleragdo dos processos de
degradacédo quimica da celulose e processos de biodeterioracdo. A tecnologia do
envelhecimento acelerado auxilia na simulagao das condi¢gdes de envelhecimento do
papel que sofre degradacéao por mecanismos de hidrolise e oxidagao da celulose na
presenca e auséncia das tintas ferrogalicas.

Palavras-chave: Fungos. Biodeterioragdo. Patriménio Cultural. Radiagcdo gama.
Raio-X.



ABSTRACT
CARDOSO, Renata Nascimento. Biodeterioration of historical-cultural heritage
documents and application of non-destructive techniques for monitoring and control
of microbial populations.150 f. Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) — Instituto
de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Conservative restaurators face problems for the preservation of works and
documentary collections due to damage caused by microorganisms. Water, oxygen,
gases, acids, temperature and light are aggressive agents that induce structural
changes in addition to the physicochemical factors themselves that can interfere with
biodeterioration. Microbiological inspection in selected areas of the work to be
restored and the environment in which it is inserted is fundamental in the study of
biodeterioration, control and detection of microorganisms present. This study was
carried out in the Imperial Throne of D. Pedro Il and a work of Candido Portinari.
Fungi are the biological agents most active because they penetrate cellulosic fibers
and result in material loss due to acid corrosion, enzymatic degradation and
mechanical attack. Against biodeterioration, gamma radiation has been shown to be
a safe and effective technique, widely used with high efficiency in reducing microbial
load. The study of gamma radiation for decontamination was carried out in isolated
colonies from Portinari's work, in order to enable an appropriate treatment of the
same in order to use the knowledge acquired in works of art with equivalent
characteristics. One of the objectives of the work was, from the irradiation of the
colonies, to evaluate the efficacy of the ionizing radiation technique for its non-
destructive treatment. For this purpose, procedures were performed to collect the
samples, culture and isolation of fungi, classical identification and molecular biology,
irradiation of samples with Cesium 137 and peak of irradiated fungi for viability
analysis. The radiation doses used, 16, 19 and 22 kGy, were stipulated based on
previous studies that showed resistance of some fungal species to gamma radiation.
Of the various fungi isolated, Penicillium and Cladosporium predominated. The fungi
Penicillium, Cladosporium, Nigrospora and Curvularia showed resistance to the dose
of 16 kGy and the genus Cladosporium only presented lethality at the dose of 22
kGy. Paper documents containing iron-gall inks are also the target of biodeterioration
and degradation. The use of non-destructive techniques in the analysis of documents
in order to help identify degradation and develop more appropriate restoration
techniques are relevant because it is unceasing to search for procedures that respect
the ethical criteria of minimal intervention. The use of X-ray fluorescence (XRF) can
be used in the identification and analysis of chemical species present in iron-gall inks
which are responsible for the acceleration of the processes of chemical degradation
of cellulose and biodeterioration processes. The use of accelerated aging technology
assists in the simulation of the aging conditions of paper that undergoes degradation
by hydrolysis mechanisms and oxidation of cellulose in the presence and absence of
iron-gall inks.

Keywords: Fungal. Biodeterioration. Cultural heritage. Gamma Radiation. X-rays.
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INTRODUCAO

A conservagédo e a restauracdo de documentos de carater historico-cientifico
€ um problema que vem despertando a atencdo de inumeras instituicoes
preocupadas com a manutencdo e a disponibilizacdo de fontes para pesquisa na
area da Historia da Ciéncia no Brasil. Museus, livrarias e arquivos estéo preservando
documentos que sdo vagarosamente degradados devido ao envelhecimento
inerente do substrato celulose ou dos erros das tecnologias do passado (papel acido
e tintas ferrogalicas). Além disso, grandes quantidades de papel sdo rapidamente
prejudicadas por ataques biologicos seguidos de desastres naturais e condi¢des
inapropriadas de estocagem (MOISE et al., 2012).

As bactérias e fungos, quando em ambientes favoraveis, sdo 0s principais
responsaveis pela degradacéo de objetos do patrimonio cultural. A sobrevivéncia e o
desenvolvimento de microrganismos no ar e nas superficies dependem de
caracteristicas estruturais e metabdlicas bem como da presenca de condicbes
favoraveis, como condi¢Bes nutricionais e microclimaticas. Por essas razfes torna-
se importante a manutencdo e o restauro de pecas, documentos e obras do
patrimdnio cultural para maior estabilidade e conservacao de sua estrutura, uma vez
que, por se tratar de objetos antigos, ja apresentam algumas fragilidades.

Os fungos séo capazes de habitar, alterar e degradar todos os tipos de
materiais organicos e inorganicos e, historicamente, as pecas de arte sao feitas
desses materiais que também sdo usados nas praticas de restauracdo e
conservacgao. Livros, impressdes, desenhos, aquarelas, gravuras bem como todas
as obras de arte baseadas em papel sdo muito susceptiveis ao desenvolvimento dos
fungos que desempenham uma acdo consideravel na deterioracdo do patrimdnio
cultural por conta da sua grande atividade enzimatica e capacidade de crescer em
baixos valores de atividade de agua (aw) (MELO et al. 2019; STERFLINGER, 2010).
Além disso, a contaminacgéo fungica pode ocorrer por via aérea, contaminando todo
0 microambiente onde os fungos estejam instalados. Assim, torna-se relevante o
monitoramento microbiologico de ambientes climatizados ja que possuem relagédo
com processos deteriorantes de substratos especificos.

Diversos estudos na area apontam para o desenvolvimento de alguns

géneros sempre muito frequentes em museus e salas de armazenamento de obras
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de arte e de acervos documentais. Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Alternaria
e Trichoderma sdo muito comuns porém varios outros géneros sdo encontrados
como Eurotium, Chaetomium, Phoma, etc, e todos causam manchas no papel de
vérias tonalidades, sendo a marrom a mais presente. (MELO et al., 2019).

Diversas técnicas de descontaminacdo de acervos sao estudadas e
empregadas no combate a contaminagdo fungica e a acdo de insetos xil6fagos.
Dentre elas, a técnica de fumigacdo, o tratamento por andxia ou por atmosfera
modificada e o congelamento séo técnicas bastante empregadas embora o uso de
oxido de etileno esteja proibido nos dias atuais por conta da toxicidade e a logistica
dificulte o emprego de algumas outras. A técnica utilizando a radiacdo ionizante
(radiacdo gama) vem sendo utilizada e estudada por diversos pesquisadores da
area de conservacgao e restauracdo como uma alternativa efetiva e segura para a
desinfeccdo de acervos uma vez que apresenta elevada eficiéncia na reducdo da
carga microbiana sem deixar nenhum residuo toxico. Para a desinfestacdo de
insetos em qualquer um dos seus estagios de desenvolvimento (ovo, larva, pulpa ou
adulto) a quantidade de radiacdo absorvida pelo produto inferior a 500 Gy é
suficiente para causar letalidade. No caso da desinfec¢do de fungos e bactérias as
doses envolvidas sdo mais elevadas e da ordem de 10kGy ou mais. (RELA et al.,
2007). Indmeros trabalhos tém sido publicados na busca do estabelecimento de uma
dose de irradiacdo para a descontaminacdo do papel que seja eficaz e ndo cause
danos ao suporte. A radiacdo ionizante pode ser usada para descontaminacdo em
massa dos itens do patriménio cultural embora os conservadores e restauradores
sejam ainda cautelosos quanto a utilizacao da técnica por conta da possibilidade de
aceleracdo da degradacdo dos constituintes do papel induzida pela radiacéo
(MOISE et al., 2012; MARUSIC et al., 2019; BONIEK et al., 2017). Sendo assim,
torna-se relevante um estudo nessa area de forma a se estabelecer uma dose
segura e eficaz para a descontaminacdo de uma determinada obra ou acervo que
leve em conta os diversos aspectos e critérios que devem ser considerados como: a
natureza da obra (suporte e materiais depositados); as espécies flungicas que estéao
causando a biodeterioracdo; as técnicas de tratamento disponiveis e sua
aplicabilidade diante da obra e recursos em questdo; a minima intervencéao,
respeitando os aspectos éticos de originalidade e autenticidade da obra; e a

destinacdo do tratamento, ou seja, se é para fins de desinfec¢do ou de esterilizacao.



16

7

A radiacdo gama € um tipo de radiacdo ionizante que € absorvida pelo
material biolégico agindo diretamente na célula e atingindo as moléculas de &cido
nucléico. Estas sdo ionizadas e excitadas podendo conduzir a mudancas biolégicas
e até a morte celular. No entanto, as doses de radiacdo baixas podem ndo ser
eficientes para algumas espécies de fungos que se mostram resistentes a radiagédo
gama, principalmente aos que possuem capacidade metabdlica de produzir
pigmento melanina que € um tipo de pigmento preto que acumula dentro dos
micélios e os protegem contra os raios UV e contra a radiacdo ionizante. Além disso,
pesquisas mostraram que algumas espécies de fungos radiotréficos usam a
melanina para converterem a radiacdo gama em energia quimica para crescimento
(DADACHOVA et al.,, 2007; SALEH et al.,, 1988; DADACHOCHA; CASADEVAL,
2008). Sendo assim, doses de radiacdo mais elevadas devem ser estudadas e
empregadas no caso do isolamento de espécies mais resistentes das obras de arte,
garantindo uma total desinfeccdo da obra, salvaguardando sua originalidade e
aumentando o tempo de vida sob as condi¢cdes de estocagem apropriadas.

O meio fisico no qual se “imprime” uma informagdo no documento deve ser
investigado pois o uso de tintas ferrogalicas causam a corrosdo do suporte por meio
de uma complexa superposicdo de diferentes processos. As tintas ferrogélicas,
usadas em documentos histéricos, eram produzidas de maneira artesanal e nao
estequiométrica o que resultava em um produto com baixo valor de pH e, muitas
vezes com excesso de um dos ingredientes tais como acidos e ions de metais de
transicéo, especialmente de Fe e Cu. De acordo com a literatura, a corrosividade
dessas tintas ocorre por meio de dois processos principais: a hidrélise acelerada da
celulose (principal constituinte do papel), por conta da acidez da tinta; e a oxidacao
acelerada da celulose, por conta da presenca de fons Fe** que agem como
catalisadores. Sendo assim, o papel sofre danos acelerados de envelhecimento
somados & prépria corrosdo intrinseca da tinta (oxidacdo dos fons Fe?* em excesso)
0 que causam migragcao da tinta entre as folhas e no verso das mesmas, halos e
buracos no papel com prejuizo irreversivel ao documento (COSTA et al., 2015).
Diante disso, a busca por estratégias de intervencéo nesses papeis contendo tintas
ferrogalicas precisam ser investigadas e aplicadas. Tais estratégias incluem, nesta
ordem: 1. Andlise dos elementos presentes em excesso na tinta ferrogalica que
possam estar acelerando os processos de degradacédo da celulose e para tal, a

técnica da fluorescéncia de raio-X &€ muito utilizada como ferramenta Util na analise
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desses elementos e, 2. Tratamento dos suportes com fitato de calcio para remocao
do excesso dos fons Fe?, interrompendo os processos oxidativos de degradacdo da
celulose e a corroséo da tinta propriamente dita.

Essa analise diagnoéstica das tintas usadas em documentos histéricos com o
intuito de identificar os agentes responsaveis pela biodegradacéo e deterioragdo tem
sido objeto de estudo de muitos profissionais envolvidos com a conservagao e
restauracdo do patrimoénio histérico cultural. Técnicas ndo destrutivas, que
preservam a integridade da amostra, sdo empregadas em diversos trabalhos. Dentre
elas, a técnica de fluorescéncia por raio-X (FRX) tem sido muito Gtil na deteccéo de
elementos tracos de metais presentes em um suporte. Estudos conduzidos por
FAUBEL et al. (2007), na area de preservacdo do patriménio cultural, determinou a
partir da técnica de FRX, os metais presentes na tinta ferrogalica utilizada no
documento histdrico, concluindo que ela estava contaminada com magnésio, cobre e
zinco. Do ponto de vista da conservacgdo, sabe-se que o alto contetdo de cobre na
tinta aumenta a possibilidade da corrosdo ocorrer o que prejudica ainda mais o0s
processos de degradacdo de biodeterioracdo. Outro trabalho conduzido por URSIC
et al. (2006) também utilizou a técnica ndo destrutiva de emisséo de raio-X induzido
por protons (PIXE) para a pesquisa da composicdo elementar das tintas ferrogalicas
em documentos histéricos concluindo que esse método €é adequado na
determinacao quantitativa da concentracdo dos elementos presentes na tinta.

Uma vez que a deterioracdo do papel é um processo inevitavel, o estudo dos
seus mecanismos de degradacdo se faz necesséario visto que tais processos
precisam ser interrompidos e/ou retardados por meio de ac¢des de intervencédo que
garantam a longevidade do objeto de valor histérico cultural. No entanto, o processo
de envelhecimento natural do papel é muito lento para permitir a observacdo das
mudancas que causam em longo prazo. Por isso, métodos de envelhecimento
artificial ou acelerado podem ser aplicados ja que os resultados que sdo gerados
permitem uma aproximacao confiavel do envelhecimento natural para a previsdo da
longevidade do papel e permite o estudo dos efeitos esperados dos tratamentos de
conservagao a serem realizados. Tal técnica ja tem sido bastante empregada em
diversos estudos, como visto no trabalho de COSTA et al. (2013), onde foram
realizadas investigacdes arqueométricas no envelhecimento natural e artificial
(térmico) de amostras contendo tintas ferrogalicas obtidas a partir de diferentes

fontes de taninos.
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Dentro de todo esse contexto, deve-se atentar para a manutencdo a longo
prazo de materiais & base de suportes ligno-celuldsicos, com o desenvolvimento de
estudos que relacionem parametros ambientais/climaticos com a permanéncia de
materiais a base de celulose. A manipulacdo e armazenamento inadequados
podem gerar ainda mais danos quimicos que propiciam ataques bioquimicos por
meio de intervencao direta nas fibras do papel (celulose, hemicelulose) ou nos seus
suportes (amido, gelatina) visto que a umidade relativa (UR) e temperatura (T),

também contribuem para a deterioracéo.

Objetivos Gerais

O presente trabalho tem como objetivo estudar a biodeterioracdo, causada
por bactérias e fungos, de obras do patrimdnio cultural com base celulésica e o
emprego de uma metodologia segura e eficaz que possa ser utilizada no
monitoramento e combate aos fungos, que sdo 0s principais responsaveis pela
biodeterioracdo. Além disso, empregar a técnica nao destrutiva de FRX para
caracterizar os documentos e monitorar os tratamentos de conservagédo empregados

nesses documentos de acervos historico-culturais contendo tintas ferrogalicas.

Objetivos Especificos

e Verificar a relacdo entre a presenca de bactérias e fungos com 0s processos
de biodeterioracdo em materiais celuldsicos;

e Qualificar através de técnicas de microbiologia classica os principais grupos
microbianos encontrados em acervos e documentos relevantes do patriménio
historico;

¢ Identificar, a partir das técnicas de biologia molecular, os principais géneros
destes grupos microbianos envolvidos na biodeterioragao;

e Utilizar a técnica da radiacdo gama para o combate aos fungos presentes,
visando identificar géneros ou espécies resistentes a este tratamento;

e Estabelecer a dose de radiacdo necessaria para eliminar os fungos levando
em conta a resisténcia de alguns a radiacdo, a natureza do suporte e 0

objetivo do tratamento da obra de arte.



19

e Verificar a composicao das tintas ferrogalicas presentes e sua relacdo com a
aceleracdo dos processos de biodeterioracdo, utilizando a técnica néo
destrutiva de FRX, visando propor o tratamento, em grupos, de papéis
contendo essas tintas, com solu¢des quelantes de fitato de célcio.

e Produzir conhecimento na area de preservacdo de acervos, relacionando
técnicas arqueométricas com procedimentos classicos da Engenharia

Quimica e da Microbiologia.



20

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Biodeterioragdo do patriménio historico e cultural

A maior parte dos livros e documentos que compdem o patriménio histérico
documental da humanidade se conserva nos arquivos e bibliotecas; instituicbes que
tém entre suas funcdes fundamentais a preservacdo dos materiais que nelas se
guardam e o compromisso social de transmiti-los para o futuro. Tais objetos se
caracterizam nao apenas por sua grande quantidade e diversidade, mas também por
se constituirem basicamente por macromoléculas organicas, que sao muito
susceptiveis aos processos de biodeterioracdo. Uma importante parte do inventario
do patrimbénio cultural € preservada em objetos feitos dos mesmos materiais
biodegradaveis, incluindo madeiras, couros, tecidos e papéis. Perdé-los significa
perder uma parte da identidade da humanidade (CALLOL, 2013; PONTA, 2008).

Os microrganismos ocupam praticamente qualquer lugar do nosso planeta. O
Patriménio Histérico ndo é uma excecdo e alguns microrganismos sao capazes de
proliferar sobre obras de arte colonizando-as e causando efeitos negativos. Durante
seu desenvolvimento podem dar lugar a transformacdes estéticas, fisicas e quimicas
do substrato colonizado originando uma progressiva deterioracdo desse patrimonio
(GONZALEZ; SAINZ-JIMENEZ, 2008).

A biodeterioracdo pode ser definida como qualquer alteracdo ndo desejada
em um material causada pelas atividades vitais dos organismos (MELO et al., 2019).
Segundo HUECK (1965), sdo mudancas indesejaveis nas propriedades de um
material causada pela atividade biolégica dos organismos, ou seja, € o conjunto de
danos que ocorrem aos objetos, provocados por agentes bioldgicos. A
microbiodeterioragdo consiste nos processos de biodeterioracdo provocados por
microrganismos. Esses processos podem ser executados por uma ampla gama de
microrganismos, entre eles bactérias, actinomicetes, leveduras, fungos, algas,
liquens e musgos (CALLOL, 2013). E a biodegradacdo de diferentes materiais por
diferentes tipos de microrganismos, alterando as suas caracteristicas iniciais.

Outro termo de uso comum é o de biodegradacdo. Embora nenhuma

definicdo formal tenha aceitacdo geral, entende-se a biodegradacdo como o
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aproveitamento, pelo homem, das habilidades de decomposi¢cdo dos organismos
para tornar um material residual mais util ou aceitavel. Ambas as definicbes
envolvem a humanidade, sendo de maneira negativa ou prejudicial no caso de
biodeterioracdo, e de maneira positiva ou Util, no caso de biodegradacdo. Ambas as
definicdes também envolvem materiais que sdo de qualquer natureza, com excecao
dos organismos vivos, usados pela humanidade. Todos os materiais (e processos)
tem um valor intrinseco e, portanto, ha uma importante dimensdo econémica para a
biodeterioracdo (ALLSOPP et al.,2004).

A diferenca entre biodegradacéo e biodeterioracdo também foi reportada por
NUNES et al. (2013). De acordo com os autores, a biodegradacado diz respeito ao
processo de decomposicdo de materiais (sobretudo de origem orgéanica) por acao de
seres vivos enquanto que a biodeterioracdo, como ja foi definida é “qualquer
mudanca indesejavel nas propriedades de um material causada pelas atividades
vitais dos organismos”.

Mediante todo esse contexto, a biodeterioracdo é um topico de crescente
preocupacdo e € particularmente relevante no contexto da conservacdo do
patrimonio cultural, uma vez que as obras de arte e 0s monumentos fornecem
nichos ecolégicos para a colonizagdo de microrganismos diversificados na saude
humana e na preservacdo da qualidade do ar. Apesar de todo o conhecimento
adquirido nos ultimos anos, as normas estabelecidas atualmente e os limiares de
contaminacgdo aceitos tém concentrado um foco importante na satde humana e na
preservacdo da qualidade do ar. No entanto, ainda ndo sao suficientes ou
adequadamente aplicados para a preservacao do patriménio cultural (CARVALHO et
al., 2018).

A arte, em suas diferentes formas, tais como as pinturas, esculturas e
documentos escritos, estdo expostas a agentes de deterioracao fisicos, quimicos e
bioldgicos. Principalmente feitos de matérias primas biodegradaveis, os objetos de
arte podem ser alterados e destruidos de acordo com suas caracteristicas
intrinsecas e estruturais e devido aos efeitos das condi¢cdes ambientais tais como
umidade e temperatura. As matérias primas organicas sdo geralmente bons
substratos para insetos, bactérias e fungos, o que torna a biodeterioracdo uma
guestao central para estudiosos e curadores de arte (NUNES et al., 2013).

Sendo assim, um dos principais problemas enfrentados pelos restauradores-

conservadores para a preservacao de acervos documentais sdo os danos causados
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pela acéo de insetos xilografos e microrganismos (FRANCA; BARBOZA, 2010). Para
eles, polimeros naturais s&o nutrientes. Agua, oxigénio, gases poluentes da
atmosfera, acidos (papel durante seu envelhecimento), temperatura e luz sdo outros
agentes agressivos que induzem modificacdes estruturais. Os proprios fatores
fisicos e quimicos podem independentemente agir e/ou sinergeticamente interferir
na biodegradacao (PONTA, 2008).

A Figura 1 mostra um exemplo de documento deteriorado em funcédo de
varios fatores de natureza ambiental e biologica.

A biodeterioracdo de objetos constituidos por materiais orgéanicos, tais como
papel, madeira, téxteis, couro, pergaminho e outros, € realizada pelos
microrganismos heterotréficos, os quais inclusive sdo capazes de degradar
enzimaticamente as macromoléculas constituintes de tais suportes. No caso de
objetos de origem inorganica, tais como pedras, esculturas ao ar livre, ceramicas,
vidros e metais, € levada a cabo por musgos, plantas superiores e microrganismos
autotroficos, que possuem as potencialidades metabdlicas especificas para executar
determinadas reacfes (CALLOL, 2013).

Figura 1 - Cartas do Século XVIlII com sinais de deterioracdo
ambiental e biologica
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Estudos apontam que microrganismos tais como bactérias e fungos sé&o
importantes agentes na degradagdo de documentos de arquivos e bibliotecas. Isso
porque o pequeno tamanho da bactéria permite que elas penetrem entre as fibras do
polimero permitindo-as uma forma agregacdo ao substrato e consequente
colonizagdo. Algumas bactérias podem acelerar o processo de biodeterioracéo
devido a excre¢do de substancias especificas, tais como enzimas celuloliticas e
acidos organicos que reduzem o pH, promovendo o atague de novos
microrganismos (NUNES et al., 2013).

A atividade de insetos e fungos estd diretamente relacionada com as
potencialidades metabdlicas, com a composi¢cdo quimica dos materiais constituintes
dos objetos, com as caracteristicas climatolégicas da zona ou regido onde estejam
localizadas as instituicdes e seu ambiente interior, assim como o trabalho preventivo
que nelas se desenvolva. Entre as caracteristicas dos materiais que exercem
importante influéncia na biodeterioracdo estdo: sua composicdo e natureza, seu
conteudo de agua, o pH e a presenca de impurezas. Os limites de concentracao de
ions de hidrogénio indicam que os niveis éacidos (4,0 a 6,0) favorecem o
desenvolvimento de fungos, enquanto os basicos (8,0 a 9,5) propiciam o
crescimento das bactérias (CALLOL, 2013).

A biodeterioracdo de arquivos e livros é a mais frequentemente fonte de
degradacdo detectavel em paises localizados em areas tropicais e subtropicais
(AREA; CHERADAME, 2011). Nos paises da América do Sul, que possuem um
clima tropical com alta temperatura e alta umidade relativa, € muito comum encontrar
objetos de arte com fungos. (RIZZO et al., 2002). A umidade relativa do ar constitui
um dos fatores mais importantes no desenvolvimento do processo de
biodeterioracdo, jA que todas as reacfes metabdlicas requerem um ambiente
aquoso. Niveis superiores a 65% propiciam o desenvolvimento de microrganismos e
de seus esporos. Além da umidade, a temperatura também é um fator fundamental
no desenvolvimento e na atividade dos microrganismos uma vez que O
desenvolvimento e a reproducdo dos mesmos se baseiam em um conjunto de
reacoes metabdlicas inter-relacionadas que requerem uma fonte de energia
calorifica obtida do ambiente e transformada em energia celular (CALLOL, 2013).

Outros fatores do meio ambiente que possuem influéncia no processo de
biodeterioracdo séo a luz, o oxigénio e a ventilacdo. As radiacbes ultravioletas,

assim como as ionizantes, possuem acdo que pode ser letal ou mutagénica,
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segundo o organismo e a dose recebida. A luz pode acelerar a esporulagcdo dos
fungos. Quanto ao oxigénio, depende do tipo de microrganismo e a ventilacdo esta
relacionada a circulacdo de ar e a umidade relativa existente. Em geral, a circulacéo
de ar favorece a rapida evaporacdo e a secagem dos materiais, evitando assim a
acumulacdo de agua no ambiente e diminuindo a probabilidade de germinacdo dos
esporos (CALLOL, 2013).

Mediante toda essa problematica, € necessario tomar acfes imediatas
quando o papel € o substrato de documentos e arquivos interessantes ou de livros
raros. Para prevenir e proteger a conservacédo das colecdes deve ser aplicado um
enfoque multifatorial que avalie o risco de desenvolvimento de microrganismos no ar
e o risco de infeccao e/ou infestacdo nos objetos de valor cultural. Dessa forma, em
ambos 0s casos, a maneira mais adequada de agir nesse sentido deve estar focada
em trés aspectos: |. identificar os organismos que produzem a biodeterioracao,
realizando um adequado diagndéstico do problema; II. definir um sistema de controle
— erradicacdo- onde devem ser aplicados procedimentos ndo téxicos e néo
destrutivos, interrompendo o processo destrutivo em andamento e restaurando o
objeto de valor cultural a fim de se cumprir seu objetivo relevante; e Ill. elaborar um
plano estratégico de conservacdo e manutencdo a longo prazo que sirva de base
para estabelecer um programa de conservacdo preventiva a longo prazo
(MAGAUDDA, 2004; VALENTIN, 2012).

1.2  Microrganismos envolvidos em processos de biodeterioragéo

De maneira geral, os microrganismos apresentam grande diversidade e
versatilidade metabodlica além de elevada diversidade especifica. A classificacéo
atual das formas de vida se baseia em sequéncias de DNA, geralmente da
subunidade pequena do gene de RNA ribossémico. A analise dessas sequéncias
permite dividir, dentro da classificacdo taxondmica moderna, o mundo dos
organismos vivos em trés grandes dominios: Bacteria, Archae e Eukarya. Os
microrganismos compreendem a Bacteria, Archaea e a grande maioria dos Eukarya.

Os seres macroscépicos somente estdo representados nos extremos de um par de
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ramos: Animais e Fungos, conforme ilustrado na Figura 2 (GONZALEZ; SAINZ-
JIMENEZ, 2008).

Figura 2 - Arvore filogenética das formas de vida
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Fonte: GONZALEZ; SAINZ-JIMENEZ, 2008.

O prejuizo aos objetos do patriménio cultural € um processo complicado,
causado principalmente por processos quimicos e fisicos desencadeados por
atividades dos organismos envolvidos. O crescimento microbiano na superficie dos
materiais pode causar rachaduras, pulverizacdo e deslocamentos de materiais
constituintes que resultam em enfraquecimento e até completa destruicdo da obra
(FAROOQ et al., 2015; LIU et al., 2018). A biodeterioracao tem sido muito discutida,
mas seus impactos negativos tém sido subestimados na maioria das vezes por
conta das poucas investigagbes nos mecanismos envolvidos no passado.
Acreditava-se que 0S processos quimicos eram o0s principais fatores responsaveis
pela destruicdo, mas agora, as percepgfes tém mudado e tem se admitido que
bactérias, arqueias e fungos causam séries destruicbes no patriménio cultural como
em mumias, em livros e pinturas, através das suas atividades enzimaticas,
processos metabolicos e corrosdo (STERFLINGER; PINAR, 2013).
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1.3 Biodeterioracdo causada por Bactérias

As bactérias também se encontram em ambientes de museus e salas de
armazenamento, podendo contribuir ativamente na biodeterioragdo de acervos e
patrimoénio histérico cultural. Na Tabela 1, relacionam-se 0s géneros bacterianos

encontrados como contaminantes de arquivos; as fontes de isolamento; os

metabalitos que produzem e suas atividades deterioradoras (CALLOL, 2013).

Tabela 1 — Bactérias contaminantes encontradas em arquivos e bibliotecas

Género

Fonte de Isolamento

Metabdlitos que produz

Atividade deterioradora

Acinetobacter

Papel, ambiente

Protease, amilase

Degradacéo dos componentes
do suporte

Bacillus Materiais orgénicos, Amilase, celulase, Manchas violaceas,
ambiente acidos orgéanicos acidificacéo e deterioracédo das
fibras
Cellvibrio Papel, cartédo, téxteis Protease, celulase, Descolorac¢éo, acidificacdo do

acido acético

suporte

Lactobacillus

Materiais organicos

Amilase, celulase, acido
latico

Acidificac&o do suporte

Micrococcus

Materiais organicos,
ambiente

Protease, lipase,
celulase, acidos

Descoloracgéo e acidificagdo do
suporte

organicos

Pseudomona Materiais organicos Materiais organicos, | Manchas pigmentares
Glicose Oxidase [GOX], | amarelas, descoloracéo,
lipase, protease, acidos | acidificagdo
organicos.

Staphylococcus | Papel, téxteis, ambiente | Acidos organicos Manchas amarelas e creme,

acidificacéo
Streptococcus Papel, téxteis, ambiente | Protease, acido latico e | Acidificacao e degradacao do

acético

suporte

Fonte: CALLOL, 2013.

Em trabalho recentemente

reportadas

algumas

reacoes

bioquimicas e

publicado por ZHANG et al. (2019) foram

mecanismos

envolvidos na

biodeterioragcdo de patriménio cultural mundial feitos de pedra sob condigbes
climéaticas tropicais, como o Khmer Angkor no sudoeste da Asia e o Maia e Inca na
América. Em regides tropicais € alta a disponibilidade de agua (umidade) e
nutrientes minerais suprindo muito bem o crescimento e o metabolismo dos
microrganismos fototréficos e se estabelecendo bem a colonizagdo microbiana na
superficie das pedras. A luz do Sol prové a energia para que 0S seres
fotossintetizantes assimilem o CO, enriquecendo o material celular. As bactérias,

como um dominio muito diversificado, tém seu papel na producdo de A&cidos
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fermentativos e também na ciclagem de nutrientes, especificamente assimilagdo de
carbono, producédo de cor e pigmento e deposi¢cdo nas superficies de monumentos
de arenitos causando a destruicdo negativa através de sua atividade metabdlica. O
mecanismo responsavel pela destruicdo do arenito inclui a producdo de acidos
organicos e inorganicos, pela oxidacdo de compostos organicos e amonia ou
enxofre como as maiores reagfes bioquimicas. Microrganismos fermentativos sdo
microaerofilos e convertem acucares ao acido organico intermediario como produto
final para obter energia para o crescimento. Outras bactérias, como Mycobacterium
spp. por exemplo, foram isoladas e identificadas pela producdo de acidez através da
oxidacdo de enxofre elementar do Angkor Wat em Camboja. Tanto as bactérias
quanto os fungos contribuem para a capacidade bioquimica de destruicdo de
monumentos de arenito do Cambodia devido a sua larga ocorréncia e abundancia.
Suas capacidades bioquimicas foram verificadas pela deteccdo da acidez. A
oxidacao do enxofre é um processo bioquimico importante que contribui para o ciclo
de enxofre e também para a acidez, que destréi pedras e concreto. Além disso, o
ciclo de enxofre contribui significativamente para a corrosdo de metais pelas
bactérias redutoras de sulfato.

Por estarem presentes em superficies expostas de murais, pedras e
esculturas, as bactérias causam mudanca de cor atacam quimicamente 0s materiais
através dos metabdlitos. As bactérias fototréficas derivam sua energia a partir da luz
do sol enquanto os autotréficos derivam sua energia a partir de reacdes redox,
enquanto o acido sulfidrico (H,S) é oxidado pelas bactérias oxidantes de enxofre
para formar acido sulfarico (H,SO,). O processo de nitrificagdo € conduzido pelas
bactérias oxidantes de amobnia. Neste processo a amonia é oxidada a nitrato sob
condicBes aerbbias. Bactérias quimiolitoautotréficas, algumas vezes presentes na
superficie das pedras, liberam diferentes tipos de acidos como o nitrico, sulfurico e
nitroso, que mudam o pH local e causam deterioragdo (KAKAKHEL et al., 2019).

Apesar de haver alguns estudos na area de biodeterioracdo envolvendo
bactérias presentes em esculturas e monumentos feitos de pedra e expostos ao
tempo, poucos sédo os trabalhos que relatam de maneira relevante a contribuicdo
das bactérias na biodeterioracdo de objetos de museu de origem organica e
documentos feitos de papel. Diversos trabalhos relatam que os fungos séo, de fato,

0S principais microrganismos responsaveis pelos processos de biodeterioracéo.
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1.4 Biodeterioragdo causada por Fungos

Sendo os fungos os microrganismos de maior relevancia nos processos de
biodeterioragdo ja relatados em diversos trabalhos, & importante conhecer os
aspectos relacionados a sua atividade metabdlica que prevalecem na biodegradacao
dos materiais.

Sao reconhecidos trés principais grupos de fungos: os bolores, as leveduras e
os cogumelos. Os fungos desempenham um papel consideravel na cultura humana
e evolucdo da sociedade por milhares de anos. Leveduras foram usadas para
producdo de cervejas pelos egipicios, celtas e teutdes, embora nédo tivessem
conhecimentos dos processos microbioldgicos. Os cogumelos provavelmente
serviram de alimento para os cacadores desde o inicio da humanidade e os
cogumelos téxicos como Amanita muscaria, e espécies de Psilocybe foram usadas
como alucinégenos para rituais cultuais da Sibéria até a América do Sul. Os efeitos
psicodélicos do LSD 45 derivado da Claviceps pupureum influenciou autores —
Ernest Junger, Aldous Huxley — e de alguma forma o processo de revolugao cultural
da década de 1960. A real revolucéo dos inestimaveis beneficios foi a descoberta do
primeiro antibiético por Flemming em 1930 que lancou as bases para uma
abordagem terapéutica completamente nova para salvar vidas (STERFLINGER,
2010).

Em contraste aos numerosos efeitos benéficos, os fungos também possuem o
seu ‘“lado sombrio”: micotoxinas, patogenicidade, alérgenos, deterioragdao de
alimentos e biodeterioracdo de materiais. A biodeterioracdo de casas foi mencionada
na Biblia como branca, vermelha ou, verde (“leprosa” ou “irritante”) em tijolos, argila
e madeira (Velho Testamento, terceiro livro de Moisés, capitulo 14 versiculos de 33-
57). Hoje, a contaminacgdo fungica € um problema crescente ndo apenas em casas
ou espacos de trabalho de forma que a prevencdo do crescimento dos fungos nos
museus assim como o desenvolvimento de medidas de tratamento apropriadas para
objetos contaminados € um desafio para restauradores, curadores de museus e
arquitetos (MADIGAN et al., 2004; STERFLINGER, 2010).

O tamanho relativamente grande das células fungicas distingue o grupo de

forma muito particular. Todos os fungos sao heterotroficos e produzem uma grande
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variedade de metabdlitos: proteinas celulares e materiais de reserva, acidos
organicos, enzimas, pigmentos e substéncias antibidticas. S&o estruturas
frequentemente pluricelulares (ainda que também existam unicelulares), com nucleo
diferenciado, mecanismos de reproducao (assexual em certas espécies e sexual em
outras), e metabolismo complexo e versatil, que lhes faculta utilizar uma ampla gama
de substancias como fonte de alimento (MADIGAN et al., 2004).

Os fungos sédo os mais importantes agentes de biodeterioracdo em museus,
salas de armazenamento, em livrarias, colecdes e estudios de restauracdo. Vivem
em uma grande variedade de ambientes, porém a maioria prefere os lugares
Uumidos, ainda que alguns possam resistir a condi¢cdes de secura. Sendo assim, 0s
fungos sdo capazes de viver em ambientes com baixa atividade de agua (a,), séo
perfeitamente adaptados a ambientes internos, e prosperam em nichos
microclimaticos causados pela condensacéo, falta de ventilacdo, ou retencdo de
agua por materiais higroscopicos. Os fungos estragam obras de arte esteticamente,
mecanicamente, quimicamente e por degradacdo dos compostos organicos (Figura
3) (CARVALHO, 2018; CALLOL, 2013).

Figura 3 — Crescimento do fungo Cladosporium sp. (a e b) em uma
pintura de parede moderna (Karl Weiser 1952, Weyregg,
Austria)

Fonte: STERFLINGER; PINAR, 2013.

Os principais microrganismos que deterioram colecfes baseada em papel séo
os fungos filamentosos, também chamados de bolores. Encontram-se amplamente
disseminados na natureza. Cada filamento cresce principalmente na extremidade,

pela extensdo da célula terminal (Figura 4). A reproducéo se realiza, habitualmente,
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por esporos, que se separam com facilidade do micélio paterno. S&o pequenos e
facilmente transportados pelo vento e por outros agentes. Essa facilidade de
disseminacdo € o fator principal para a colonizacdo pelos fungos nos ambientes
apropriado. Eles crescem no papel e induzem varios processos de deterioracao
fisicos e quimicos devido a excrecdo de substancias metabdlicas que interagem com
0 substrato e o desenvolvimento de estruturas fungicas que alteram a organizagao
estrutural do papel. Os metabdlitos excretados incluem corantes, enzimas, acidos
organicos (oxalico, fumarico, acético e latico) e inorganicos, agentes quelantes e
outras substancias quimicas. Tais acidos se depositam sobre o suporte,
acidificando-os e debilitando-os. Dessa forma, além das alteracbes crométicas,
produzem-se danos quimicos (MADIGAN et al., 2004; CALLOL, 2013; MELO, 2019).

Além dos problemas causados pela producdo de alguns metabdlitos
secundarios toxicos (e algumas vezes pigmentados), os biocontaminantes fungicos
sdo especialmente probleméticos devido a suas caracteristicas morfolégicas
(capacidade de penetracdo das hifas) o que o permite se alimentar de quase todos
0s substratos e seus caminhos de nutricdo eventualmente conduzem a secrecao de
enzimas (SCEZEPANOSWSKA; CAVALIERE, 2000). As hifas podem penetrar
profundamente nos materiais, resultando em perda de material devido a corrosédo
acida, degradacéo enzimatica e ataque mecanico. Conforme a degradacéo bioldgica
vai acontecendo, mais de 200 fungos podem ser detectados. A partir de uma
simples célula, eles séo capazes de proliferar e produzir o micélio que € capaz de se
desenvolver na maioria das superficies solidas. Entretanto, eles preferem substratos
organicos tais como celulose e até gelatina, as quais sdo fontes de alimento para
eles se desenvolverem. Para crescerem, os fungos produzem enzimas que irdo
atacar quimicamente as fibras do papel e clivar a celulose. Entretanto, esse ndo é o
anico problema. O metabolismo do fungo produzira residuos acidos que irdo
contribuir para a degradacao do papel. A acidificacao €, por si s6, um mecanismo de
degradacdo da celulose. Como resultado, o ataque fungico irA& aumentar a
fragilidade e os pontos coloridos na superficie do papel. O problema é a incrivel
resisténcia dos esporos que sao a origem do desenvolvimento dos fungos. Eles
podem ser inertes e ficarem adormecidos por anos e serem reativados em
condicbes mais favoraveis (temperatura e umidade relativa). Os prejuizos sdo
irreversiveis e, em pouco tempo, podem causar completa destruicdo dos
documentos (AREA; CHERADAMA, 2011).



31

Figura 4 - Diagrama de ciclo de vida de bolores.

Conidios <&~ Germinagao

Conidiéforo (esporos)

Hifas aéreas

Regiéo abaixo
da superficie

Fonte: MADIGAN et al., 2004.

Por conta da grande diversidade de exoenzimas produzidas pelos fungos —
celulases, glucanases, lacases, fenolases, queratinases, mono-oxigenases, dentre
outras. e notavel habilidade de crescer em baixas valores de a,, (atividade de agua),
a preservacdo de objetos de museus esta inevitavelmente conectada com a
prevencdo, monitoramento e tratamento dos fungos em objetos contaminados
(FRANCA; BARBOSA, 2010).

Os mais importantes géneros de fungos encontrados em museus sao:
Alternaria, Aspergillus, Absidia, Acremonium, Cladosporium, Chaetomium,
Chrysosporium, Eurotium, Fusarium, Geotrichum, Penicillium, Paecilomyces,
Epicoccum, Phoma, Cunninghamella, Emericella, Scopulariopsis, Stachybotrys,
Trichodermae o género de levedura Rhodotorula com uma alta afinidade aos
ambientes osmoticos. Alguns sdo chamados de ‘leveduras negras’ e fungos
microcoloniais, como Exophiala, Aureobasidium, Coniosporium e Wallemia que sao
frequentemente encontrados em associagdo com materiais de alta osmolaridade
(pinturas de paredes) ou contendo hidrocarbonetos, silicones ou ceras parafinicas.
Sob o ponto de vista da biodeterioracdo, os fungos em patrimonio histérico podem
ser divididos em dois grupos funcionais principais: 1. Os fungos oportunistas que
crescem em praticamente todos o0s tipos de materiais, se existir umidade suficiente e

2. Os “patogénicos reais” que sao capazes de degradar materiais especificos de
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obras de arte, como os fungos celuliticos em papel e queratoliticos em couros,
cabelos e penas (STERFLINGER; PINZARI, 2011).

Os fungos colonizadores de ambientes internos séo divididos em trés
categorias baseados na atividade de agua (ay), ou seja, na quantidade de agua livre
no substrato. Colonizadores primérios (aw < 0,80; umidade relativa < 80%) s&o
muitas espécies de Aspergillus e Penicillium, Paecilomyces spp., e Wallemia sebi.
Colonizadores secundarios (0,80 < a,< 0,90; 80 <umidade relativa < 90%) inclui
espécies de Cladosporium, Mucor e Rhizopus. Colonizadores tercidrios, que
preferem alto contetdo de agua (a, > 0,90; Umidade relativa >90%), inclui espécies
de Stachybotrys, Trichoderma, Exophiala, Phoma, Ulocladium eFusarium (MARUSIC
et al., 2019).

Os objetos também influenciam no desenvolvimento de comunidades fungicas
por sua composicdo quimica e biodegradabilidade para espécies com diferentes
exo-enzimas. Por exemplo, na conservacdo do papel, algumas espécies fungicas
produzem enzimas degradativas que hidrolisam materiais celuldsicos.
Particularmente o fungo ativo celulolitico inclui espécies de Cladosporium
comumente encontradas em ambientes internos e externos. Além da biodegradacéao,
manusear o papel contaminado por fungo pode causar sérios riscos a saude como o
Cladosporium spp., por conta de seu potencial alergénico. Algumas espécies de
Aspergillus e Penicillum produzem micotoxinas ou podem causar infecgdes
oportunistas em humanos (STERFLINGER, 2010; STERFLINGER; PINZARI, 2011;
MARUSIC et al., 2019).

O desenvolvimento de fungos em museus esta relacionado com o clima
interno, a quantidade de nutrientes disponiveis — a partir da atmosfera e dos
materiais propriamente ditos — e também pelos intervalos de limpeza dos museus. O
clima interno como indicado pela temperatura, umidade relativa e pela umidade
especifica € o mais importante fator para o crescimento fungico. Normalmente se
desenvolvem em pH de 4-6, umidades relativas superiores a 70% e temperaturas
bem elevadas, préximas aos 30°C sendo que as oscilacGes desses favorecam muito
a germinacao dos esporos fungicos. Dependendo do clima nos museus e salas de
armazenamento a diversidade fungica € restrita a poucas espécies xerofilicas e
xerotolerantes tais como Eurotium sp., Aspergillus sp., ou Wallemia sp.. Em museus,
a taxa de 55% de umidade relativa € geralmente considerada como limite para o

crescimento fangico e também o controle climatico € ajustado para abaixo desse



33

valor. De fato, os fungos que sdo capazes de sobreviver na umidade relativa de 55%
sdo raros e restritos a ambientes extremos tais como desertos quentes e frios. Além
disso, a influéncia das correntes de ar através das portas, aquecimento pela luz do
sol, mudancas diarias no gradiente de temperatura assim como o isolamento e
exposicdo da construcdo sao importantes no desenvolvimento dos fungos. Em
climas moderados e Umidos as comunidades fangicas sao dominadas por
hifomicetos incluindo espécies de Alternaria, Cladosporium, Epicoccum,
Aureobasidium e Phoma (CALLOL, 2013; STERFLINGER, 2010). Certas espécies
preferem os amidos, as gomas e as proteinas facilmente degradéveis, como a base
do papel e algumas tintas de desenho; enquanto outras sdo capazes de degradar a
celulose e outros polimeros constituintes dos objetos de valor histérico-artistico. A
Tabela 2 apresenta alguns dos géneros fangicos encontrados como contaminantes

de arquivos.

Tabela 2 — Alguns fungos contaminantes em arquivos e bibliotecas

GENERO FONTE DE METABOLITOS ATIVIDADE DETERIORADORA
ISOLAMENTO

Alternaria Materiais orgéanicos e Protease, Amilase Manchas micelianas pardas,
ambiente degradacédo do suporte

Aspergillus Materiais organicos, Enzimas, acidos Manchas micelianas,
ambiente organicos degradacéo e acidificacéo

Chaetomium | Papel, cartdo, peles, Celulase, acidos | Manchas pigmentares em tons
fotogréafias acético e latico creme e rosa, acidificagdo

Cladosporium | Materiais organicos, Protease, 4cido | Descoloragéo e acidificacdo do
fitas magnéticas, lactico suporte. Manchas micelianas
ambiente acético azul-violeta e/ou rosa

Fusarium Materiais organicos, Celulase, acidos Manchas rosas, descoloragéo,
ambiente. organicos danos as fibras

Mucor Materiais organicos e Protease, 4cidos Manchas micelianas pardas e
ambiente organicos amarelas, acidificacéo

Penicillium Materiais organicos e Enzimas e &cidos Manchas miceliares verdes,
ambiente organicos degradacéo e acidificacéo

Rhizopus Materiais organicos e Enzimas e Acidos Manchas micelianas pardas,
ambiente organicos escuras, pigmentos, acidificacdo

Sporatrichum | Papel, téxteis e Celulase, lignase, Manchas pardas escuras,
ambiente protease e &cido afetam a fibra celulésica
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Trichoderma | Papel, cartdo e Celulase, acidos Manchas micelianas

madeiras celobidtico e acético | degradam a fibra

verdes,

Fonte: CALLOL, 2013.

Figura 5 - Porcentagem dos géneros dos principais
fungos reportados literatura  como
causadores de manchas no papel

= Alternaria = Aspergillus = Chaetomium
Cladosporium = Eurotium = Penicillium
= Trichoderma = Others (<3%)

Fonte: MELO et al., 2019.

Figura 6 - Percentagem de manchas coloridas
reportadas na literatura

= Brown = Black =« Green » Yellow =Purple = Pink

Fonte: MELO et al., 2019.
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1.4.1 Identificacdo dos géneros e espécies fungicas

Devido ao fato de os fungos serem afetados por muitos fatores de meio no
qual se encontram (como a natureza e a concentracdo do substrato nutritivo, a
umidade relativa, a temperatura, a luz e o pH), as mudancgas nesses fatores podem
induzir modificagdes morfologicas e fisiologicas, que tornam dificil o reconhecimento
do fungo e alteram seu comportamento de maneira geral (GONZALEZ; SAINZ-
JIMENEZ, 2008).

Por conta dessa grande diversidade e variabilidade das espécies, métodos de
identificacdo classicos sao utilizados no dia a dia para a identificacdo a nivel de
género e métodos moleculares permitem a identificacdo microbiana a nivel de
espécie. Os métodos classicos sdo os baseados no cultivo de microrganismos. O
trabalho de MELO et al., 2019 verificou que estudos anteriores reportaram que
métodos de cultura tradicionais (classicos) com identificagdo morfologica séo
vantajosos e fornecem os resultados dos fungos cultivaveis e viaveis, permitindo o
estudo da fisiologia do fungo. Entretanto, os métodos tradicionais de cultura cobrem
menos que 1% dos microrganismos totais em amostras do meio ambiente e,
portanto, o verdadeiro culpado pelas manchas fungicas pode nédo ser identificado.
Em seu trabalho, dados revisados da literatura apontaram que mais que 50% dos
fungos, responsaveis pelas manchas reportadas, foram identificados por métodos de
cultura e somente 14% dos autores usam tanto os métodos classicos de cultura
quanto os métodos que utilizam a biologia molecular. Cerca de 25% dos estudos
reportados usam apenas 0s métodos de biologia molecular. A Figura 7 apresenta a
porcentagem de uso dos métodos de identificacdo de fungos utilizados na
identificacdo dos géneros e espécies microbianas que contaminam acervos do
patrimdnio historico-cultural.

Os métodos moleculares se baseiam na deteccdo de microrganismos na base
de seus &cidos nucléicos. Os métodos de biologia molecular sdo reprodutiveis e
uma técnica poderosa para a identificacdo e nao somente dos fungos viaveis mas
também de fungos anteriormente ativos que poderiam ser responsaveis pelos
processos de biodeterioracdo. Mesmo assim, esse método é ainda prejudicado por

conta do custo e conhecimento técnico necessario para aplicar os métodos
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baseados no DNA. A aproximacgdo ideal é, entretanto, usar ambos 0s métodos

(cultura e biologia molecular) como um complementando o outro.

Figura 7 - Métodos de identificacdo dos fungos

= Culture = Molecular Biology
Culture+Molecular Biology = Others

Fonte: MELO et al., 2019.

Com relacdo a outros métodos de identificacdo, a microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) pode ser uma ferramenta util para a observacdo das estruturas
fungicas nas amostras. Esta técnica pode ajudar a obter conhecimento sobre a
associagdo de microrganismos especificos com formas particulares de
biodeterioracdo. Apesar de ndo ser um método seguro para a identificagdo de
fungos, permite uma observacdo das estruturas fungica “in loco” comparando-as
com as espécies identificadas em biologia molecular, por exemplo, conduzindo a
uma melhor aproximacdo com o responsavel real da deterioracdo observada (MELO
et al., 2019).

1.5 Tratamentos quimicos e fisicos de descontaminagao

A pesquisa em biodeterioracdo de documentos antigos e historicos é
importante para o desenvolvimento e otimizacdo de metodologias que podem ajudar
a prevenir sua degradacdo. Muitas metodologias quimicas e ndo quimicas tém sido
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aplicadas para descontaminar e proteger diferentes formas de arte, especialmente
documentos de arquivos (NUNES et al., 2013).

Durante muitos anos, a fim de promover a desinfestacdo dos acervos, 0s

mesmos foram tratados com procedimentos que continham substancias quimicas

toxicas e altamente nocivas a saude dos profissionais envolvidos nas préticas de

conservacdo bem como dos usuérios dos acervos, pois esses tratamentos deixavam
residuos nos objetos (Tabela 3). No levantamento de CASANOVA e PINHEIRO

(2020), que revisou os procedimentos de desinfeccdo de acervos em livrarias e

arquivos de Portugal ao longo do século XX, verificaram que além da toxicidade,

essas substancias utilizadas geralmente contribuiam para a alteracdo e deterioracédo

do patriménio cultural.

Tabela 3 - Alguns produtos quimicos usados em livrarias e arquivos em Portugal ao

longo do século XX

Substéncia | Método de Funcao Riscos a saude Efeitos colaterais nos
aplicacdo documentos
Benzeno n.a. Inseticida Carcinogénico Manchas, oxidacéo
Hexacloro- po Inseticida Carcinogénico, oxidacao
ciclohexano neuropatoldgico e
(Lindano) irritante da pele
Dissulfeto de | Gés Fumegante Doenca n.a.
carbono cardiovascular
Diclorofeno Liquido Fungicida e | Irritagdo da pele e | Aumento da taxa de
germicida olhos deterioragc8o; amarelamento
Gas cloro Vapor Fumegante Ataque ao sistema Aumento da taxa oxidativa;
respiratério amarelamento
Diclorofenil- | P6 Inseticida Carcinogénico Oxidacédo
tricloroetano
(DDT)
Etanol Liquido Fungistatico | n.a. Perda do brilho e aumento da
(70-90% opacidade em papéis
V/IV) transparentes.
Oxido de | Gas Fumegante Carcinogénico Mudangca nas propriedades
etileno mecanicas; polimerizacéo;
oxidacdo; amarelamento.
Formaldeido | Vapor ou | Fumegante Carcinogénico, Corroséo da tinta ferrogalica
liquido Fungicida irritacao por
inalacdo; e dermatite
Acido Gas Fumegante Toxicidade letal sob | n.a.
cianidrico exposicdo
Brometo de | Gas Fumegante Efeitos respiratérios | Afeta os materiais contendo
metila (insetos e e neurolégicos; enxofre e compostos por
roedores) potencial proteinas
carcinogénico
Naftaleno Forma Repelente de | Pode causar anemia; | Descoloragdo; pode dissolver
solida, insetos potencial as gorduras em materiais feitos
sublimacédo carcinogénico de pele.
Timol sublimacdo | Fumegante Risco genotdxico Decréscimo das propriedades

Fungistético

mecanicas; amarelamento;
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risco de deterioragdo das tintas
ferrogalicas.

Fonte: CASANOVA, PINHEIRO, 2020.

Um aspecto importante € a questdo relacionada a saude. Muitas espécies de
microrganismos sao patogénicas e toxicas e reconhecidamente alérgenos capazes
de provocar doencgas respiratérias. Sendo assim, desde o final do século XIX até o
final do século XX diferentes estratégias relacionadas de conservacao e prevencao e
praticas de conservacdo curativa foram implementadas para o controle da
biodeterioracdo em objetos de papel e colegcdes (CASANOVA; PINHEIRO, 2020).

Mediante a proibicdo quanto ao uso dessas substancias, teve inicio uma
busca por métodos e procedimentos que fossem capazes de salvaguardar os
acervos sem serem nocivos a saude e ao meio ambiente. Esses novos
procedimentos tém se mostrado eficazes, porém, devido ao fato de ndo deixarem
um efeito residual permitem r4pida infestacdo do acervo caso entrem em contato
com outros materiais e locais infestados. Somado a isso, estes processos nao sao
eficientes na eliminac&o de fungos anaerobios que podem estar infestando as obras.
Diante de toda essa problematica, novos métodos de tratamento tém sido testados o
gue incluem a desinfeccao com radiacédo gama (FRANCA; BARBOSA, 2010).

1.5.1 Fumigacéao

Dentre os diferentes métodos quimicos estdo os agentes fumegantes. A
técnica consistia em utilizar substancias quimicas téxicas presentes em fungicidas e
bactericidas, como, por exemplo, o éxido de etileno, brometo de metila e fosfina
(fosfeto de aluminio) altamente nocivos a saude. Por esse motivo, os fumegantes
estdo em desuso (FRANCA; BARBOSA, 2010; NUNES et al., 2013).
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1.5.2 Atmosfera Andxia

E um método de tratamento ndo quimico. Tem sido amplamente utilizado por
conservadores-restauradores do Brasil devido a sua relativa facilidade de execucao
e sua eficacia. E muito utilizada na conservacdo de plasticos, principalmente para
objetos em latex, borrachas e PVC uma vez que evitam a oxidacédo das borrachas e
tornam mais lento o processo de perda do plastificante nos objetos em PVC.

Consiste, basicamente, na substituicdo do oxigénio por um gas inerte ou,
mais recentemente, na remoc¢do do mesmo atraves da utilizacdo de absorvedores. O
principio basico consiste na criacdo de uma atmosfera anoxia criada dentro de uma
embalagem especial de alta barreira a gases dentro da qual sera colocado o objeto
infestado por fungos ou outras pragas biolégicas. O ar atmosférico desta
embalagem, que contém cerca de 20,9% de oxigénio, serd substituido por um gas
inerte puro que podera ser o diéxido de carbono (CO,), argénio (Ar) ou nitrogénio
(N2), retirando o oxigénio da mesma.

O monitoramento de umidade relativa, temperatura e concentragédo de O
devem ser feitos a cada dia durante 25 a 30 dias por poderem haver falhas ou
rasgos na embalagem. Um dos problemas do método deve-se a possivel formacéo
de acido carbénico dentro da embalagem, por conta da reacdo entre CO; e H,0, o
gue causaria uma aceleracdo do processo de degradacdo, além de produzir outros
efeitos como a corroséo de metais, pigmentos entre outros (FRANCA; BARBOSA,
2010).

Outro método que envolve a técnica da anOxia € o que utiliza absorvedores
de oxigénio. Através dela, a remocdo do oxigénio é obtida a partir da utilizacdo de
saches absorvedores, em embalagens lacradas de alta barreira. Estes saches sao
permeaveis e em seu interior existe um composto quimico em po6, a base de 6xido
de ferro e Zeolite. Os indicadores de oxigénio das embalagens monitoram o oxigénio
residual dentro das bolsas, uma vez que a eficacia do tratamento exige a condicéo
anoxia abaixo de 0,3% do oxigénio. Quando as condi¢cdes internas das bolsas
apresentam niveis de oxigénio abaixo de 0,3% os absorvedores apresentam
coloragéo rosa. Se os niveis estiveram acima de 0,5% os absorvedores tornam-se

azuis.



40

As vantagens desse método sao: |. as embalagens, por serem fechadas, nédo
dependem mais da alimentacé@o de gas; Il. Os volumes séo tratados em pequenas
embalagens, podendo ser alocados nas proprias prateleiras; lll. Obtém-se a reducéo
do oxigénio abaixo de 0,3%; IV. o volume de acervo em tratamento € ilimitado; V.
permite, em possibilidade, o controle pontual como agéo preventiva.

As desvantagens desse método sdo: |. os volumes tratados ndo podem
apresentar grandes dimensdes; Il. E ineficiente para desinfestacio de fungos
anaerobios (FRANCA; BARBOSA, 2010).

1.5.3 Congelamento

E uma técnica que permite erradicar pragas dos objetos e colegdes de
maneira atoxica, rapida e econdmica. E muito utilizado em acervos documentais.

Os objetos sdo acondicionados em embalagens hermeticamente seladas e
com o ar interno retirado e colocados no freezer por 15 dias sob temperatura
constante (-20°C, -25°C ou -30°C). A erradicacdo das pragas ocorre quando a agua
contida em suas células e tecidos congela e expande provocando um rompimento
dos tecidos.

A desvantagem desse método € que pode causar danos graves aos objetos
devido aos diferentes coeficientes de contracdo e dilatagdo dos objetos (metais,
couros e plasticos). Além disso, o0 método torna-se inviavel, por conta dos problemas
gue envolvem a logistica em grandes acervos. Por fim, esse método ainda pode nao
ter a eficacia garantida por poder levar insetos e fungos a um estado de dorméncia,
necessitando novas aplicacdes (FRANCA; BARBOSA, 2010).

1.5.4 Radiacdo gama

Os processos de radiacdo ndo eram amplamente aceitos por restauradores e
conservadores por causa da degradacgédo da celulose causada pela radiagdo. Mas

existe um crescente interesse em utilizar os principios da minima intervencao
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necessarios para a preservagdo do patriménio cultural. Nesse sentido, estabelecer
uma dose segura de radiacdo que possa causar uma reducdo da carga microbiana
sem prejudicar a estrutura do papel, tem sido o objeto de estudo de muitos
pesquisadores (MOISE et al., 2012) A radiacdo gama tem provado ser uma
alternativa limpa e segura para o tratamento de objetos biodeteriorados. Sua alta
capacidade penetrante e a possibilidade de ser aplicada uma grande faixa de
materiais (diferentemente dos tratamentos térmicos) tornam essa opcdo uma
alternativa atraente na preservacgao, conservacao e descontaminacao de objetos de
arte (NUNES et al., 2012).

Mediante diversas possibilidades de técnicas de radiacdo que tém sido
empregadas ndo apenas na analise da estrutura de objetos como também no seu
tratamento com fins de desinfeccdo e/ou esterilizacdo, a radiagdo gama tem se
mostrado ser uma técnica segura e efetiva para o tratamento de acervos uma vez
que ja € largamente utilizada com elevada eficiéncia na reducdo da carga
microbiana ou eliminacdo de infestacdo de pragas em produtos médicos alimentos,
produtos farmacéuticos e produtos agricolas, sem deixar nenhum residuo toxico
(RELA et al., 2007). Em patriménio cultural tem sido aplicada e testada desde 1960.
Baixas doses tém mostrado ser efetivas na descontaminacdo de arquivos
documentais, com poucas evidéncias de alteracbes dos materiais (NUNES et al.,
2013).

Formada por ondas eletromagnéticas de alta energia que possui, a radiacao
gama é capaz de penetrar na matéria de forma mais profunda que a radiacéo alfa e
beta. Pode ser obtida através da emissdo de um isétopo radioativo, como por
exemplo, o Cobalto 60, o Iridio 192 e o Césio 137 (FRANCA; BARBOZA, 2010).
Sendo assim, como tratamento de esterilizacdo, ela causa dano direto ao DNA das
células a partir da ionizacao, induzindo a mutacdes e morte celular. Também tem um
efeito indireto como um resultado da radidlise da agua celular e formacdo de
espécies oxigenadas ativas, radicais livres e peroxidos causando ruptura de DNA de
fita simples e dupla (MCNAMARA et al., 2003).

Para a desinfeccdo de fungos e bactérias as doses de radiagcdo que comecam
a causar letalidade sdo a partir de 10 kGy. Um Gray corresponde a energia de um
joule absorvida em um quilograma do produto irradiado. Estudos mostram que a
dose de 10 kGy é normalmente utilizada como dose de seguranca para desinfec¢céo

de fungos e bactérias presentes em ingredientes de alimentos (especiarias e ervas
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desidratadas). Essa dose também foi utilizada em estudos realizados na
recuperacdo de pinturas contaminadas por microrganismos e se mostrou eficaz
(RELA et al., 2007).

Importantes vantagens podem ser mencionadas a favor do tratamento que
utiliza a radiacdo: ndo ha risco para o operador; o tratamento € conduzido em sala
de irradiagcéo (area protegida e confinada); ndo ha risco associado ao restaurador,
curador, visitante ou ao meio ambiente; nenhum residuo toxico ou radioativo
permanece no objeto tratado; a excelente eficiéncia ocorre em todo o objeto por
conta da excelente penetracdo da radiacdo gama; a eficiéncia esta correlacionada
com a dose absorvida, que € um parametro facil de medir e controlar; excelente
confiabilidade com base no fato de que o campo de radiacdo é sempre 0 mesmo;
grandes quantidades de objetos podem ser tratados simultaneamente; o tratamento
em instalagBes industriais é realizado em pouco tempo além do custo atrativo
(ADAMO et al., 1998, 2001; PONTA, 2008).

Ao mesmo tempo, a interacdo dos raios gama com qualquer substancia pode
mudar suas propriedades fisicas e quimicas e os efeitos sdo cumulativos. A
mudanca é proporcional com a dose de radiagéo e, portanto, repetidos tratamentos
devem ser conduzidos com cuidado. Dependendo do item especifico a serem
tratado, dado o grau de importancia para o patrimdnio cultural, devem ser usadas
doses seguras e bem estabelecidas e testes suplementares devem ser realizados.
Diante disso, a técnica da radiacdo gama deve ser deve ser aplicada especialmente
gquando as seguintes circunstancias estiverem presentes: houver necessidade de
uma intervencdo emergencial; a intervencao ser em objetos de estrutura complexa
ou em grandes objetos (montagens); os métodos classicos ndo podem ser aplicados
ou ainda a relacao custo/beneficio for menor que de outros métodos (PONTA, 2008).

Varios sao os estudos e trabalhos que utilizam a radiacdo gama como método
de tratamento para descontaminacdo de acervos, colecbes e obras de arte de
museus, bibliotecas e arquivos. MOISE et al. (2012) conduziram um estudo para
estabelecer a dose de radiacdo necessaria para o tratamento efetivo de documentos
de papel levando em conta a carga microbiana e os efeitos da radiagdo na estrutura
do papel. Os resultados mostraram que um tratamento efetivo pode ser conduzido
em doses menores que 10 kGy.

A inativacdo de fungos por radiacdo de materiais em papel deteriorados

também foi estudada por da SILVA et al.(2006). Aspergillus versicolor e Eurotium
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chevalieri previamente isolados de livros contaminados naturalmente de uma
biblioteca publica brasileira e do ambiente, respectivamente, foram cultivados e
tratados com radiacdo de ®°Co em doses que variaram de 14,5 a 25 kGy. A dose
minima requerida que causou letalidade aos fungos foi a de 16kGy.

Pinturas do século 17 foram tratadas utilizando a técnica da radiacao
ionizante. De acordo com RIZZO et al. (2002), os produtos foram irradiados com
doses de raios gama de ®°Co na faixa de 6-25 kGy. Os resultados concluiram que a
aplicacao da dose de 6 kGy nédo prejudicou a pintura restaurada imediatamente, do
ponto de vista dos proprios pigmentos e polimeros. Nenhuma modificagdo
significativa de cor foi detectada nesses processos. Além disso, a maior dose de
radiacdo aplicada (25kGy) ndo causou modificacdes permanentes na estrutura fisica
e quimica dos polimeros investigados.

NUNES et al. (2012) testaram a utilizacdo da radiacdo gama a partir do ®Co,
em pergaminho com objetivo de estabelecer uma dose segura e maxima (Dmax) de
irradiacdo nesse material contaminado por fungos. Pergaminhos, que sdo boas
matrizes para 0s agentes biodeterioradores, devido a sua natureza, possuem
propriedades fisicas que séo diretamente dependentes do tipo e de pele e idade do
animal, bem como de seu processo de manufatura e histéria. O estudo verificou que
as doses testadas de 10, 19, 22, 28 e 30 kGy n&do causaram mudancas substanciais
na dureza, elasticidade ou cor das amostras de pergaminho. Dessa forma, o0s
autores consideraram a dose de 30kGy inofensiva e entdo propuseram esta como a
dose maxima a ser aplicada para o tratamento de descontaminacdo dos
pergaminhos testados.

A radiacdo gama foi testada também como tratamento de descontaminacao
de um acervo da USP, em 2005, contaminado por fungos, bactérias e insetos.
Nesse acervo continham manuscritos, xilogravuras e impressoées em papel pardo. As
doses de radiacdo usadas foram a de 10 kGy para a desinfeccdo de fungos e
bactérias das xilogravuras e de dose inferior a 5 kGy para 0S manuscritos e
impressos contaminados. As doses aplicadas foram eficientes na eliminacdo dos
agentes de biodeteriorantes e nao provocaram alteragcbes nas propriedades
funcionais dos materiais processados (RELA et al., 2007).

A questdo da dose ideal e segura a ser utilizada na descontaminacao
utilizando a radiacdo ionizante € uma questdo intrigante e objeto de estudo de

inimeros pesquisadores e profissionais da conservagao e restauracdo. O estudo
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conduzido por MAGAUDDA (2004) revisou essa questdao das doses utilizadas em
diversos trabalhos. Mediante muitas evidéncias expostas, concluiu que o tratamento
com a radiacdo gama, quando conduzido nas doses corretas e necessarias para a
recuperacdo do material, ndo causa nenhuma contra indicacdo para o material
propriamente dito. Uma analise responséavel do custo-beneficio quanto ao uso da
radiacdo, indica que esse tratamento é uma opcdo valiosa comparado as
substancias quimicas tdo largamente usadas e que ja provaram ser toxicas e

prejudiciais para 0 homem e o meio ambiente.

1.6 Fungos tolerantes aradiacao

A vida na Terra surgiu em uma época em que havia altos valores de radiacao
de forma que as formas de vida primitivas eram consideravelmente resistentes a
radiacdo. Embora os niveis atuais sejam muito inferiores aos da Terra primitiva, a
vida terrestre ainda existe com um nivel de radiacdo natural. No entanto, existem
evidéncias consideraveis de que os fungos respondem a radiagcdo de uma maneira
que pode diferir da de outros organismos vivos. Fungos em geral, especialmente os
gue contém melanina, sdo altamente radio resistentes quando submetidos a altas
doses de radiacdo ionizante sob condi¢cdes experimentais. Estudos realizados por
ZHDANOVA et al. (1991), sobre o crescimento fungico observado em areas
proximas do acidente nuclear de Chernobyl (1986) revelaram que tanto a radiacéo
beta quanto a radiacdo gama promoveram o crescimento direcional de fungos de
areas contaminadas e limpas em direcdo as fontes de radiacdo ionizante. Essa
atracdo dos fungos para a radiacdo foi nomeada de radiotropismo (ZHDANOVA et
al., 2004). Também foi observado em estudos posteriores que a radiacdo promove
germinacao de esporos em espécies de regides contaminadas que foi definida como
radioestimulacdo (TUGAY et al., 2006; DADACHOVA; CASADEVALL, 2008).

Dada a resiliéncia e adaptabilidade dos fungos a ambientes de radiacao
ionizante e que muitos fungos produzem melanina, acredita-se que a radiacao
ionizante possa mudar as propriedades da melanina, de modo que o pigmento
possa funcionar na transdugéo de energia e que isso possa melhorar o crescimento

de fungos melanizados. Além disso, a melanina tem significativas propriedades
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radioprotetivas por diversos motivos. A melanina extingue os radicais livres de curta
duracdo citotoxicos e, portanto, previne prejuizos ao DNA. Entretanto também
acredita-se que propriedades radioprotetivas da melanina em microrganismos
resultaram de uma combinacdo de blindagem fisica e extincdo dos radicais livres
citotéxicos. Outros estudos concluiram que a melanina protegeu os fungos contra a
radiacdo ionizante e suas propriedade radioprotetivas eram funcdo da sua
composicdo quimica, da capacidade de exticdo dos radicais livres e do seu arranjo
espacial esférico (DADACHOVA; CASADEVALL, 2008; DADACHOVA et al., 2008).

Diversos estudos verificaram a resisténcia de fungos quando submetidos a
radiacdo ionizante como forma de tratamento na desinfeccdo de materiais em
processo de biodeterioracao. De acordo com BONIEK et al. (2017), a espécie C.
cladosporioides foi a Unica resistente a exposi¢cao da radiacdo gama e concluiu que
esta caracteristica pode estar relacionada ao fato de que algumas cepas tém a
capacidade metabdlica de produzir uma tinta preta (o biopolimero melanina) que se
acumula dentro do micélio e protege contra os raios ultravioleta (UV) e radiacdo
ionizante fato verificado em outros trabalhos publicados onde foi relatado que
espécies fangicas radiotréficas usam a melanina para converter a radiacao beta e
gama a energia quimica para crescimento.

No estudo desenvolvido por SALEH et al. (1988), dez espécies de fungos
representando o0s géneros Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Curvularia,
Fusarium e Penicillium foram examinadas por sua resisténcia a radiagdo gama a
partir de uma fonte de '*'Cs. Neste estudo, foi constatado que os fungos que
possuem hifas com melanina tais como, Alternaria alternata, Cladosporium
cladosporioides, Curvularia lunata e Curvularia geniculata sobrevivem a altas doses
de radiacdo gama. Os macroconidios de Curvularia e Alternaria sp., que sao de
parede multicelular e grossa e contém pigmento melanina, apresentaram resisténcia
e, essas duas caracteristicas podem, provavelmente, contribuir para o aumento da
resisténcia dessas espécies. O mesmo foi verificado em outro trabalho onde, dentre
todos os fungos isolados de documentos suportados em amostras de pergaminho,
0s géneros mais frequentes (e mais resistentes a radiacdo gama) foram Penicillium e
Aspergillus (NUNES et al., 2013).

Melaninas sdo polimeros complexos com uma variedade de propriedades que
podem ser produzidas enzimaticamente a partir de precursores relativamente

simples. Um aspecto notavel da melanina é sua abilidade de absorver todos os tipos
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de radiacdo eletromagnética que as dotam de capacidade para transducdo de
energia e blindagem (DADACHOVA; CASADEVALL, 2008).

A melanina € um pigmento de alto peso molecular, de natureza onipresente,
com uma Vvariedade de fungbes biolégicas. Muitos fungos sintetizam
constitutivamente a melanina, o que provavelmente confere uma vantagem de
sobrevivéncia ao meio ambiente, protegendo contra a radiagdo UV e solar. Os
microrganismos melanizados habitam alguns ambientes notavelmente extremos,
incluindo alta altitude, regides artica e antartica e, como ja relatado, De maneira mais
dramética, as espécies de fungos melanizados colonizam as paredes do reator
altamente radioativo danificado em Chernobyl e nos solos vizinhos. Esses achados e
as observacOes laboratoriais da resisténcia de fungos melanizados a radiacéo
ionizante, sugerem um papel para esse pigmento na radioprotecdo. Dado que as
melaninas podem absorver luz visivel e UV de todos os comprimentos de onda,
acredita-se que a exposicao a radiacdo ionizante altera as propriedades eletrénicas
da melanina, afetando o crescimento de microrganismos melanizados
(DADACHOVA et al., 2007).

E geralmente aceito, no entanto, que existem dois tipos principais de
melanina: eumelanina e feomelanina, como apresentado na Figura 8. A eumelanina
€ um pigmento marrom-escuro a preto composto por unidades de monémero de 5,6-
di-hidroxiindol (DHI) e acido 5,6-di-hidroxiindol-2-carboxilico (DHICA) com 6 a 9% de
nitrogénio e 0 a 1% de enxofre (Figura 8A). Por outro lado, a feomelanina € um
pigmento marrom-avermelhado composto por unidades de monOGmero de
benzotiazina com 8 a 11% de nitrogénio e 9 a 12% de enxofre (Figura 8B).

A melanina parece ter significantes propriedades radioprotetivas. Isto porque
ela extingue os radicais livres de vida curta citotéxicos e, portanto, previne 0s
prejuizos ao DNA. Entretanto, acredita-se também que as propriedades
radioprotetivas da melanina em microrganismos resultem da combinagcdo de
blindagem fisica e extincdo dos radicais livres citotoxicos. A melanina protege os
fungos contra a radiagédo ionizante e suas propriedades radioprotetivas sdo uma
funcdo da sua composi¢ao quimica, da extingdo dos radicais livres e do seu arranjo
espacial esférico (DADACHOVA; CASADEVAL, 2008).
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Figura 8 - Estrutura da eumelanina (A) e estrutura da feomelanina (B)

Fonte: DADACHOVA et al., 2007.

No trabalho desenvolvido por MARUSIC et al. (2019), apresentou que 0
género Cladosporium foi o mais resistente e que a eficiencia da sua
descontaminacédo € fortemente dependente tanto da dose de irradiacdo quanto da
taxa de dose. Foi utilizado Co-60 como fonte de irradiacéo e a taxa de dose aplicada
foi de 0,4 kGy/h (baixa taxa) e de 31 kGy/h (alta taxa). A explicacdo dada a
resisténcia foi relacionada ao conteddo de melanina que este género fangico
apresentou, como ja foi discutido anteriormente. No entanto, apresentou alguns
dados da literatura baseados em um levantamento de outros estudos ja realizados
que mostraram que a resisténcia a radiagcdo de muitas leveduras esta fortemente
relacionada com o contetdo de manganés (Mn) antioxidante intracelular que produz
enzimas antioxidantes tais como superoxido dismutase (SOD). O Mn é importante
entre os metais de transicdo redox ativos nas células e seu ciclo redox favorece a
eliminagdo do oxigénio (O2) sem a liberacdo do radical hidroxil (.OH) muito reativo,
enquanto que o ciclo redox de outros metais tais como Fe e Cr produz radicais
(.OH). O acumulo de altas concentra¢cfes de Mn antioxidante podia ser também uma
explicagéo plausivel para a resisténcia a radiacdo dos fungos brancos. Além disso,
outros estudos mostraram que na exposicdo dos fungos a altas taxas de doses, a
dose total é liberada para as células por um tempo muito curto para reparar
prejuizos substanciais. Culturas misturadas de leveduras expostas a baixa taxa de
dose sobre periodos mais longos de tempo compartilham enzimas antioxidantes de

forma que uma alta concentracdo de células pode suprimir 0 estresse oxidativo.
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Dessa forma, conclui-se que o efeito antifingico da radiagdo gama depende
fortemente da dose e da taxa de dose. Isso porque os fungos resistentes (e.qg.
Cladosporia e/ou levedura) presentes em altas concentracdes (e.g. 10* CFU/g) e
expostos a altas doses, porém a baixa taxa de dose, podem causar a supressao do
estresse oxidativo pelo compartilhamento intercelular de enzimas que eliminam

espécies oxigenadas reativas permitindo crescimento e reparos simultaneos.

1.7 Material lignocelulésico como substrato dos agentes biodeteriorantes

Os materiais de arquivo apresentam diferentes susceptibilidades aos
microrganismos em funcéo das suas estruturas e componentes especificos. O papel,
0s pergaminhos, as telas, a madeira, os téxteis e, em geral, todos 0s suportes
organicos o que inclui os lignocelulésicos, sdo materiais susceptiveis a serem
biodegradados pelos microrganismos devido as suas macromoléculas constituintes
(TIANO, 2002).

Os suportes lignoceluldsicos sdo materiais fibrosos, encontrados na biomassa
vegetal, que formam matrizes complexas constituidas de celulose, hemiceluloses,
pectinas e outras gomas (Tabela 4). Adicionalmente essa matriz € impregnada com
lignina, a qual pode ser considerada como uma cobertura de resina plastica (Figura
9).
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Figura 9 - Estrutura dos materiais lignocelulésicos

: :
(O\l FARAELates Microfibrilas

‘ Célula Vegetal
)

Fonte: TOMME et al., 1995.

Tabela 4 - Composicao tipica dos lignocelulésicos

Componente Faixa de Variacao (%)
Celulose 40-50
Hemicelulose 25-30
Lignina 15-25

Fonte: CASTRO, 2009

1.7.1 Celulose

E um polimero linear de glicose de alta massa molecular formado por ligacdes
B-1,4 glicosidicas, insolavel em &agua, sendo o principal componente da parede

celular da biomassa vegetal (Figura 10).
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Figura 10 - Composicdo quimica da parede
celular de material de origem
vegetal

Fonte: SANTOS et al., 2012.

O polimero de celulose pode ser muito longo. O nimero de unidades de
glicose na molécula de celulose varia entre 15 a 15.000, apresentando um valor
médio na ordem de 3000 unidades (Figura 11). Essa diferenca estrutural prova ser
bastante significativa. As cadeias de celulose séo lineares e um pouco rigidas. Isso
torna as cadeias de celulose passiveis de formar inimeras ligacdes de hidrogénio,
gue levam as cadeias de celulose a se agruparem em feixes de fibrilas cristalinas,
semelhantes a cabos, com alta resisténcia a tracdo e resistentes a hidrélise
(RITTER, 2008).
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Figura 11 - Fragmento da estrutura da celulose

SCH, OH
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Fonte: A autora, 2019.

Uma molécula de celulose pode ter areas com configuracdo ordenada, rigida
e inflexivel em sua estrutura (celulose cristalina) e outras de estruturas flexiveis
(celulose amorfa). O grau de polimerizagédo das cadeias de celulose e o grau de
cristalinidade das microfibrilas dependem da natureza e origem das fibras vegetais.
Essas diferencas sdo responsaveis por algumas variacdes de comportamento fisico,
gue podem ser observadas em uma molécula de celulose (AREA; CHERADAME,
2011; CASTRO, 2009).

A celulose, quando separada dos outros constituintes do material
lignocelulésico (hemicelulose e lignina), apresenta grande reatividade e sendo
susceptivel a reacdes de varios tipos (adicdo e substituicdo), incluindo as de
degradacdo. Por degradacdo, entende-se a cisdo da ligacdo B- 1,4 glicosidica da
molécula da celulose, ou seja, a cisdo da ligacdo entre dois monémeros de glicose.
A degradacdo produz moléculas com grau de polimerizagdo menor, afetando,
portanto, as propriedades que dependem do comprimento da cadeia molecular da
celulose, tais como viscosidade e resisténcia mecanica.

A biodegradacéo da celulose na natureza é realizada pelos microrganismos
celulésicos que sdo os capazes de produzir as enzimas denominadas “celulases”.
Trata-se de um complexo enzimatico. A atividade e a composicdo da celulase
sintetizada dependem fundamentalmente do microrganismo em questdo, dos
componentes presentes no complexo enzimatico, do tipo de celulose a degradar,
assim como das caracteristicas fisico-quimicas e estruturais do suporte. As maiores
atividades celulosicas tém sido atribuidas aos fungos Trichoderma, Chaetomium,
Paecilomyces e Myrrothecium. Este processo ocorre em varias etapas e podem
ocorrer a oxidacdo e a hidrolise parcial ou total do polimero celulésico. Durante a

hidrélise se produz a ruptura do enlace principal (B-glucosidico) da molécula, dando



52

lugar & diminuicdo da cadeia polimérica e a formacgéo de grupos redutores (CALLOL,
2013).

1.7.2. Hemicelulose

As hemiceluloses sdo um grupo misturado de heteropolimeros tanto lineares
quanto ramificados compreendendo principalmente cinco agucares monoméricos
denominados D-glucose, D-manose, D-galactose, D-xilose e L-arabinose. Eles séo
ligados na sua maioria por ligacdes B-1,4 glicosidicas, mas ligagdes glicosidicas -
1,3-, B1,6-, a-1,2-, a-1,3- e a-1,6-, pode também ser encontradas (Figura 12). O grau
de polimerizacdo das hemiceluloses é de 100 a 200, que é muito menor que da
celulose. Hemiceluloses e lignina séo covalentemente ligadas juntas, e esta ligacao
proporciona uma forca adicional. Devido a auséncia de cristalinidade, sua baixa
massa molecular e configuracdo irregular, as hemiceluloses absorvem &gua
facilmente (AREA; CHERADAME, 2009).

Figura 12 - Estrutura da hemicelulose
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Fonte: A autora, 2019.

capazes de biodegradar a hemicelulose, por meio da producdo da enzima
genericamente denominada “hemicelulase ou xilanase”. A “hemicelulase” € também
um complexo enzimatico e, na degradacdo da hemicelulose ocorrem reacdes

oxidativas e hidroliticas no nivel de cadeia polimérica, podendo levar até xilose
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(unidade monomérica). Pela hemicelulose ser amorfa e por ter tamanho e peso
moleculares menores do que a celulose, a biodegradacdo desse polimero ocorre
com maior velocidade. Porém, como quase sempre se encontra associada a lignina
e a celulose, os complexos macromoleculares que a recobrem a torna menos
acessivel. A presenca de taninos e algumas resinas também inibem o crescimento
de muitos microrganismos (CALLOL, 2013). A Tabela 5 apresenta as principais

diferencas entre a celulose e a hemicelulose.

Tabela 5 - Principais diferencas entre celulose e hemicelulose

CELULOSE HEMICELULOSE
Consiste em unidades de glicose ligadas | Consiste em diferentes unidades de
entre si acucares ligados entre si
Tem grau de polimerizagéo elevado Tem grau de polimerizag&o baixo
Forma arranjo fibroso N&o forma arranjo fibroso

Leva a formacdo de regides amorfas e | Leva a formagdo somente de regides

cristalinas amorfas

E lentamente atacada por acido mineral | E rapidamente atacada por acido mineral
diluido diluido a quente

E insolGvel em alcali E soltvel em alcali

Fonte: CASTRO, 2009.

1.7.3 Lignina

A lignina é um polimero amorfo, aromatico, insolivel em agua, heterogéneo,
tridimensional e reticulado. Ndo € composta exatamente por unidades repetidas e
pode ser mais precisamente descrita como macromolécula do que como polimero.
Possui uma estrutura tridimensional complexa que consiste em unidades de
fenilpropano, ou seja, € um polifenol construido de unidades de fenil-propanas (C6-
C3). E considerada como um dos materiais mais resistentes da natureza. E a fonte
natural e renovavel mais abundante de compostos aromaticos. Trata-se de um
componente importante dos materiais lignocelulosicos, que contribui com até 40%

do conteudo energético. Na biomassa vegetal esta associada juntamente com a
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celulose e a hemicelulose, o que impede a degradacdo desses materiais, isto é, a
lignina confere firmeza e rigidez ao conjunto de fibras da celulose. A lignina é um
constituinte importante da parede celular (Figura 13), pois fornece o suporte
estrutural e evita ataques microbianos e decomposicdo da parede celular (KHAN;
AHRING, 2019; AREA; CHERADAME, 2011; CASTRO, 2009).

Figura 13 - Esquema representando fibrilas, microfibrilas e
celulose na parede celular de vegetais
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Fonte: SILBERMAN, 2020.

O conteudo de lignina difere em diferentes espécies de materiais
lignocelulésicos e as madeiras duras contém maior quantidade de lignina quando
comparadas as madeiras macias. Devido a sua estrutura quimica, € um polimero
bastante resistente a degradacdo microbiana. Tém sido reportados alguns fungos
gue decompbem a madeira, tais como basidiomiceto, alguns actinomicetes
termofilos e umas poucas bactérias com capacidade lignolitica, ainda que estas
ultimas tenham mostrado uma atividade muito limitada (CALLOL, 2013).

Devido ao fato da lignina ser um polimero organico polifendlico, recalcitrante,
com uma estrutura complicada reticulada, ela ndo é degradavel por hidrélise
enzimatica direta, como a celulose e a hemicelulose (Figura 14). Isso torna 0s
compostos formados por materiais lignocelulésicos menos susceptiveis a

biodegradacao quanto maior for o teor de lignina presente. Apesar de sua natureza
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recalcitrante, alguns microrganismos tém o potencial de degradar a lignina através
da acao de reacbes enzimaticas oxidativas, formando radicais e mediadores redox,
gue podem atuar na molécula de lignina (KAHN; AHRING, 2019).

Figura 14 - Estrutura quimica da lignina
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Fonte: KLOCK, 2020.

A biodegradacédo da lignina na natureza € um processo muito complexo, que
ainda ndo esta totalmente esclarecido. E catalisado pela enzima, genericamente
denominada ‘lignase”, que € multienzimatica e varias reagbes podem ocorrer:
rompimento das cadeias alifaticas e do anel aromatico, demetilagdo, ruptura das
ligacdes carbono-carbono, ruptura das ligacdes duplas, oxidacdo e polimerizacao
(CALLOL, 2013).

Alguns dos microrganismos mais estudados, conhecidos por suas
capacidades de degradacao da lignina, sdo os fungos de podriddo pardos e brancos.
Esses microrganismos produzem enzimas lignoliticas, como a lignina peroxidase. Os
fungos da podridao branca produzem uma variedade de outras enzimas, que podem
promover a degradacao da lignina, como lacases e manganés peroxidase. (KAHN;
AHRING, 2019). Durante a degradacédo da lignina, fragmentos de lignina seréo

produzidos com diferentes estruturas aromaticas.
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Os fungos de podriddo branca podem degradar a lignina juntamente com a
celulose, enquanto os fungos de podriddo marrom atacam principalmente a celulose.
Os fungos da podriddo parda degradam apenas parcialmente a lignina e, durante
essa degradacéo, o teor de hidroxila fendlica da mistura de reacdo aumenta devido
a oxidacgdo parcial e producdo de novos grupos carbonila e carboxila degradando a
lignina pelo processo de humificacdo, em que os residuos de lignina séo convertidos
em acidos falvico e himico. Além disso, a degradacdo da lignina pelos fungos da
podriddo parda também ocorre por hidroxilacdo, desmetilacdo e oxidacdo das
cadeias laterais. Durante a degradagcdo o0s anéis aromaticos permanecem
conservados e 0s carboidratos sdo removidos, deixando para tras um residuo de
lignina marrom escuro (HATAKKA; HAMMEL, 2011; GOODELL , 2003).

Ainda que a quantidade de lignina presentes nos suportes celulésicos,
especialmente nos utilizados para a elaboragédo de livros e documentos seja muito
pequena, pode provocar reacdes indesejaveis. Sob a influéncia da radiacdo UV e
também da luz visivel, o papel amarela, a complexa estrutura de lignina muda e,
consequentemente, varios produtos de degradacdo de alto peso molecular com
propriedades cromoforas separam. Esses produtos de degradagdo permanecem no
papel e influenciam significativamente na usabilidade e longevidade do papel. A
presenca de grupos hidroxila fendlicos livres e grupos C-a-carbonila é necessaria
para as reacfes de oxidacao dos radicais induzidos por luz na lignina. Outros fatores
importantes de degradacédo da lignina sédo as reacdes hidroliticas no meio acido ou
alcalino. Além disso, estudos jA& mostraram que as propriedades 6pticas de papéis
alcalinos com lignina sdo menos estaveis do que de papéis livres de lignina (AREA;
CHERADAME, 2011).

Apesar dos materiais ligno-celulésicos possuirem em sua composicao
celulose, hemicelulose e lignina, os fungos fundamentalmente se interessam apenas
pela glicose proveniente da celulose, utilizando-a como substrato de metabolismo e

crescimento.
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1.8 O papel como suporte

Um dos mais antigos meios de conduzir a informacdo é o papel. Apesar de
certa controvérsia quanto ao inicio da sua producdo, a origem do papel est4d na
China no comeco do segundo século. Em 105 d.C. T'sai Lun, observando vespas
triturando fibras vegetais de bambu e amoreira, verificou a formacado de uma pasta
celulésica que era usada na construcdo dos ninhos. Usando o0 mesmo principio dos
insetos, ele produziu a partir de cascas de amoreira, bambu e redes de pescar, uma
pasta Umida que estendeu e colocou para secar, dando origem a primeira folha de
papel, cujo principio basico de producdo permanece quase inalterado mesmo apos
dois mil anos de sua invencdo. Somente no século XI a técnica de producédo do
papel foi levada para a Europa e consequentemente ao Ocidente através do
movimento das colonizagdes. Na Europa pré-industrial os papéis geralmente
continham fibra de pano e cola de gelatina. Os papéis feitos a mao de outras regides
podiam incluir fibras provenientes do canhamo, amoreira, casca interior, bambu,
palha de arroz assim como varios amidos como colantes ou ndo colantes (FRITOLI,
et al., 2016; AREA; CHERADAME, 2011).

No Brasil, a primeira presenca do papel € a carta de Pero Vaz de Caminha,
escrita em papel de linho holandés, na ocasido do descobrimento do pais (ROTH,
1982). Quanto a manufatura do papel em solo nacional, de acordo com MOTTA e
SALGADO (1971), foi realizada pelo botanico e frei José Mariano da Concei¢édo
Velozo, datando de 1808, com a chegada da familia real e toda a corte portuguesa.

Sendo assim, desde a sua origem, o papel consiste em sua maior parte de
fibras de celulose de diferentes fontes de plantas tais como trapos de algodédo e
linho, gramineas de linho e bambu, folhas de manilha e sisal ou linho, canhamo,
rami ou juta e, recentemente, da madeira. Cada fibra de celulose dessas fontes tem
caracteristicas proprias que influenciam na estabilidade e permanéncia do papel. A
celulose da madeira nativa, por exemplo, exibe um grau de polimerizagédo acima de
10.000 enquanto que de algodao nativo pode atingir 15.000. (PRONIEWICZ et al.,
2002).

Durante todo esse periodo, desde a descoberta até inicio do século XX,
importantes tecnologias surgiram e permitiram a fabricagdo do papel a partir de

madeiras, 0 que aumentou bastante a capacidade de producéo devido ao fato de a
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madeira ser uma matéria-prima renovavel. Atualmente, aqui no Brasil, se utiliza o
eucalipto como matéria-prima para a celulose sendo esta, a principal matéria-prima
para a producao do papel.

A fibra ou material fibroso constituinte do papel € o material celuldsico,
componente majoritario. Também contem, em menor quantidade, polimeros como
lignina, hemicelulose e outras macromoléculas aderidas fortemente as estruturas
fitotissulares além de particulas minerais (talco, caolina, carbonato de calcio, etc),
agentes colantes naturais (amido ou resina) ou sintéticos. Os principais
comportamentos do papel (propriedades fisicas e quimicas, estabilidade,
degradacédo, etc) sédo fortemente dependentes da sua natureza, origem e
caracteristicas dos componentes bem como das suas interacfes. A estrutura do
papel e suas propriedades também sdo dependentes do seu processo de
manufatura (CALLOL, 2013; AREA; CHERADAME, 2011).

No século XIX, com o aumento da demanda por papel 0s processos para a
fabricacédo do papel a partir da madeira foram desenvolvidos na busca por uma fonte
de celulose mais abundante e mais barata. Sendo assim, varios processos de
produgédo papel a partir da madeira foram desenvolvidos e o uso dessas novas
tecnologias de producdo tornaram o papel manufaturado menos duravel e mais
passivel de deterioracdo causada, principalmente, pela oxidacdo da lignina que
influencia na estabilidade mecanica. Na industria de celulose e papel, os processos
guimicos e as operacdes unitarias utilizados tém como objetivo a obtencdo de um
sélido final composto de celulose e hemicelulose, solubilizando a lignina. Esses
processos seguem as etapas de: (1) preparacdo da madeira; (2) extracdo da
celulose e polpacao; (3) branqueamento da celulose; (4) refino e (5) secagem e
papel acabado. Sendo assim, de todos o0s processos, o de polpacéo é fundamental e
critico uma vez que a obtencdo de uma massa celuldsica (polpa) com menor teor de
lignina, influenciando na estabilidade e qualidade do papel. Os processos de
polpacdo podem ser mecanicos ou quimicos (alcalina, kraft ou acida) e ambos
causam a deslignificacdo. Na polpacdo mecénica ndo ocorre remocao total da
lignina 0 que torna o papel mais quebradico e amarelado em pouco tempo. Ja na
polpacdo quimica, que é o mais utilizado na industria, ocorre remocao total da
lignina e as fibras de celulose obtidas sdo mais longas. O processo kraft obtém-se a
deslignificacdo sem a degradacéo da celulose o que torna a polpa obtida de elevada

resisténcia a partir da utilizacdo de NaOH e Na,S (‘licor de cozimento”) a altas
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temperaturas (170 a 177°C). Na polpacdo em meio acido (processo ao sulfito), sdo
utilizados acido sulfuroso e ions bissulfito em altas temperaturas (125 a 160°C)
obtendo-se uma polpa muito utilizada para producdo de papéis brancos, os quais
sao utilizados para producédo de livros. Na etapa de branqueamento da celulose
ocorre a remocéo da lignina residual por meio de agentes branqueadores como
hidréxido de sodio, cloro e seus compostos e o0 0zbnio, sendo assim uma
continuagao dos processos de deslignificacdo (TEIXEIRA et al., 2017; PRONIEWICZ
et al., 2002).

Dentro de todo esse cenério de novos processos de producdo do papel, a
partir do século XIX comecaram entdo a surgir os problemas relacionados a
preservacao dos papéis devido as mudancas nos processos de producado por conta
do emprego de tecnologias que diminuiram a qualidade do papel principalmente no
que diz respeito a presenca de acidez. A producao de papéis de polpa de madeira,
sem tratamento, resultou num produto que se tornaria extremamente acido e
guebradico nos anos seguintes. Além da fragilidade da matéria-prima utilizada, a
substituicdo da antiga cola de animais utilizada na encolagem das folhas por uma
mistura de “alumen-breu”, que se transforma em acido abiético, agravou ainda mais
0 problema da conservacao das obras. Sendo assim, os papéis produzidos a partir
da segunda metade do século XIX foram alvo de silenciosa degradacao quimica, sé
percebida em sua real e preocupante situacdo no século seguinte, quando ja
estavam praticamente condenados ao desaparecimento. (FRITOLI et al., 2016)

O papel pode ser deteriorado por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos. Ele
sofre processos de envelhecimento natural que causam degradacdo molecular do
seu principal componente, a celulose, gerando assim uma perda de forca da fibra.
Isto € manifestado em menor estabilidade mecéanica que pode conduzir, algumas
vezes, a completa desintegracdo das folhas de papel. Esses processos de
degradacéo da celulose e/ou polimeros de lignina sdo causados pela presenca de
umidade, diferentes acidos, agentes oxidativos tracos de ions de metais de transi¢éo
(Fe II, Cu I, Cr Ill), luz, assim como microrganismos. Mais de 140 compostos
volateis (alcodis, aldeidos, cetonas, acido carboxilico, hidrocarbonetos arométicos e
alifaticos, ésteres, terpenos e terpenoides) podem ser liberados das folhas de papel
durante os processos de degradacdo dependendo da composi¢do quimica do papel
(PRONIEWICZ et al., 2002).
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Este material € particularmente susceptivel aos processos de biodeterioracdo
por conta da sua composicdo organica e capacidade higroscépica (MELO et al.,
2019). Sendo assim, a atividade de microbiodeterioracdo dos fungos se baseia na
capacidade de utilizarem os componentes do papel como fonte de carbono e
energia. Além disso, tintas ou meios de impressédo usados historicamente na escrita
e ilustracdo podem impactar, a longo prazo, a estabilidade do papel (CALLOL, 2013;
TIANO, 2002; AREA; CHERADAME, 2011).

1.9 Tintas ferrogalicas

As tintas ferrogalicas foram um material comum de escrita usadas em
manuscritos na Europa e na América desde o século IV até o inicio do século XX.
(ZAMORANO, 2018) Inicialmente sintetizadas na Europa ocidental no século Xl e
utilizadas no Brasil até o inicio do século XX (LEAL, 2010; ALBRO E BIGGS, 2008),
as tintas metaloacidas possuiam excesso de metais em sua composicdo com alta
tendéncia a se oxidarem, como o Fe (em grande maioria) e o Cu, ameacando a
integridade de documentos importantes, como os de importancia cientifico-cultural
nos dias atuais. Isso porque elas sdo compostas por elementos que sao degradados
pelos processos de envelhecimento, acidificacdo e oxida¢do chegando ao ponto de
perfurar o documento e colocar a conservagao e a integridade do manuscrito e as
informacdes exclusivas que ele contém em perigo (ZAMORANO, 2018).

A literatura reporta que as tintas ferrogalicas sdo uma mistura de diferentes
ingredientes organicos e inorganicos que reagem entre si para gerar um produto
liguido que é consistente e adequado para a escrita. Considerando a variedade de
materiais que podem ser adicionados para preservar, para criar odor, para
engrossar, dentre outros, inidmeras podem ser as combina¢cdes quimicas
(ZAMORANO, 2018). Fabricadas por artesaos, sdo desde os tempos antigos uma
das tintas mais usadas. Consistem de vitriolo (sulfato ferroso, FeSQO,), extrato de
galha de carvalho (tanino vegetal), um meio de extracdo (como agua, vinho, urina,
alcool ou vinagre) e goma arabica como dispersante e meio ligante. O vitriolo é
contaminado em varias percentagens com sais, na maioria das vezes, de sulfatos de

cobre, manganés, aluminio ou zinco. Estes contaminantes sdo caracteristicos das
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tintas ferrogdlicas histéricas. Pela exposicdo ao oxigénio atmosférico, o complexo
preto de galatonato férrico (Fe Ill) é formado (FAUBEL et al., 2007). Dessa forma, o
processo de formacao da tinta se da a partir de algumas etapas. Primeiro, o tanino é

hidrolisado liberando o acido galico (Figura 15).

Figura 15 - Reacao de hidrdlise do tanino

Tanino + 5 H20 — 5 4cido galico + glicose|

Fonte: A autora, 2020.

A reacdo entre o 4cido galico (Figura 16) e o sulfato de ferro gera uma tinta de
coloracdo preta como é conhecida. Para obter esse acido era essencial que 0s
polifendis presentes nos taninos de vegetais (provenientes de galhas, crosta de
granada, etc) fossem hidrolisados. Este processo era realizado por maceracéo ou
fervura dos diferentes componentes principalmente em agua ou vinho. Como o
aumento da temperatura acelerava a reacdo, algumas vezes a maceracao era
exposta ao sol, ou produtos alcoolicos eram usados no lugar da agua. Sulfato
ferroso, puro ou contendo impurezas como cobre ou zinco, era adicionado a mistura
geralmente seco e moido e, em pouco tempo ocorria a mudanca de cor da mistura
com a formacédo do galotanato ferroso e do &acido sulfarico, conforme reacdo quimica
apresentada na Figura 17a. O complexo estavel de Fe®" é resultante da oxidacdo do
galotanato ferroso com o oxigénio do ambiente, conforme a reacéo apresentada na
Figura 17b. O galotanato férrico que dé origem a cor castanho-escuro (ZAMORANO,
2018).

Figura 16 - Estrutura quimica do acido gélico
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Fonte: A autora, 2020.
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Figura 17 - Reac0Oes de formacao do galotanato ferroso (a) e do galotanato férrico
soltvel em agua (b)
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Fonte: MAITLAND, 2009.

As concentragdes dos reagentes variavam entre os fabricantes e muitas delas
continham excesso de ferro em sua composicéo; além de outros elementos tracos,
como o cobre, geralmente usados para intensificar a cor. Pode ser que haja um
excesso de fons Fe?* em relacéo & quantidade de tanino durante a producéo da tinta
uma vez que a proporcdo ideal entre o sulfato ferroso e o acido gélico ndo é
alcancada por quantidades estequiométricas dos ingredientes utilizados (provavel no
caso de produtos naturais, tais como a noz de galha). Dessa forma, o excesso de
um ingrediente ira ocorrer (LEE et al., 2006), levando a acéo direta das tintas no
processo de despolimerizacao da celulose (NEEVEL, 1995).

Esse excesso de ferro presente na tinta pode contribuir para a degradacéo
dos manuscritos através de dois mecanismos bdasicos: 0 primeiro mecanismo € a
hidrolise catalisada por acido onde a degradacdo da celulose € acelerada pela
presenca de acido sulftrico produzido durante a formacdo do complexo na tinta
ferrogalica (COSTA et al.,, 2016). Com relacdo a hidrélise acida, sabe-se que a

degradacédo da celulose é conhecida como dependente do pH do meio

macromolecular e ocorre segundo 0 mecanismo basico apresentado na Figura 18.



Figura 18 — Mecanismo de hidrélise acida da celulose
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Fonte: STRLIC; KOLAR, 2005.

O segundo mecanismo € aquele no qual os ions ferro sollveis catalisam
reacfes de oxidacdo em dois processos distintos: no primeiro os ions ferro
contribuem para a quebra das cadeias de celulose, liberando radicais organicos e
peréxidos que sao altamente reativos também resultando em um decréscimo na
guantidade de polimeros de celulose (COSTA et al., 2014). A oxidacdo ocorre via
reacdo de fons Fe?" com perdxidos (produzidos durante a oxidacdo de materiais

organicos). Libera, assim, radicais hidroxilas, extremamente reativos, em uma

reacao conhecida como Reacao de Fenton (Figura 19).

Figura 19 — Sistema de Fenton

Fe?* + 0, > Fe® + 00’
Fe* + ‘00 + Cell-H > Fe?" + HOO' + Cell

Fe*" + HOO + H'> Fe* + H,0;,
Fe?" + H,0, > Fe®" + OH + HO'

HO" + Cell-H - Cell + H,O
Cell + O, > Cell-OO

Cell-OO" + Cell-H = Cell-OOH + Cell

Fonte: NEEVEL, 1995
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A reducéo de fons Fe*" por muitos compostos organicos, anions superéxidos
e até mesmo peroxidos, permite estas reacdes serem repetidas de forma ciclica,
resultando em grandes danos oxirradicais.

A deterioracdo do papel causada pelas tintas ferrogalicas também chamada
de corrosdo da tinta ferrogalica € conhecida ha muito tempo. Além da corroséo da
propria tinta, causada pelo seu envelhecimento e exposi¢cdo ao ambiente, a corrosdo
do excesso do vitriolo a 6xidos de ferro e acido sulfurico e outros metais de transicao
presentes, especialmente cobre contribuem para a deterioracdo do papel por
catalisarem os processos de oxidacao da celulose (FAUBEL et al., 2007).

Sendo assim, a corrosdo quimica do papel esta intrinsicamente ligada aos
componentes basicos da tinta ferrogalica que podem gerar a despolimerizacdo da
celulose. Esta pode sofrer hidrélise de suas ligagbes por mecanismos
desencadeados pela acidez e pela presenca de metais de transicdo livres
(comumente presentes nas tintas ferrogalicas) durante o envelhecimento. Em papéis
acidos, produzidos mais ou menos no periodo de 1850-1990, a hidroélise catalisada
por acido prevalece sobre a oxidacgao.

No trabalho de FIGUEIRA et al. (2020), foram realizados estudos sobre as
manchas de foxing em trés colecbes de papel dos séculos XVI a XX. Verficaram
qgue, a despeito de varios fatores poderem contribuir para as manchas de foxing, a
presenca de impurezas contendo ferro ao longo da folha de papel e uma distinta
absorcdo da umidade devido a varios fatores é, de acordo com o ponto de vista dos
autores, a maior responsavel pela incidéncia de foxing sendo o crescimento dos
fungos dentro das manchas de foxing ndo mais do que um ato oportunista.

O excesso de oxidacao nas tintas ferrogalicas de preparacdes antigas nao
esté atribuida somente a presenca do ferro, mas também a fonte de tanino usado ja
que ele pode impactar na composicdo da tinta e no seu comportamento ao
envelhecer junto ao papel. Sendo assim, a tinta estd sujeita a variagcbes de
composicdo e concentracdo inerentes a produtos naturais. Isso pode dar origem a
uma tinta ferrogéalica mais ou menos corrosiva ao suporte celulésico (COSTA et al.,
2014).

Os taninos sdo substancias complexas presentes em iniumeros vegetais. De
acordo com sua estrutura quimica sao classificados em hidrolisaveis e condensados.
Os primeiros sdo constituidos por diversas moléculas de acidos fendlicos, como o

galico e o elagico, que estdo unidos a um residuo de glicose central. S&do chamados
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de hidrolishveis uma vez que suas ligacbes ésteres sdo passiveis de sofrerem
hidrélise por &cidos ou enzimas. O acido galico, espécie quimica responsavel pela
reacdo de complexacdo com o ferro, € produzido a partir da hidrélise dos taninos
hidrolisaveis. Em solucdo desenvolvem coloracdo azul com cloreto férrico, assim
como o acido gélico. A Figura 20 apresenta as férmulas estruturas de dois taninos

hidrolisaveis.

Figura 20 - Formulas estruturais de taninos hidrolisaveis
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Fonte: PORTAL SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2020.

Os taninos condensados incluem todos os outros taninos verdadeiros. Suas
moléculas sdo mais resistentes a fragmentacdo e estdo relacionadas com os
pigmentos flavondides, tendo uma estrutura “polimérica” do flavan-3-ol, como a
catequina, ou de flavan-3,4-diol, da leucocianidina. Sob tratamento com acidos ou
enzimas esses compostos tendem a se polimerizar em substéncias vermelhas
insoltveis, chamadas de flobafenos, que conferem a coloracdo vermelha de diversas
cascas de plantas (Portal Sociedade Brasileira de Farmacognosia, 2020).

Os taninos condensados (Figura 21) sdo altamente resistentes a hidrolise e
isso explica sua natureza nao reativa com o ferro explicando entédo o fato de os ions
de ferro serem facilmente liberados. Dessa forma, a corroséo do papel é acelerada

pelo excesso de ferro ja que apenas uma pequena quantidade de taninos reativos se
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associa ao ferro na formacdo do galatonato férrico. Sendo assim, sdo poucos ions
Fe que ficam associados aos taninos. Os demais ficam livres, em excesso,
acelerando a corrosao.

Além disso, a oxidacao acelerada ocorre devido ao envelhecimento natural
das préprias tintas ferrogélicas. Ocorre formacao de cristais na superficie das fibras
de papel devido ao excesso sal inorganico.

Figura 21 — Modelo de estrutura dos taninos
condensados

Fonte: PORTAL SOCIEDADE BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA, 2020.

No trabalho realizado por COSTA et al.(2014) foi verificado que, dependendo
da fonte de tanino utilizado nas preparacdes das tintas ferrogalicas estudadas, os
niveis de oxidacdo do ferro foram nitidamente diferentes e tal observagéao foi
realizada a partir da microscopia de varredura eletrdnica que identificou particulas de
cristais e agregados confirmando a baixa reatividade entre o ferro e os taninos em
diferentes preparagdes. Os sedimentos geralmente encontrados em documentos
contendo tintas ferrogalicas sdo calcio, potassio e ferro oxalatos, sulfato de calcio,
carbonato de calcio e sulfato ferroso. O processo de cristalizacdo é geralmente
caracterizado por microscopia Optica e, em alguns casos, é claramente observado

macroscopicamente.
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Em outro trabalho desenvolvido por COSTA et al. (2013), diferentes
preparacoes de tintas ferrogalicas (variando proporgdes estequiométricas e fonte de
taninos) foram realizadas a fim se verificar os processos de envelhecimento natural
e térmico das tintas ferrogalicas utilizado ferramentas arqueométricas de
investigagdo. O estudo concluiu que o excesso de ferro das tintas ferrogalicas
oxidaram de forma diferente dependendo da fonte de tanino utilizada e que os
taninos condensados apresentaram taxas de oxidacdo maiores, por terem maior
excesso de ferro que nao ficou associado a eles. Sendo assim, 0s taninos
condensados ndo sdo desejaveis devido a sua natureza quelante diferenciada.

Diante disso, o tratamento para a estabilizacdo das tintas ferrogalicas em
documentos requer a adicdo de compostos alcalinos para neutralizar a hidrélise
acida (desacidificacdo) e de antioxidantes para inibir o processo oxidativo catalisado
por metais nas reacfes de Fenton. Quanto a adicdo de compostos alcalinos para
neutralizar a hidrolise acida, sdo usadas solu¢cbes aquosas de hidrogenocarbonatos
de calcio ou de magnésio, ou solucdes ou suspensdes dos seus Oxidos, alcoolatos,
etc., em solventes organicos. Quanto a adicdo de antioxidantes para inibir o
processo oxidativo catalisado por metais nas reacdes de Fenton, o &cido fitico é
utilizado pois ele inibe e/ou retarda a formagao dos radicais livres (Figura 22).

O trabalho realizado por QUIRRENBACH et al. (2009) estudou o grau de
interacdo do acido fitico com os ions metalicos Fe (ll) e Fe (lll), de importancia
bioldgica e revisou dados da literatura que apresentaram o potencial antioxidante do
acido fitico em sistemas alimentares. Os resultados mostraram que o acido fitico
apresenta potencial para quelar ferro. Dessa forma, ele suprime a catélise desse ion
nas reacdes oxidativas. Na pratica, diversos trabalhos envolvendo as tintas
ferrogdlicas utilizam o sal fitato de calcio que atua na remocédo do excesso de ions
Fe®* (COSTA et al., 2014, COSTA et al., 2013; NEEVEL, 2005). O fitato de célcio
interage com os ions de ferro, promovendo a quelacdo do mesmo, removendo seu

excesso da tinta (Figura 23).
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Figura 22 - Conformacdes do acido fitico
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Legenda: a) uma posicdo axial e cinco equatoriais; b) cinco posi¢cdes axiais e uma equatorial.
Fonte: QUIRRENBACH et al. ,2009.

A estrutura do &cido fitico com seis fosfatos no plano equatorial da molécula
€ capaz de bloquear todas as posi¢des do ferro impedindo que ele catalise o sistema
de Fenton com a consequente formacdo do peroxido de hidrogénio (H,O). Outro
ponto importante, é que o complexo de ferro com o fitato possui constante de
complexacao menor que a do ferro com o acido galico, evitando assim a destruicdo
do pigmento (NEEVEL, 1995).

Figura 23 - Complexo fitato-ferro
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Fonte: Adaptado de NIELSEN et al. (2013).
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1.10 Envelhecimento do papel

A deterioracdo do papel é um processo inevitavel gerado por varios fatores
intrinsecos tais como colagem, preenchimento, adesivos, presenca de grupos
acidos, ions metalicos, lignina, produtos de degradacdo, etc. Além disso,
temperatura, luz, umidade, oxigénio, poluicdo e microrganismos S80 0S principais
fatores ambientais que podem afetar as cole¢cées dos manuscritos. A estabilidade a
longo prazo, de obras de arte feitas de papel é determinada pela extensdo de
reacdes hidroliticas e oxidativas ocorrendo durante o envelhecimento da celulose e
qgue progressivamente reduz as propriedades fisico-mecanica e quimica do papel,
resultando finalmente em uma total perda da qualidade do material (HAJJI et al.,
2016).

A questdo de estudar os efeitos a longo prazo dos tratamentos de
conservagao e 0s mecanismos de especificos processos de deterioracdo apresenta
um enorme obstaculo visto que o processo de envelhecimento natural do papel é
muito lento para permitir a observacdo de mudangcas em um tempo razoavel. A
solucdo para superar esse problema é a aplicacdo de métodos de envelhecimento
artificial ou acelerado. Estes métodos consistem em expor o papel a condi¢cbes
fisicas e/lou extremas em termos de temperatura, umidade, poluentes &cidos,
iluminacdo intensiva e agentes oxidantes, de forma a acelerar o processo de
degradacédo. Por comparacdo entre amostras tratadas e néo tratadas tenta-se
determinar o efeito esperado do tratamento de conservacdo. Além disso, o
envelhecimento acelerado € também considerado uma aproximacdo confiavel do
envelhecimento natural para a previsdo da longevidade do papel (HAJJI et al.,
2016).

Existem trés mecanismos envolvidos no processo de degradacao do papel. O
primeiro, que é a reacdo mais comum, é a degradacgdo hidrolitica das moléculas de
celulose, na qual a presenca de agua (umidade) desempenha um papel
fundamental. De acordo com os principios padrédo da cinética reacional, a taxa dos
processos hidroliticos é determinada pela temperatura, acidez (valor de pH) e a
guantidade de umidade presente no papel. O conteddo de umidade € novamente
dependente da umidade relativa no ambiente de estocagem. O segundo processo

de deterioracdo é a degradacao oxidativa da celulose, primariamente induzida pela
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presenca de oxigénio do ar do meio ambiente. O terceiro mecanismo de
deterioracdo é o processo da degradacdo térmica. Esse mecanismo diz respeito a
quebra das ligagbes como uma conseqiéncia dos movimentos temperatura-
dependentes das moléculas de celulose e seus atomos constituintes. A deterioracéao
dos materiais de papel também se deve a poluicdo do ar, ataque bioldgico e
presenca de microrganismos como bactérias e fungos (MANSO et al., 2006).

Sendo assim, os testes de envelhecimento acelerado do papel séo realizados
com trés objetivos principais. O primeiro € estabelecer em um prazo conveniente a
classificacdo relativa dos materiais, com relagdo a sua estabilidade quimica ou
durabilidade fisica, ou seja, classificam materiais e sistemas no que diz respeito a
sua estabilidade em relacdo a um ao outro sob um dado conjunto de condi¢cdes de
forma que os relatérios de estudos de envelhecimento acelerado costumam colocar
0S materiais em uma escala de classificagdo. O segundo é estimar ou “prever’ a
capacidade de manutencdo em potencial a longo prazo dos sistemas de materiais
nas condicdes de uso esperadas; e o terceiro é elucidar as reacbes quimicas
envolvidas (o “mecanismo” de degradacdo) e suas consequéncias fisicas.Uma
faceta importante desse esforco é a divulgacdo do padrao geral de deterioragao,isto
€, se 0S processos se aceleram com o tempo, se ha um periodo de inducéo ou se
varios estagios distintos sdo observaveis antes da falha. O objetivo final desta
terceira area de investigacdo é o desenvolvimento de técnicas que podem monitorar
a extensdo da degradacao e métodos pelos quais a vida Gtil de materiais podem ser
estendidos. Esses trés objetivos principais sdo citados na ordem da facilidade em
que eles podem ser alcancados (FELLER , 1995).

No estudo realizado por CIGLANSKA et al. (2014), os autores utilizaram trés
tipos de técnicas para proceder o envelhecimento acelerado na investigacdo da
influéncia dos poluentes no envelhecimento acelerado do pergaminho com tintas
ferrogalicas. A primeira foi o envelhecimento acelerado das amostras em tubos
fechados (100 mL) a temperatura de 100°C de acordo com o método descrito na
padronizacdo da ISO 5630-5 em forno por 28 dias. Imediatamente ap0s esse prazo,
as amostras foram acondicionadas a 23°C e 50% de UR por 24 h. A segunda técnica
de envelhecimento foi conduzida em atmosfera com SO,. Os tubos contendo as
amostras foram tratados com gas SO, por 40s antes do envelhecimento e depois
fechados e envelhecidos a 100°C no mesmo forno j& mencionado por 28 dias. E a

terceira técnica de envelhecimento foi conduzida em atmosfera de NO,. O
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procedimento foi conduzido sob as mesmas condi¢cdes que os anteriores mas 0s
tubos foram tratados com NOy por 40 s antes do envelhecimento em forno por 28
dias. Verificaram que a presenca de tintas e poluentes atmosféricos (SO, e NOy)
aumentaram os prejuizos oxidativos do pergaminho. (CIGLANSKA et al., 2014)

No trabalho realizado por HAJJI et al.,, 2016, técnicas de envelhecimento
artificial foram empregadas para analisar a performance a longo prazo dos
tratamentos de conservacao-restauracdo aplicados em bibliotecas marroquinas,
para prever e classificar o comportamento de papéis restaurados em condicbes
extremas de armazenamento. Para tal utilizaram como técnica de envelhecimento
artificial o tratamento térmico usando calor seco e calor umido.

Documentos contendo tintas ferrogalicas, também sofrem processos de
envelhecimento natural e, consequentemente, estdo sujeitos a oxidacdo dos seus
componentes. A fim de se reproduzir esse cenario que duraria anos para compor, as
técnicas de envelhecimento acelerado ou artificiais sdo estudadas e vém sendo
utilizadas em laboratérios. No entanto, existem falhas de padronizacdo de tais
técnicas. Geralmente, os procedimentos envolvem a submissdo da amostra a
tratamento térmico e a determinadas condi¢des de umidade relativa contra o tempo.

Existem muitas técnicas padronizadas diferentes para o envelhecimento
acelerado (por exemplo, 1ISO, TAPPI e ASTM), envolvendo muitas diferencas nos
préprios métodos, mas adicionalmente, muitos autores decidem aplicar condicbes
nao padronizadas (AREA; CHERADAME, 2011).

Mediante isto, um novo método tem sido usado para acelerar o
envelhecimento de papéis dentro de tubos de vidro herméticos a 100°C por 5 dias de
forma a medir a retencédo de suas propriedades de reisténcias originais. Este teste
foi utilizado como a norma de envelhecimento ASTM (SHAHANI, 2004).

Essa técnica foi desenvolvida no trabalho de COSTA et al., 2013 onde foi
estudado o envelhecimento térmico e natural de tintas ferrogalicas usando diferentes

fontes de taninos.
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1.11 Fluorescéncia de Raio-X

Atualmente é grande o interesse de muitos pesquisadores, de diversas areas,
em experimentar técnicas nao destrutivas para a identificacdo e/ou remocao desses
metais em excesso, sem agressado ao suporte (COSTA et al.,, 2016). De modo a
acessar os danos a tais documentos, tem sido necessario acessar pelo menos
microamostras de suporte para permitir a analise. Entretanto, o dano causado aos
documentos pela amostragem é dificimente aceitdvel e pode até conduzir,
subsequentemente, a maiores prejuizos. Em muitos casos, o tamanho de uma
microamostra ndo é suficiente para realizar procedimentos classicos de avaliacao
(FAUBEL et al., 2007). Sendo assim, a capacidade de avaliar a condicdo de objetos
com valor cultural cuja natureza é papel com a utilizacdo de uma ferramenta de
andlise ndo destrutiva é de grande importancia, visto que os resultados podem
fornecer uma base de dados para o desenvolvimento de uma politica de
conservacgao equilibrada, adequada e nao invasiva.

Existem diversas técnicas ndo destrutivas voltadas para a conservacao do
patriménio cultural, onde é imprescindivel a integridade do material, uma vez que se
trata geralmente de pecas Unicas e originais (MUSILEK et al., 2012; MARTINEZ-
GARRIDO et al.,, 2018; ERENOGLU et al., 2017; LACLAVETINE et al., 2016;
LUTTEROTTI et al., 2016). Sendo assim, uma atengao intensiva tem sido focada na
aplicacdo de técnicas espectroscopicas néo invasivas tais como a difracao de raio-X
(XRD), Espectroscopia de inducdo de raios-X por particulas (PIXE), Fluorescéncia
de raio-X (FRX), Espectroscopia Raman (RS), analises fotograficas e reflectografia
infravermelha (IR), luz visivel, iluminacdo tangencial e luz visivel com iluminacéo
ultravioleta (UV), que promovem informagdes valiosas no estado atual de amostras
historicas. Com objetivo de evitar os efeitos indesejaveis da conservacao, estas
técnicas sdo aplicadas com sucesso também para a simulagdo dos processos de
envelhecimento usando novas amostras de laboratério (CIGLANSKA et al., 2014;
SANCHES et al., 2020).

A analise de fluorescéncia de raio-X (FRX) é uma excelente ferramenta nao
destrutiva para a andlise da composicdo elementar dos materiais em uma grande
guantidade de obras de arte e pode servir para identificar esses materiais. (TROJEK

et al., 2014). Pelo menos trés razdes justificam sua aplicabilidade do estudo de
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materiais de interesse cultural: a) Trata-se de uma técnica elementar, que permite a
identificagdo dos materiais componentes de um objeto, como também o estudo de
sua proveniéncia e tecnologias de fabricacdo; b) ndo € destrutiva, prestando-se a
analise de objetos uUnicos e de grande relevancia artistica; c) adequa-se a
instrumentacdo portétil, o que possibilita seu emprego no interior de museus e
laboratorios de restauro para andlise de obras de dificil locomogdo, por serem
frageis ou de grandes proporcoes (FERRETTI, 2009).

N&o é facil distinguir as tintas ferrogalicas corrosivas das demais tintas (bistre
e sépia) com menos envelhecimento no estigio na qual elas ainda ndo mostram
sinais de corrosdo. Assim, a identificacdo das tintas € de tamanha importancia ndo
apenas para entender a historia e estética de um objeto, mas também para avaliar
0s riscos relacionados ao seu uso bem como avaliar os adequados tratamentos de
conservacao. Diferentes métodos analiticos podem ser usados para a identificacao
das tintas como a fluorescéncia por raio-X e a espectroscopia por transformada de
Fourier (FTIR) que tém sido aplicadas para identificar tintas (REHAKOVA et al.,
2017).

O uso da espectroscopia de fluorescéncia de raio-X para identificacdo de
metais em manuscritos contendo tinta ferrogalica além de ser um método nao
destrutivo, também tem a vantagem de ser um instrumento portatil, podendo ser
facilmente conduzido ao local especifico onde a obra se encontra, quando esta néo
pode ser retirada do seu ambiente de guarda. Além disso, essa técnica consegue
identificar elementos em baixissimas concentracdes, apenas como tracos. As
principais vantagens oferecidas por essa técnica s&o: pequenas amostras Ssao
necessarias sem necessidade de preparacdo especial prévia; gases ou reagentes
guimicos ndo sdo necessarios; uma analise multielementar pode ser conduzida; alta
resolucdo transversal fornecida (micrébmetros na faixa de milimetros); depois da
analise a amostra esta preservada (SANTINI, 2019)

De acordo com LACLAVETINE et al. (2019), a aplicacdo da técnica de
fluorescéncia de raio-X para o estudo de materiais e técnicas utilizadas em
xilogravuras teve o objetivo de analisar a composi¢cado quimica da tinta e do papel e
definir a sequéncia das camadas impressas de forma a entender como os artistas e
seus trabalhos obtiveram os efeitos visuais, demonstrando a grande potencialidade
e habilidade das técnicas de espectroscopia ndo invasivas utilizadas nas pesquisas

relacionadas a histoéria e a arte.
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Um desenvolvimento fundamental na leitura e digitalizacdo de manuscritos
antigos, escritos a mao, foi estudado usando andlises quimicas por espectroscopia
de fluorescéncia de raio-X e tomografia de raio-X para decifrar palavras e desenhos
dentro de um livro fechado do século 18 de 200 péaginas e escrito a mao. O ferro
presente nas antigas tintas ferrogalicas era essencial para fornecer contraste de
raio-X suficiente em comparagao com o carbono moderno ou tintas organicas. Esses
resultados foram apresentados como um passo em direcdo a leitura néo invasiva de
documentos frageis e/ou ndo abertos (WEST, 2016).

No trabalho de CAMPOS et al. (2014), o uso da espectroscopia EDXRF
(Energy-Dispersive R-Ray Fluorescence) e imagem foram utilizadas como técnicas
nao invasivas para analisar pinturas do artista brasileiro Oscar Pereira da Silva. Os
resultados da EDXRF permitiram identificar os elementos quimicos presentes nos
pigmentos mostrando o0 uso de muitos pigmentos baseados em ferro, outros
modernos tais como o cobalto azul e o cadmio amarelo assim como pigmentos
brancos, contendo chumbo e zinco, usados pelos artistas em diferentes camadas.

SANCHES et al. (2020) usaram em seu trabalho as técnicas de XRF, uXRF,
XRD e espectroscopia Raman na caracterizagdo de uma estatueta de madeira de
“Nossa Senhora da Concei¢ao Aparecida”. A analise da fluorescéncia de Raios -X
foi conduzida em 66 pontos distribuidos na peca e 0 mapeamento da composicao
elementar da camada de pigmento e da camada de revestimento foi conduzido
usando a uXRF. As analises foram Uteis para detectar nove elementos: Si, S, K, Ca,
Ti, Mn, Fe, Zn e Sr. Através das imagens do mapeamento elementar obtidas com
UXRF, foi possivel distinguir a distribuicdo desses elementos entre a camada de
revestimento e o pigmento. A combinacéo das técnicas de XRF e uXRF foi muito util
na determinacdo dos elementos e sua distribuicdo na camada do pigmento, onde
foram encontrados os elementos Si, S, K, Ti, Mn e Fe. Esses resultados, juntamente
os obtidos pelas medidas por espectroscopia Raman, concluiram que o pigmento
usado foi o Brunt Sienna.

A literatura reporta o uso da fluorescéncia de raio-X como técnica nao
destrutiva e ndo invasiva de analise em muitos trabalhos relacionados nédo apenas a
conservagao do patrimonio histérico cultural como também a area de arqueologia
contribuindo significativamente, na caracterizagcdo de uma ampla gama de artefatos,
muitas vezes acompanhadas por uma gama de técnicas complementares. No

trabalho de FRAHM et al., 2013, o estudo de revisdo revelou a pertinéncia da
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utilizacéo do FRX portétil (pFRX) como técnica de analise facilitadora em campos de
escavacao e estruturas histéricas. No entanto, esse estudo de revisdo revelou que
apenas 43% dos documentos arqueoldgicos realmente contaram com instrumentos
portateis e em apenas 3% foi utilizado em campo, o que revela a necessidade do
entendimento de mudancas na abordagem metodolégica e tedrica que envolve
espaco, contexto e estruturas relacionadas.

No trabalho de RUBIO-BARBERA et al. (2019) foi utilizado um sistema
portatil de fluorescéncia de raio X dispersivo de energia (pEDXRF) no estudo da
composi¢cdo metalica de uma importante colecdo de estatuetas de bronze ibero-
romanas expostas no museu arqueoldgico de Sagunto (Espanha). A técnica
permitiu identificar com sucesso, pela primeira vez, a composicdo metalica de 20
estatuetas arqueoldgicas de bronze de Sagunto, apesar das limitacdes para efetuar

as medicdes em objetos arqueoldgicos valiosos e frageis.

1.11.1 Técnica da Fluorescéncia de Raio-X (FRX)

A espectrometria de FRX é uma técnica analitica elementar quali-quantitativo
cujos principios fisicos sdo simples e baseiam-se na inducdo de transicdes
eletrbnicas entre os orbitais mais internos dos atomos quando sdo submetidos a
radiacdo por meio do uso de uma fonte externa de excitacdo controlada. Essa fonte
de energia pode ser de varios tipos: radiacbes eletromagnéticas de energia
adequada como os raios X e 0s raios gama, feixe de particula e/ou feixe de elétrons
primarios provenientes de aceleradores de elétrons (sincroton) ou ainda radiacdes
alfa de fontes radioativas. Cada transi¢ao eletrbnica constitui uma perda de energia
para o elétron e esta energia é emitida na forma de um féton de raio-X de energia
caracteristica que permitem a identificacdo da espécie atbmica envolvida na
transicdo, sendo possivel medir sua abundancia. Este foton, quando possui energia
na faixa da energia dos raios-X, é entdo denominado de raios X caracteristicos. A
diferenca de energia da transicdo da camada mais externa para a camada mais
interna é prépria de cada atomo. A intensidade da emisséo das linhas espectrais
com energias caracteristicas do elemento esté relacionada com a concentragdo do

elemento na amostra. Sendo assim, neste processo, a energia de radiacdo de
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fluorescéncia identifica o elemento e a partir da sua intensidade é possivel medir sua
concentragdo na amostra analisada mediante uma prévia calibragem. Assim, de
modo resumido, a andlise de fluorescéncia de raio-X consiste de trés fases:
excitacdo dos elementos que constituem a amostra, dispersdo dos raios-X
caracteristicos emitidos pela amostra e deteccdo desses raios-X (FERRETTI, 2009;
TROYAK, 2020; PEREIRA JUNIOR, 2014; NASCIMENTO FILHO, 1999).

O rendimento da fluorescéncia tem relacdo com o numero de fotons de raios
X emitidos, sendo dependente do numero atbmico do elemento e da transicédo
envolvida. Atomos de nimero atdbmico menor que 20 tém menor rendimento de
fluorescéncia de raios X do que elementos de maior nimero atémico.

A identificacdo dos raios-X caracteristicos pode ser feita através de diferentes
configuracbes que integram a espectroscopia de fluorescéncia de raios-X, como a
fluorescéncia de raio-X por dispersdo de comprimento de onda (WDXRF — Wave
Lengh Dispersive X-Ray Fluorescence), a fluorescéncia de raio-X por dispersédo de
energia (EDXRF — Energy Dispersive X-Ray Fluorescence). As intensidades
medidas destes raios-X caracteristicos (numero de fétons detectados por unidade de
tempo) estdo relacionadas com as concentracdes dos elementos na amostra. Dentro
do campo da fluorescéncia de raios-X por dispersdo de energia existem varias
formas além da convencional na busca pela otimizacdo da medida. Elas sdo
denominadas fluorescéncia de raios X por reflexao total (TXRF — Total Reflection X-
Ray Fluorescence) e fluorescéncia com microfeixe (U-XRF — Micro X-Ray
Fluorescence). Todas essas técnicas analiticas de fluorescéncia sédo aplicadas em
estudos de patrim6nio cultural, porém, a técnica de EDXRF vem ganhando varios
adeptos devido a sua simplicidade, velocidade de informacédo, portabilidade e ao
baixo custo, em comparacao as demais técnicas (ASFORA, 2010).

A espectrometria de fluorescéncia de raios-X portatil (pXRF) tem ganhado
destaque nos ultimos anos principalmente por conta dos avancos tecnolégicos na
miniaturizacdo e na tecnologia dos semicondutores. Dentro da comunidade
arqueoldgica, ganharam consideravel atencdo uma vez que € bastante adequado
para analise “in situ”, facilitando as pesquisas e analises em objetos de valores
inestimaveis cujo acesso é dificil. Permite a aquisicdo de uma maior quantidade de
dados, baixo custo efetivo por amostra, agilidade na obtencdo de resultados e
tomada de decisdo em tempo real. A portabilidade significa a selecdo de todos os

componentes com énfase na minimizacdo da massa e do consumo de energia em
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um instrumento ergonomicamente projetado (FRAHM; DOONAN, 2013; PEREIRA
JUNIOR 2014).

Um trabalho realizado recentemente no Museu de Astronomia e Ciéncias
Afins (MAST) (HANNESCH et al., 2019) avaliou a obra do Formulario Médico, um
manuscrito sem autoria do século XVIII, atribuido a ordem Jesuitica. A obra,
contendo uma série de receitas medicinais utilizadas pelos jesuitas, esta escrita em
tinta metaloacida sobre papel de trapo. Varias partes do formulario foram analisadas
em ensaios nao destrutivos, viando avaliar a presenca de elementos quimicos
constituintes do papel e da tinta, através da técnica de fluorescéncia de raios-X. Nos
testes analiticos foi utilizado um espectrometro portatil, facilitanto as analises por
conta da facilidade do minimo manuseio da obra. Através da andlise, verificou-se
pela composicdo da tinta que ela possuia natureza artesanal, de receita
desconhecida, mas que o ferro era um dos principais dos seus componentes e,
portanto, se tratava de uma tinta ferrogalica. A natureza da tinta, portanto, explicava
grande parte dos processos corrosivos em andamento, como a oxidacdo e a
corrosdo do suporte bem como presenca de areas onde a tinta encontrava-se
bastante esmaecida. Também foi afirmado, com base no exame de fluorescéncia de
raios-X, uma composicdo distinta de dois grafites utilizados na composi¢cdo dos
manuscritos. Sendo assim, a técnica ajudou a elucidar de maneira assertiva, 0s
problemas encontrados no volume com relacdo a tinta de escrita, que provocou
oxidacdo do suporte em diferentes partes do volume.

A configuragdo de um aparelho de FRX portétil consiste basicamente de uma
fonte de excitacdo, um porta amostras, um detector, um analisador e um

processador de pulso, conforme esquema apresentado na Figura 24.
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Figura 24 - Esquema da configuragdo basica do
aparelho portatii de Fluorescéncia de
Raio-X (FRX)
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Fonte: Adaptado de THERMOFISHER SCIENTIFIC, 2021.

Sendo assim, como vantagens desse método se pode citar: a preparacdo
minima da amostra, ser uma metodologia ndo destrutiva, ser aplicavel para uma
grande faixa de concentracdes, ser um método preciso e de espectro simples. Como
desvantagens: os elementos leves possuirem sensibilidade limitada, efeitos da
matriz e interferéncias espectrais entre elementos e a baixa penetracdo dos raios-X
de fluorescéncia na matéria, da ordem dezenas de microns, em funcao do elemento
fluorescente e da matriz que limita a informacdo analitica aos estratos mais
superficiais do material estudado, o que constituindo uma das principais limitacbes
desta técnica (FERRETTI, 2009; TROJEK, 2020).
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2 METODOLOGIA

A descricdo da metodologia utilizada sera feita de maneira separada, em duas

partes, em funcdo da realizacdo de trabalhos em torno dos dois principais eixos: I.

Biodeterioracdo de pecas museolégicas — o Trono Imperial e a obra de Céandido

Portinari; Il. Emprego de técnica ndo destrutiva de analise de documentos contendo

tintas ferrogalicas.

2.1 Parte l: Biodeterioracdo de pecas museoldgicas

2.1.1 Peca Museoldgica I: Trono Imperial

2.1.1.1 Caracteristicas da pe¢a museoldgica

O Trono, considerado uma das pecas mais preciosas e de maior relevancia
no acervo do Museu Imperial (Figura 25) representa o poder imperial, pelo seu
carater simbdlico e evocativo, tendo um significado impar para a instituicdo que é

dedicada a preservagdo da memaria do império (CANCLINI, 1998).
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Figura 25 - Trono de D. Pedro Il

Fonte: A autora, 2018.

Com 1,75 m de altura, o trono imperial pertenceu ao Pago da Quinta de Séo
Cristévao, e ap6s o0 regime monarquico esta peca foi para o Museu Histérico
Nacional sendo nos anos de 1940 transferido para o Museu Imperial. A sua
manufatura é em talha dourada com estofamento em veludo verde no encosto,
assento e bragos.

O encosto € em medalhdo oval com estreita moldura. No centro, encimada
por uma estrela, esta a sigla P.II.I (Pedro Il Imperador) entre duas palmas atadas por
um laco, todos bordados a fios de ouro.

O medalhdo liga-se ao bastidor do assento por um suporte de folhas
estilizadas e as hastes laterais formam a moldura do espaldar. Folhagens de acanto,
em voluta, encimando o medalhdo e partindo das mesmas hastes sdo sustentadas
sob o friso do dragdo de Braganca, sentado, voltado a % para a esquerda, com dois
estandartes de cada lado. Os pés dianteiros sao representados por duas esfinges
cujas asas formam os bragcos do assento. As esfinges repousam sobre dois

pedestais unidos por um travessao.
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E importante salientar que a peca museoldgica estudada é toda constituida de
madeira e tecido, ou seja, material lignocelulésico. Sendo assim, constitui fonte de

matéria prima para agentes biodeteriorantes, tais como fungos e bactérias.

2.1.1.2 Estado de conservacéo e procedimentos de higienizacao e restauro

O estado de conservagdo geral do Trono Imperial apresentava-se bom,
principalmente nas partes de madeira do objeto. As demais partes, que possuiam
revestimento téxtil, se encontravam em pior estado de conservagdo. Insetos
xil6fagos causaram algumas perfuracdes na base central da estrutura do trono e
isso 0 deixou mais fragilizado nessa regido. As partes que continham acabamento
dourado acumularam sujidades ao longo dos anos, gerando degradacdo da camada
protetora. Algumas dessas areas apresentavam purpurina como substituinte do
revestimento com folha de ouro.

O encosto do veludo encontrava-se bastante deteriorado e com as tachas de
fixacdo oxidadas.

Durante a analise da peca museoldgica, pode-se verificar que a estrutura do
assento ja havia passado por intervengdes anteriores, provavelmente na ocasido da
sua transferéncia definitiva para o Museu Imperial em Petropolis em 1940.
Evidéncias revelaram que o veludo n&o era mais o original, sendo que os bracos e o
assento possuiam outro veludo diferente do encosto. O enchimento dessas partes
estofadas continha crina e capim sob pasta de algodao.

As técnicas utilizadas para o restauro foram norteadas pela teoria da
conservagao/restauragdo fundamentada por BRANDI (1963) de forma que, foi
priorizada e respeitada, a veracidade do patrimonio histérico e cultural em questéo,
mantendo a integridade e originalidade da peca bem como as marcas do seu uso.

Dentro dessas premissas, procedeu-se entdo a higienizacdo mecanica
utilizando-se uma trincha bem macia e um aspirador de baixa suc¢ao. O douramento
das madeiras passou por processo de higienizag¢ao utilizando swab umedecido com
uma solugcdo aquosa de etanol bem diluida. As partes de madeira que sofreram
perda foram restauradas com massa a base de carboximetilcelulose e carbonato de

calcio. As tachas que continham uma grossa camada de purpurina foram
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mecanicamente higienizadas utilizando um bisturi com intuito de remover oxidagéo e
repintura, seguido da aplicacdo de &cido fosférico para eliminar residuos
ferruginosos.

As partes téxteis dos revestimentos em veludo (encosto, assento e bracos),
que ja ndo eram mais originais, foram removidas por apresentarem desgaste
acentuado. No entanto, a pasta de algod&o presente no enchimento foi higienizada e
nas crinas de cavalo foram aspiradas (sob tela), lavadas com agua e detergente
neutro, secas e reutilizadas.

As fotografias (Figura 26) apresentam o objeto museoldgico antes, durante e
apos os procedimentos de higienizacao e restauro.

Foram coletadas amostras para a avaliacdo da presenca de microrganismos
no ar e no Trono do Imperador com o objetivo de detectar espécies bacterianas em
areas selecionadas da peca (antes e depois das intervencdes de higienizacao e
restauro) e espécies fangicas apenas no ar da area de exposi¢cdo (antes e depois
das intervencdes). As coletas antes e depois das intervencfes aconteceram no

intervalo de 1 ano.

Figura 26 - Intervencdes de higienizacéo e restauro do Trono Imperial (continua)
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Figura 26 - Intervencdes de higienizacéo e restauro do Trono Imperial(continuacéo)

Fonte: Acervo do Museu Imperial, 2019.
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2.1.1.3 Monitoramento e identificacdo microbiolégica por biologia classica.

A coleta dos microrganismos presentes no ar do ambiente de entorno onde
estava salvaguardado o trono foi realizada por meio de um coletor de ar (Figura 27).
Neste aparelho foram posicionadas, na parte superior, placa de Petri contendo o
meio de cultura apropriado. O aparelho recebeu durante duas horas amostras do ar
contaminado e 0s microrganismos presentes foram coletados ativamente por meio

de sedimentagéao direta nas placas.

Figura 27 — Coletor de ar

Fonte: A autora, 2019.

A caracterizacdo da microbiota do trono foi feita por raspagem através de
swabs. Foram inspecionados o ambiente da area de guarda (1), o veludo da cortina
atras do trono (2), o veludo e a madeira do braco direito (3) e esquerdo do trono (4)
e a parte central do trono (5), todas representadas na Figura 28. As coletas feitas
diretamente no trono foram executadas apenas com vistas ao monitoramento de
bactérias. As coletas feitas no ambiente serviram para monitorar a presenca tanto de
bactérias quanto de fungos. O meio de cultura utilizado para o crescimento das
espécies fungicas foi o Agar Sabouraud Dextrose e para o cultivo das bactérias foi
utilizado o meio PCA (agar padrdo para contagem).

Um ano apos a finalizacdo da restauragdo do Trono Imperial e apds sua
recolocacdo no pavilhdo de exposicdes, as coletas foram realizadas novamente

seguindo o mesmo procedimento: coletas no ar (ambiente circundante do Trono
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Imperial) e coletas diretas na peca museoldgica (Trono), para deteccdo das
bactérias e, apenas no ar, para detec¢do dos fungos.

No caso da utilizacdo dos swabs, depois de esfrega-los, os mesmos foram
colocados dentro de 9,0 mL de agua salina na concentracdo de 0,9% (m/v), seguido
de diluicbes decimais, inoculando-se 0,1 mL das diluicdes em placas de Petri
contendo o meio PCA, previamente esterilizado a 120°C por 20 minutos em
autoclave. Quando realizada a sedimentacao direta, as amostras foram coletadas a
cada metro cubico do espaco, aguardando-se a sedimentacdo por 2 horas. Apés
estes procedimentos, as placas de Petri foram entdo colocadas dentro de uma
camara com temperatura controlada a 25°C durante 21 dias para o crescimento
flngico e numa camara com temperatura controlada a 32°C durante 1 semana para
0 crescimento bacteriano.

Os fungos crescidos sobre as placas foram isolados com o auxilio de swab
em tubos de vidro contendo o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose e
armazenados em 6leo mineral.

Nas espécies bacterianas encontradas foi realizado o método da coloracdo de
Gram de acordo com procedimentos classicos de Microbiologia. Apds o isolamento
dos microrganismos, as técnicas de microcultivo foram feitas, seguido de incubacéo
de 7 a 21 dias, dependendo do género especifico.

Depois do crescimento, a identificacdo dos fungos e bactérias foi realizada
por meio de observacdes macroscopicas e microscopicas, de acordo com protocolos
convencionais, e, posteriormente, por identificacdo filogenética por sequenciamento
do DNA.
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Figura 28 — Pontos de coleta das amostras

Legenda: Indicacdo dos pontos de coleta de amostra: 1 — Ar; 2 — Cortina; 3
— Bracgo Direito do Trono Imperial; 4 — Brago Esquerdo do Trono
Imperial; 5 — Parte frontal do Trono Imperial.

Fonte: A autora, 2018.

2.1.1.4 Identificacao filogenética das bactérias por biologia molecular

As extracdes de DNA foram realizadas usando como método para obtencgéo
de DNA gendémico o Choque Térmico/Lise Térmica, a partir de uma cultura pura,
obtida através do processo de isolamento e cultivo, conforme anteriormente descrito.

O procedimento consiste, ap0s a obtencdo da cultura pura, com o auxilio de
uma alca descartavel de capacidade de 0,1 pL pegar uma pequena quantidade da
colénia isolada. Foi feita uma suspensdo da colbnia isolada em um tubo de fundo
conico de 200 pL (tubo de PCR), contendo 50 puL de agua Milli-Q. A alca é entdo
agitada até que a amostra esteja totalmente dissolvida em agua Milli-Q, tornando-se
essa ligeiramente turva. Apds essa etapa inicial, os frascos sdo submetidos a
variacdo de temperatura em banho seco, por 10 minutos a 96°C e 15 minutos a 4°C.
Em seguida, a amostra € centrifugada a 10.000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante
é transferido para um novo tubo de PCR e congelado.

Apobs a obtengdo do DNA gendmico, é realizado um PCR para a amplificacdo

da regido alvo correspondente ao gene 16S bacteriano que sera utilizado na reacéo
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de sequenciamento. Para amplificacdo € utilizado o par de primers Sadir (5 -
AGAGTTTGATCATGGCTCAGA- 37) / S17 (5"- GTTACCTTGTTACGACTT - 3). A
reacdo € submetida a amplificacdo em termociclador com etapa de desnaturacéo
por 15 minutos a 95 °C, seguida de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30
segundos, anelamento a 55 °C por 60 segundos e extensdao a 72 °C por 90
segundos. Por ultimo, procede-se a extensao final a 72 °C por 10 minutos.

Apés checagem da amplificacdo por eletroforese em gel de agarose, o
produto amplificado é submetido a um processo de purificacdo utilizando o kit
comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

O sequenciamento das amostras foi realizado utilizando o sequenciador

automatico AB 3500 Genetic Analyzer equipado com capilares de 50 cm e polimero
POP7 (Applied Biosystems). Os DNA-molde (30 ng) foram marcados utilizando-se
2,5 pmol ou do primer Sadir ou do primer S17 e 0,5 pL do reagente BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Standart (Applied Biosystems) em um volume
final de 10 pL. As reacfes de marcacao foram realizadas em termociclador LGC XP
Cycler com uma etapa de desnaturacao inicial a 96°C por 3 minutos seguida de 25
ciclos de 96°C por 10 segundos, 55°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Uma
vez marcadas, as amostras foram purificadas pela precipitacdo com isopropanol a
75% (v/v) e lavagem com etanol a 60% (v/v). Os produtos precipitados foram
diluidos em 10 pL de formamida Hi-Fi (Applied Biosystems), desnaturados a 95°C
por 5 minutos, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no sequenciador
automatico. Os dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa
Data Collection 2 (Applied Biosystems) com os parametros Dye Set “Z”; Mobility File
“KB_3500_POP7_BDTv3.mob”; BioLIMS Project “3500_Project1”; Run Module 1
“FastSeq50 _POP7_50cm_cfv_1007; e, Analysis Module 1 “BC-
3500SR_Seq_FASTA.saz"."

2.1.1.5 Identificacédo filogenética dos fungos por biologia molecular

ApoOs crescimento em meio especifico, os fungos foram retirados por meio de
raspagem da placa de Petri e transferidos para um tubo Falcon de 15 mL. O tubo foi

colocado em um cilindro contendo nitrogénio liquido por 5 min, aquecido em banho
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maria a 60 °C por 10 min e macerados com auxilio de um pistilo. Este procedimento
foi repetido por trés vezes. Posteriormente, a extracdo do DNA foi realizada com Kit
Ultra Clean Soil Isolation (MO BIO Laboratories) de acordo com as instrucdes
fornecidas pelo fornecedor. O DNA foi eluido em 30 mL da solucéo fornecida no kit e
quantificado através da leitura em espectrofotdmetro Nano Drop ND-1000 (Thermo
Scientific, Waltham, EUA).

Um fragmento de 600 pares de base correspondentes ao gene ITS foi
amplificado a partir do DNA gendmico utilizando os iniciadores ITS5 (senso, 5'-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) e ITS4 (anti-senso, 5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') no termociclador PCR System 9700 (Applied
Biosystems, EUA). Cada reacdo incluiu 25 pL de Top Taq Master Mix Kit (PCR
Master Mix, Qiagen, Holanda), 0,5 uM de cada iniciador e 5 yL do DNA extraido
adicionado a agua, num volume total de 50 pL. Uma primeira desnaturagéo foi
realizada a 94 °C durante 4 min seguidos de 30 ciclos nas seguintes condi¢des: 94
°C durante 30 s, 50 °C durante 30 s e 72 °C durante 30 s. O experimento foi
encerrado a 72 °C por 10 min. Os fragmentos amplificados foram purificados
utilizando o kit Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up System (Promega, EUA), para a
retirada dos nucleotideos e iniciadores nédo incorporados, seguido de
sequenciamento adequado. O produto da amplificacdo foi visualizado através de
uma corrida eletroforética em gel de agarose a 1% em tampao TE 1X.

Os fragmentos de DNA dos fungos isolados foram submetidos a

sequenciamento utilizando o kit Big Dye Terminator v. 3.1 (Applied Biosystems,

EUA) em um sequenciador automatico ABI 3130 (Applied Biosystems, EUA) com 4
capilares de 50 cm. Os iniciadores ITS-5 (senso) e ITS-4 (anti-senso) foram
utilizados para sequenciar a regido + 600 pb e os iniciadores Sadir (senso) e S17
(anti-senso) foram utilizados para sequenciar a regiao 1500 pb. A concentracédo dos
iniciadores utilizados foi de 3,2 pmol.

Os cromatogramas obtidos do sequenciamento foram submetidos aos
programas Chromas Lite, versdo 2.01 e Bioedit para analise da qualidade das
sequéncias. As sequéncias validadas pelos programas foram pareadas as
depositadas no banco de dados de DNA do Genbank. Para validar as sequéncias a
ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) foi realizada. Apenas o0s
fragmentos com similaridade acima de 98% foram considerados “confiaveis” e

devidamente registrados.
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2.1.2 Peca Museolbgica ll: Obra de Portinari

2.1.2.1 Caracteristicas da obra de arte

A obra retrata o desenho de trés cabecas de indio e um outro desenho de
cabeca, esbocado ao fundo (Figura 29). Os desenhos foram feitos com carvao
sobre papel Kraft e ocupam quase a totalidade da area do suporte. Os indios estdo
com as cabecas voltadas 3/4 para a direita, dois a frente, lado a lado e o do centro
imediatamente atras com a face parcialmente encoberta pela cabeca a direita. Tem
rosto anguloso, cabelos lisos com franja cobrindo a testa, olhos puxados para cima,
nariz reto, labios carnudos fechados e queixo reto. No fundo, a esquerda, esboco de
parte de outra cabeca apenas sombreada. A tela continha suporte colado em tela.
Suas dimensfes sdao 99,5 cm de altura por 119 cm de largura e ndo apresenta

assinatura ou data. Encontrava-se na colecao do Museu Nacional.

Figura 29 - Obra "indios" de Candido Portinari

Fonte: PORTAL CANDIDO PORTINARI, 2019.
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2.1.2.2 Monitoramento e identificagdo microbiolégica por biologia classica e

molecular

A caracterizagdo da microbiota no ar da sala onde estava abrigada a obra foi
feita conforme procedimento ja descrito no item 2.1.1.3. As amostras foram
coletadas a cada metro cubico de espaco, um metro acima do chdo da sala, por 2
horas (Figura 30). A sala onde se encontrava a obra ndo apresentava qualquer tipo
de controle climatico e ambiental, por conter janelas abertas e incidéncia direta de
luz, além da entrada e saida de diversas pessoas por ser um espaco também
destinado a outros usos.

Algumas partes da tela em particular foram monitoradas, onde a
contaminacdo por fungos estava claramente presente, em superficies selecionadas
do quadro (Figuras 31 e 32). Depois de esfregar, os swabs contaminados foram

colocados dentro de 9,0 mL de agua salina 0,9% m/v.

Figura 30 - Sala onde estava abrigada a obra, fora de exposicao.

Fonte: A autora, 2018.
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Figura 31 — Regibfes selecionadas da obra onde foram realizadas as
coletas de material biolégico

Fonte: A autora, 2019.

Figura 32 — Procedimento de coleta das amostras com swab
-

Fonte: A autora, 2019.

A identificacdo filogenética dos fungos por biologia molecular foi realizada

utilizando-se os mesmos procedimentos descritos no item 2.1.1.5.

2.1.2.3 Irradiacdo das amostras com Césio 137

A instalagdo de irradiacdo do Instituto de Defesa Quimica, Bioldgica,
Radiolégica e Nuclear (IDQBRN) do Exército Brasileiro (EB), localizada no Centro
Tecnolégico do Exército (CTEX), € composta por um irradiador de pesquisas do tipo

cavidade de 19 toneladas conforme pode ser visto na Figura 32. Atualmente, suas
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fontes de '*’Cs com atividade de 43,2 KCi fornecem uma taxa de dose maxima de
1,45 KGy.h™ em duas camaras de irradiacdo retangulares de 68 cm de largura, 137
cm de comprimento e 20 cm de altura posicionadas acima e abaixo do plano da
fonte gama. A fonte gama consiste de vinte e oito placas paralelas espacadas,
duplamente encapsuladas contendo cloreto de césio 137. Além disso, um sistema
pneumatico permite que ndo somente a porta de acesso seja movimentada, mas
também as fontes, por meio de um painel de controle.

O mapeamento dosimétrico da camara, realizado anualmente, indica uma

homogeneidade da distribuicdo da taxa de dose com variagcdo em torno de = 3%.

Figura 33 — Vista frontal do irradiador gama do
IDQBNR com as portas abertas

x
Camara de irradiagdo inferior

. Camara de irradiagdo superior

Fonte: COSTA et al., 2022.

O tempo de irradiacdo foi crescente para estabelecer o limiar para cada
fungo. As irradiagbes foram feitas ap0s 14 dias de incubagédo, no Instituto de
Pesquisa e Desenvolvimento do Centro Tecnholdgico do Exército (IPD/CTExX) em
Guaratiba — RJ.

As placas foram acomodadas no irradiador em grupos, de forma a ocuparem
o espaco central da gaveta (Figura 34), obedecendo a altura maxima pré-
estabelecida de 7 cm, a fim de se obter uma menor incerteza na dose.

Em seguida, o irradiador foi fechado para que as amostras fossem

submetidas a irradiacio com uma fonte de Cs-137, nos diferentes tempos
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previamente calculados (Figura 35). O calculo do tempo de irradiacdo das amostras
foi efetuado por um programa baseado no mapeamento dosimétrico mais recente do
irradiador. A incerteza média no valor das doses, estimada com base nas dimensdes
das amostras e na distribuicdo de dose no interior do irradiador, foi de 5% (COSTA
et al., 2022).

Figura 34 — Amostras sendo acomodadas
no irradiador

Fonte: COSTA et al., 2022.

Imediatamente apds as sequéncias de irradiacdo, sendo o tempo de
exposicdo diretamente proporcional a dose desejada (Tabela 6), as amostras foram
recolocadas em caixas e retornadas ao laboratério, onde foram realizadas as
analises de monitoramento da viabilidade fungica. Assim, foram realizadas

irradiacfes pelo tempo necessario para se alcancar as doses propostas.



Figura 35 — Amostras prontas e tempo determinado
para iniciar a irradiacao

Fonte: COSTA et al., 2022.

Tabela 6 — Tempos de exposi¢cédo das amostras no irradiador

Tempo de irradiacéo (h)

Dose correspondente (KGy)

14 16
17 19
19 22

Fonte: A autora, 2019.

2.1.2.4 Repique dos fungos irradiados
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Os procedimentos para as analises de viabilidade foram efetuados 24h apés

as amostras terem sofrido as irradiacfes. Dessa forma, as espécies fangicas,

irradiadas com Césio 137 nas doses de 16kGy, 19 kGy e 22 kGy, foram inoculadas

em placas de Petri estéreis, contendo o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose, a

fim de verificar se em alguma dessas respectivas doses ocorreu resisténcia desses

microrganismos. ApOs a inoculagdo, as placas de Petri foram acondicionadas em

camara de germinacdo por sete dias a 25°C. Apds esse periodo, foi feita a

observacdo do crescimento fungico. Nos casos em que ndo foi observado um
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crescimento poés-irradiacdo na area da colbnia, considerou-se que a ela sofreu

inativacao em virtude desse processo.

2.2 Parte Il - Emprego de técnica ndo destrutiva de anélise em documentos
contendo tintas ferrogéalicas.

2.2.1 Utilizacdo da fluorescéncia de Raio X (FRX) para semi-quantificacdo e

qualificacdo da tinta ferrogalica.

2.2.1.1 Confecc¢dao das tintas ferrogalicas

As tintas ferrogalicas foram preparadas para a avaliacdo do grau de oxidacao
que elas podem sofrer com o tempo, quando aplicadas em suportes de papel,
devido a presenca de dois distintos tipos de taninos: hidrolisavel (Castanheiro
KPN,Tanac) e condensado (Weibull,Tanac) em sua composi¢céo. O preparo ocorreu
em diferentes concentracfes: estequiométrica e com excesso de ferro e com os dois
tipos de tanino separadamente. Essas escolhas para a realizacdo do experimento
buscaram seguir a falta de uma padronizacdo no preparo das tintas ferrogalicas que
havia no passado onde, de forma artesanal, eram produzidas sem preocupacao e
conhecimento estequiométrico. Além disso, foram adicionados goma arabica e
etanol em concentracfes iguais para todas as tintas produzidas. A Tabela 7

apresenta as quantidades utilizadas nas prepara¢des das tintas estudadas.

Tabela 7 — Preparacdes das tintas.

Preparacées FeS0,.7H,0 (g) Tanino™ (g) | G. Arabica(g) | Etanol (mL)

Quantidade 5,0
. . 1,0 55 2,0
estequiométrica

Em excesso 10,0 55 2,0 5,0

Legenda: 'Tintas produzidas com tanino vegetal hidrolisavel (Castanheiro KPN, Tanac); “Tintas
produzidas com tanino vegetal condensado (Weibull, Tanac)
Fonte: A autora, 2020.
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A razéo entre sulfato ferroso e tanino (acido tanico) foi investigada por
NEEVEL (1995) e foi constatado, depois de uma analise de 104 receitas antigas, em
gue a razdo era de aproximadamente 5,5 para 1.

As tintas foram preparadas em temperatura ambiente e ficaram expostas ao
ar atmosférico por 24 horas para intensificar a cor devido a formagédo gradual do
complexo. Depois da preparacao, as tintas foram mantidas em frasco de vidro ambar

fechado, em temperatura ambiente.

2.2.1.2 Impregnacao das amostras de papéis acidos e alcalinos

As amostras de papéis acidos e alcalinos (papel Whatman), de 0,5 x 6,0 cm
de largura por comprimento, foram impregnadas com as tintas ferrogalicas de
diferentes composi¢des, com o auxilio de um pincel, apenas em uma das faces dos
papéis. Apds a impregnacao das tintas nas amostras, as mesmas foram submetidas
ao envelhecimento artificial acelerado durante cinco dias, em estufa a 100°C, para
estimular o processo oxidativo do ferro, buscando simular condicbes que ocorrem no
processo de envelhecimento natural. Esse procedimento de envelhecimento artificial
seguiu as normas estabelecidas em outros estudos ja realizados (COSTA et al.,
2014; COSTA et al., 2013). Ap6s esse procedimento, as amostras foram

encaminhadas para analise por fluorescéncia de raios-X.

2.2.1.3 Fluorescéncia de raio-X nas tiras de papel

Os papéis acidos e alcalinos impregnados com tintas ferrogalicas foram
amostrados, em ensaios ndo destrutivos, visando avaliar a presenca de elementos
quimicos constituintes do papel e da tinta, através da técnica de fluorescéncia de
raios-X. Nos testes analiticos, foi empregado o Espectrometro Genius 5000 XRF,

produzido pela Skyray, que é empregado para a analise ndo destrutiva de materiais,
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visando avaliar sua composicao quimica fundamental. Este equipamento € capaz de
fazer a medicdo da composicao percentual de até 80 elementos quimicos da tabela
periodica, com precisdo de até 0,05% com avaliagdo dos elementos num prazo
médio de apenas 30 segundos. Neste estudo foi utilizado um tempo de 20

segundos, operando a 38 kV e 0,5 mA, para cada tira de papel analisada.

Figura 36 — Espectrometro portatil Genius 5000
XRF com tela de cristal liquido.

Fonte: A autora, 2020.

2.2.1.4 Tratamento quimico com fitato de calcio para remocao de ferro em excesso

Apbés a etapa de fluorescéncia de raio-X, as amostras passaram pelo
processo de tratamento com fitato de calcio, para a retirada do ferro em excesso
presente na superficie dos papéis. O fitato € um agente quelante natural, com o
poder de ocupar os sitios de coordenagdo do metal, precipitando-o e evitando que

ele figue livre para reagir com hidroperéxidos. Para a preparacéo do fitato de calcio,
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foram utilizados o &cido fitico e o carbonato de calcio, conforme apresentado na
Tabela 8.

Tabela 8 - Composicao quimica da solucao de fitato

Acido fitico(mL) CaCOs (g) | Agua (L)
0,875 0,22 1,0
Fonte: A autora, 2020.

A solucao de fitato de calcio preparada foi distribuida em tubos de vidro de
25 mL cada. As tiras de papel foram entdo imersas nessa solucédo por 15 minutos,
sob temperatura ambiente e sem agitagdo. Em seguida, as tiras de papel foram
retiradas da solucdo de fitato e deixadas sob a bancada em temperatura ambiente
para secarem. Depois de secas, as amostras foram novamente envelhecidas
artificialmente e, mais uma vez, analisadas por fluorescéncia de raio-X para verificar

o conteuldo de ferro presente na amostra apés o tratamento com o fitato.
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3 RESULTADOS

3.1 PARTE | - Biodeterioracdo de pecas museoldgicas

3.1.1 Peca museoldgica I: Trono Imperial (Museu Imperial)

Os principais resultados, distribuidos por local de coleta, conforme ja
indicados anteriormente na Figura 28, encontram-se apresentados nas Tabelas 9 e
10. E importante ressaltar que o monitoramento dos fungos foi realizado apenas no
ar do ambiente de exposicdo onde se encontrava o Trono, tanto para a coleta 1
(antes dos procedimentos de restauro) quanto para a coleta 2 (apdés os
procedimentos de restauro, ou seja, 1 ano depois da coleta 1). Ja para as bactérias,
0 monitoramento foi mais abrangente e detalhado uma vez que foi realizado tanto no
ar quanto em partes selecionadas do objeto, na coleta 1 e na coleta 2. A razao
dessa escolha se deve ao fato de que a literatura ja reporta, em diversos trabalhos,
a atuacdo dos fungos e sua recorréncia nas agoes biodeteriorantes em pecas de
museu. No entanto, pouco se reporta sobre as bactérias e suas acdes no estudo da

biodeterioracao.

Tabela 9 - Fungos e bactérias encontrados no ambiente de exposicao (ar) do
Trono Imperial de d. Pedro 1.

FUNGOS BACTERIAS

Coletal Coleta 2 Coletal Coleta 2
Cladosporium oxysporum - Kocuria sp. -
Cladosporium sp.* Pseudomonas sp. -
Penicillium toxicarum - Arthrobacter sp. -
Eutypella sp. - Staphylococcus sp. -
Massarina sp. - Microbacterium sp.

Penicillium brevicompactum - Curtobacterium sp. -
Phaeosphaeriopsis - Bacillus sp. -

Ochroconis sexualis -

Pseudocercospora norchiensis -
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Pestalotiopsis disseminata -

Pestalotiopsis sp. -

Arthrinium arundinis -

Aureobasidium sp. -

Cladosporium cladosporioides

Porostereum crassum -

- Absidia sp.

- Alternaria brassicicola

- Aspergillus sp.

- Curvularia sp.

- Epicoccum nigrum

- Periconia byssoides

Legenda: Coleta 1: antes das intervencgdes de restauro e higienizagéo.

Coleta 2: depois das intervencdes de restauro e higienizacéo.

*Microrganismos ressaltados em sombreado foram encontrados nas duas coletas.
Fonte: A autora, 2019.

Dos resultados apresentados pode-se levantar uma série de informacdes
acerca da ocorréncia de fungos e bactérias no ambiente de guarda e exposi¢cao do
trono Imperial bem como de partes especificas do objeto museoldgico. A primeira
conclusao que se pode tirar tem relacdo com a ocorréncia consideravelmente maior
de fungos, em comparag¢do com a ocorréncia de bactérias, antes do procedimento
de limpeza da area e restauracao do Trono, fato enfatizado também por outros
autores (LAVIN et al., 2016).
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Tabela 10 — Bactérias encontradas no Trono Imperial de d. Pedro Il e na
cortina do entorno

Coleta l Coleta 2

Cortina do entorno do Trono Imperial

Kocuria sp. -

Braco direito do Trono Imperial

Kocuria sp. Staphylococcus sp.

Pseudomonas sp. Roseomonas sp.

Braco esquerdo do Trono Imperial

- Staphylococcus sp.

- Quadrisphaera sp.

- Deinococcus sp.

Parte central do Trono Imperial

Sinomonas sp. Deinococcus sp.

- Dermacoccus sp.

Legenda: Coleta 1: antes das intervengfes de restauro e higienizagao.
Coleta 2: depois das intervencdes de restauro e higienizacéo.
Fonte: A autora, 2019.

Antes da restauracdo, ou seja, na coleta 1, foram identificadas 15 espécies
fungicas no ar (entorno do trono) e 10 espécies bacterianas, sendo 7 no entorno do
Trono (ar) e 3 em partes selecionadas da peca. Uma vez que houve a restauracao
do Trono, com substituicdo de muitos materiais (tecidos, pequenas pecas metalicas,
adornos dourados, etc.), seguida de uma higienizacdo da area de exposicao, o
monitoramento, entdo realizado no entorno do trono (ar), indicou na coleta 2 a
presenca de 8 espécies fungicas (sendo 2 delas reincidentes) e 1 espécie bacteriana
(reincidente). Pode-se concluir que o procedimento de higienizacao e restauracao foi
bastante efetivo para reducéo da carga microbiana, prevenindo a recontaminacéo do
ambiente. Houve uma reducao percentual da ordem de 47% para os fungos. Ja para
as espécies bacterianas, a reducédo foi da ordem de 85%. Esses resultados podem
ser uma indicacdo da maior resisténcia fungica a permanéncia no ambiente, em
comparacdo com as bactérias, explicando até o fato de se haver, na literatura
reportada, uma maior incidéncia de trabalhos que buscam métodos efetivos de
descontaminacao fungica.

Uma avaliagdo mais criteriosa dos fungos identificados no ar onde o Trono
Imperial encontra-se alocado mostrou a reincidéncia de duas espécies

(Cladosporium sp. e Cladosporium cladosporioides) apés os procedimentos de
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higienizacdo. Isto € uma constatacdo de que algumas espécies fungicas devem ser
tipicas da regido, podendo até ser removidas por algum tipo de higienizagdo, mas
qgue facilmente voltam a colonizar o ambiente. O género Cladosporium constitui-se
num dos maiores problemas para os museus, arquivos e bibliotecas devido a sua
facil disseminacdo e alta atividade celulolitica. Com relacdo ao género Absidia,
STERFLINGER (2010) relaciona o género como potencialmente biodegradador
devido a sua elevada carga enzimatica.

Fazendo a mesma avaliacdo para os grupos bacterianos no ar, pode-se
verificar (Tabela 9) que na Coleta 1 foram identificadas 7 espécies bacterianas e na
Coleta 2 apenas 1 espécie bacteriana, sendo que esta, Microbacterium sp., também
ja havia sido identificada na Coleta 1, ou seja, foi reincidente. Bactérias do género
Microbacterium sao relacionadas a casos clinicos e nao ha uma clara definicdo do
seu potencial biodegradador para elementos do patriménio historico, sendo
reportada sua origem em ambientes naturais (FUNKE et al., 1995).

Na cortina alocada atrds do Trono Imperial, na Coleta 1 foi identificada
apenas uma espécie de bactéria (Kocuria sp.) que na coleta 2, ndo reapareceu.

Pensando agora no monitoramento feito diretamente com auxilio de swab no
objeto museolégico, pode-se verificar que no braco direito do Trono foram
identificadas na Coleta 1, duas bactérias (Kocuria sp. e Pseudomonas sp.). Ja na
Coleta 2 foram identificadas Staphylococcus sp. e Roseomonas sp. espécies até
entdo ndo identificadas.

No braco esquerdo do Trono foram identificadas bactérias somente na
Coleta 2, sendo elas dos géneros Staphylococcus sp., Quadrisphaera sp. e
Deinococcus sp.

Na parte central do Trono Imperial, na coleta 1 estava presente apenas
bactérias da espécie Sinomonas sp., enquanto que na coleta 2, foram identificadas
duas novas espécies, Deinococcus sp. e Dermacoccus sp.

O que chama atencdo para estes dados é o fato de ter-se observado
recontaminacdo do ambiente e da pe¢a museoldgica por novas bactérias. Na coleta
2 foram identificadas varias bactérias, sendo que 6 dessas bactérias ndo estavam
presentes na coleta 1, efetuada antes da restauracdo e higienizacdo do espaco
expositivo. Conclui-se, portanto, que as bactérias podem representar um risco

hY

potencial do ponto de vista da biodegradacédo, devido a sua persisténcia e/ou
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reincidéncia no ambiente e facilidade de disseminacdo tanto quanto os fungos
filamentosos.

Dentre essas espécies contaminantes ressaltam-se a Microbacterium sp. e
Staphylococcus sp.. A Microbacterium sp., de origem ambiental, relaciona-se com
casos clinicos. Ja a Staphylococcus sp. € tipica de contaminacdes de alimentos. A
questdo é que houve a reincidéncia de ambas j& que foram encontradas em duas
coletas distintas, efetuadas na mesma época do ano, porém com intervalo de um
ano, tanto no ar quanto em partes do trono. Isso alerta para estudos futuros no
sentido de compreender o papel dessas espécies em ambientes de museu. Ambas
provavelmente estdo associadas a acdes de manuseio durante o processo de
restauracdo (SANMARTIN et al., 2018; SCHLOCCHI et al., 2017). Isso ¢é
comprovado pelo fato de que a partir de um total de 8 géneros bacterianos
identificados em trés locais distintos (ar, cortina e trono), 7 estavam no ar, 3 estavam
em partes do trono Imperial e 1 estava na cortina, sendo que 1 desses géneros
estava simultaneamente no ar, no Trono e na cortina (Kocuria sp.) e a outro género
(Pseudomonas sp.) estava simultaneamente no ar e no braco do trono, conforme
dados da coleta 1 apresentados nas Tabelas 8 e 9. Observando os resultados
obtidos a partir da coleta 2, ou seja, obtidos apés os procedimentos de higienizacédo
e restauracdo, de um total das 7 bactérias identificadas, apenas 1 estava presente
no ar enquanto que 6 estavam presentes no Trono. Isso leva a constatar que a
contaminacao do ar parece ter sido o veiculo para a contaminacdo do Trono Imperial
antes dos procedimentos de higienizacao e restauro mas que, apés a restauracao, a
manipulacdo do objeto museoldgico conduziu a uma nova contaminacao bacteriana,
como visto nos dados da coleta 2 e como ja foi abordado no texto.

As Figuras 37 e 38 apresentam as caracteristicas macroscopicas e
microscoépicas das bactérias cultivaveis encontrados no ambiente de exposicao (ar)
e em partes selecionadas do Trono Imperial de D. Pedro Il
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Figura 37 — Bactérias sequenciadas coletadas, antes do processo de restauro,
no ar e em partes selecionadas do Trono Imperial de D. Pedro Il

Kocuria sp.

Arthrobacter sp.

Staphylococcus sp.

Curtobacterium sp.

Microbacterium sp.

Bacillus sp.

Legenda: Esquerda: aspeto colonial; Direita: aspecto microscopico.
Fonte: A autora, 2019.

No caso das bactérias, apenas o género Microbacterium sp. repetiu-se nas
coletas realizadas no mesmo local (ar) em datas diferentes (1 ano de intervalo). Em

relacdo aos fungos, as espécies Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sp.
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permaneceram presentes mesmo apos a limpeza, apesar de novas espécies terem
surgido. Isso indica que a ocorréncia de espécies em areas de exposicdo é
parcialmente ciclica, requerendo procedimentos de conservagcdo preventiva
permanentes. Os microrganismos identificados no Trono apresentaram uma relagéo
muito coerente com o tipo de ambiente em que o trono fora exposto até entdo. No
entanto, a manipulacdo de objetos durante procedimentos de restauracdo e/ou

higienizacdo faz com que géneros novos possam aparecer apos tais procedimentos.

Figura 38 — Bactérias sequenciadas, coletadas apds o processo de restauro
no ar e em partes selecionadas do Trono Imperial de D. Pedro Il

Roseomonas sp.

Quadrisphaera sp.

Deinococcus sp.

Dermacoccus sp.

Staphylococcus sp.

Microbacterium sp.

Legenda: Esquerda: aspeto colonial; Direita: aspecto microscopico.
Fonte: A autora, 2019.
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As Figuras 39 e 40 revelam as caracteristicas macro e microscopicas de

alguns dos fungos isolados do ambiente (ar) onde estava abrigado o Trono, antes e

apos o processo de higienizacéo e restauro.

Figura 39 — Fungos coletados (ar), antes do processo de restauro.

Cladosporium oxysporum

Cladosporium sp.

1

Penicillium toxicarium

Nao disponivel

1

Eutypella sp.

Nao disponivel

Massarina sp.

Penicillium brvicompactum

Phaeosphaeriopsis sp.

Ochroconis sexualis

Pseudocercospora norchiensis

Pestalotiopsis disseminata

Pestalotiopsis sp.

Arthrinium arundinis

ROREREEE
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Cladosporium cladosporioides

i
:

Legenda: Esquerda: aspeto colonial; Direita: aspecto microscopico.
Fonte: A autora, 2018.

Figura 40 — Fungos coletados (ar), ap0s o processo de restauro

Cladosporium cladosporioides

Absidia sp.

Alternaria brassicicola

Aspergillus sp.

Curvularia sp.

Epicoccum nigrum

Periconia byssoides

d

Legenda: Esquerda: aspeto colonial; Direita: aspecto microscopico.

Fonte: A autora, 2018.

Dados da literatura publicada embasam as conclusdes tiradas até o momento.
PRINCIPI et al. (2011) trabalhando com um Codex de Leonardo da Vinci
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identificaram a presenca de fungos filamentosos por técnicas moleculares,
observando também uma contaminag¢do bacteriana, associada aos materiais do
ché@o do repositorio bem como bactérias tipicas da pele humana. Isso serviu como
alerta para a necessidade de monitoramento permanente e mudancas na forma de
manuseio dos documentos.

Analogamente MICHAELSEN et al. (2010) trabalharam com um antigo
manuscrito, também identificando uma grande diversidade de culturas bacterianas,
sendo muitas delas com natureza celulolitica, 0 que seria um grande problema no
caso do Trono Imperial, devido a sua estrutura de madeira e tecido,
fundamentalmente.

A avaliacdo da acdo potencial destas bactérias sobre partes estruturais
(celulose de tecidos, madeira, tintas, pigmentos) do Trono Imperial requer uma
investigagdo mais profunda, uma vez que testes de susceptibilidade aos
componentes devem ser efetuados em auséncia de outras fontes de carbono.

Uma avaliacdo um pouco mais aprofundada sobre alguns dos géneros
encontrados esta descrita nos paragrafos a seguir, ndo levando-se em consideracéo
somente questdes relacionadas a suas estruturas superficiais (testes de Gram) ou
ocorréncia no ambiente.

A caracterizagdo de bactérias aerdbias cultivdveis, isoladas da janela de vidro
histérica "Nativita" na Catedral de Florenca, construida entre 1443 e 1444 foi
realizada por MARVASI et al. (2009). Cepas microbianas de quatro dos 25 painéis
da "Nativita" foram isoladas em ocasiao de um recente tratamento de conservacgao,
devido a presenca de varios tipos de crostas. Uma variedade de microrganismos,
incluindo liquens, fungos e bactérias foram identificadas. As bactérias presentes na
janela histérica foram caracterizadas através de técnicas microbiolégicas classicas e
moleculares. As técnicas classicas como microscopia e investigacdes fisioldgicas
mostrou que bactérias Gram positivas e bacilos foram dominantes, em concordancia
com o observado no presente trabalho.

SANTOS et al. (2009) ressaltam a necessidade de se buscar espécies
bacterianas em pecas do Patrimonio Cultural, em detrimento da busca disseminada
por fungos deteriorantes. A questdo, ressaltada pelos autores, € que a maioria das
bactérias presentes nesses ambientes ou pecas museoldgicas sdo de natureza néo
cultivavel, requerendo avancadas técnicas microbiolégicas para completa

caracterizacao da flora dominante.
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SUIHKO et al. (2007) retirou vinte amostras de superficies interiores e
exteriores de monumentos de pedra de seis edificios historicos escoceses em
ruinas. Os biofilmes em desenvolvimento nos substratos minerais foram analisados
por microscopia eletrénica de varredura in situ e cultivados por técnicas tradicionais
e de biologia molecular. Os géneros Pseudomonas, Arthrobacter e Deinococcus
foram tipicas para as amostras ao ar livre, enquanto que espécies de Pseudomonas
foram comuns nas amostras de interiores.

Espécies fungicas hialinas de Acremonium ocorreram principalmente em
amostras de interior, enquanto as espécies pigmentadas de Cladosporium,
Penicillium e Phialophora foram encontrados ao ar livre. Os fungos filamentosos séo
conhecidos, principalmente, por serem responsaveis pela decomposicdo de
materiais de madeira. O fungo Cladosporium cladosporioides é difundido na
natureza e 0S seus esporos sao comuns em ar, justificando a sua reincidéncia e
persisténcia em ambientes de museus especialmente no outono, quando eles
podem provocar reacdes alérgicas em seres humanos.

Estudos sobre a otimizacdo das condicbes de desinfeccdo utilizando
nanoparticulas de prata em objetos museolégicos foram realizados por
GUTAROWSKA et al. (2012). As analises da contaminacdo microbiana de ar e
superficies em seis museus e arquivos diferentes foram realizadas na Polénia. Os
resultados mostraram que os fungos mais comuns, que contaminam museus e
arquivos foram Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Alternaria, Mucor, Rhizopus,
Trichoderma, Paeciliomyces, Aureobasidium, Botrytis e Chrysonila; e a bactéria
Bacillus.

Microbacterium, Staphylococcus, Pseudomonas e Dermacoccus foram
algumas das bactérias encontradas por sequenciamento do gene 16S rRNA no
trabalho realizado por SAARELA et al. (2004) na caracterizacdo da microbiota
heterotréfica em amostras superficiais e no ar das catacumbas romanas de S&o
Calisto e Santa Bomitilla. Estas informacdes corroboram com o que se encontrou no
presente trabalho, em relacdo a uma elevada diversidade de espécies bacterianas e
fungicas.

WANG et al. (2012) estudaram a diversidade e dinamica sazonal de bactérias
no ar, nas Grutas Mogao (Dunhuang, China). O objetivo foi analisar a composi¢ao
filogenética da comunidade bacteriana no ar utilizando uma abordagem molecular

dependente da cultura. Os genes 16S rRNA foram amplificados diretamente dos
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micro-organismos isolados. Um total de 19 géneros de bactérias foi identificado
entre os 49 tipos de sequéncias bacterianas. As bactérias predominantes foram
Janthinobacterium  (14,91%), Pseudomonas (13,40%), Bacillus (11,25%),
Sphingomonas (11,21%), Micrococcus (10,31%), Microbacterium (6,92%),
Caulobacter (6,31%), e Roseomonas ( 5,85%). A distribuicdo de varias bactérias foi
afetada principalmente por parametros climaticas e atividades humanas. Essas
descobertas sugerem que a abertura deste Patrimoénio Cultural para os visitantes
deve ser controlada e que a manutencédo de condi¢cBes climéticas naturais ajudaria
na conservagao.

As bactérias Arthrobacter, Bacillus, Kocuria e Roseomonas, dentre outras
espécies, foram isoladas de pinturas de murais danificados do timulo de Servilia
(necrépole de Carmona, Sevilha, Espanha), esculpido em rocha de calcarenito, no
estudo realizado por Heyrman e Swings (2001). As cepas selecionadas,
representativas de diferentes grupos de isolados, foram analisadas por sequéncia de
16S rDNA.

Em se tratando das espécies fungicas identificadas neste trabalho, existem
diversos estudos na literatura que relacionam a presencga desses microrganismos
aos danos verificados em Patriménio Cultural.

Para evitar danos por fungos em objetos de madeira, KIM et al. (2016)
investigaram a diversidade de fungos existentes nesses bens de relevancia historica.
Os fungos no ar foram isolados duas vezes na primavera (marco) € no verao
(agosto), utilizando o método de sedimentacdo espontanea e foram identificados
utilizando técnicas morfolégicas e moleculares. Houve diferencas na diversidade de
fungos, dependendo da localizacdo geogréafica, das condi¢cdes climaticas e do
estado aberto ou fechado de um edificio. Dentro do total de 671 fungos isolados, as
espécies Arthrinium phaeospermum, Aureobasidium pullulans, Cladosporium
cladosporioides, Eutypella sp., Penicillium sp. e Phaeosphaeriopsis triseptata
estavam presentes, alguns dos quais também encontrados no Trono Imperial ou no
seu ambiente de exposigao.

COUTINHO et al. (2015) relataram a ocorréncia dos fungos Arthrinium sp.,
Aureobasidium pullulans, Cladosporium sp., Penicillium sp. e Pestalotiopsis sp. em
sua grande maioria em tijolos e ceramicas esmaltadas. Também, ORTIZ et al. (2014)
estudou igrejas histéricas no Chile, construidas em madeira entre os anos de 1700 e

1800, constituindo-se num conjunto tombado pela UNESCO, onde os problemas de
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biodeterioragdo sao claramente observados, particularmente devido a natureza
celulésica das construcdes, da mesma forma que toda a estrutura do Trono Imperial,
abaixo dos tecidos que o recobrem parcialmente.

RUGA et al. (2015) investigaram a qualidade do ar na cripta da Basilica de
Sao Pedro, em Perugia (Italia) através de diferentes metodologias, como indicativo
do nivel de contaminac&do do meio ambiente. Os géneros Aureobasidium, Arthrinium,
Cladosporium e Penicillium estavam presentes nas amostras de ar coletadas. A
analise qualitativa do componente fungico no ar permitiu a determinacdo de
diferentes géneros de fungos existentes, tanto no interior da cripta quanto no
ambiente externo. A analise quantitativa demonstrou distribuicdes heterogéneas de
esporos e diferentes concentracdes de pico nas areas estudadas.

DOCAMPO et al. (2011) estudaram o teor de esporos da atmosfera da
Caverna de Nerja, uma cavidade que se constitui numa importante atracdo turistica
situada na costa oriental de Malaga (sul da Espanha), durante um periodo
ininterrupto de quatro anos (2002-2005). Na atmosfera da caverna foram detectados
72 tipos de esporos diferentes durante o periodo estudado e a concentracdo média
diaria de até 282.000 esporos/m® foi alcancada. Aspergillus/Penicillium foram os
tipos de esporo mais abundante com uma percentagem média anual de 50% do
total, seguido por Cladosporium. Outros géneros presentes no trabalho atual foram
identificados na obra de DOCAMPO et al. (2011), tais como Arthrinium e Massarina.
A origem dos esporos dos fungos encontrados dentro da caverna foi discutida com
base nas concentracdes do interior/exterior e no comportamento sazonal observado.

Em um estudo aerobiolégico realizado por PORCA et al. (2011), sobre salas
selecionadas de diversas cavernas espanholas e francesas com pinturas rupestres,
Arthrinium sp., Cladosporium sp., Penicillium sp., Aureobasidium pullulans e
Ochroconis sp. foram, novamente, alguns dos diversos fungos identificados.

Outro trabalho sobre pinturas rupestres, na caverna de Lascaux, na Franca,
foi desenvolvido para detectar e quantificar a espécie Ochroconis lascauxensis.
MARTIN-SANCHEZ et al. (2013) verificaram que este fungo é o agente causal
principal das manchas negras que ameacam as pinturas paleoliticas deste
Patriménio Mundial da UNESCO. O ensaio de PCR em tempo real especifico e
sensivel foi util para quantificar a presenca de O. lascauxensis nas manchas sobre
as paredes, sedimentos e ar da cavidade. Os resultados confirmaram a associagao

desse fungo com as manchas pretas e sua ampla disseminacdo em todos os
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compartimentos da caverna. Outras 13 espécies de fungos frequentemente isoladas
de cavernas foram detectadas, dentre elas, as espécies Cladosporium sp. e
Penicillium comune.

Em suma, qualquer que seja a peca museoldgica ou o documento arquivistico
ou bibliografico, seremos defrontados por uma grande diversidade de fungos e
bactérias, potencialmente nocivos as pecas. Microrganismos ambientais tendem a
ficar dormentes por varios meses ou anos, aguardando condi¢cdes climatologicas
adequadas e disponibilidade nutricional para sua multiplicacdo e principio de
biodeterioracdo. O que se conclui do presente trabalho é que ha informacdes bem
sistematizadas sobre ocorréncia fangica em pecas do Patriménio Historico, tais
como o Trono Imperial. No entanto, o que se observou foi uma diversidade
bacteriana tdo representativa quanto a diversidade fungica, esta ultima amplamente
documentada na literatura. Cabe, em investigagoes futuras, direcionar esforgos para
a pesquisa sistematizada dessa ocorréncia bacteriana. Por estarem presentes
nestes ambientes e suportes é porque encontraram condicbes ambientais
adequadas e disponibilidade de fontes nutricionais. PINAR et al. (2015) estudaram
um manuscrito em pergaminho identificando a presenca de bactérias, na sua maioria
nao cultivaveis, e oriundas da pele humana. No entanto, em acordo com o presente
artigo, a alta diversidade fangica parece mascarar a atividade bacteriana. Dessa
forma, antes de pensar sobre a biodeterioracdo do Patrimbnio Cultural, esforcos
devem ser direcionados para uma conservacao preventiva que efetivamente impeca
a multiplicidade de espécies bacterianas e fungicas que aguardam silenciosamente

0 momento de iniciar sua atividade destrutiva.

3.1.2 Peca museoldgica ll: Obra de Candido Portinari (Museu Nacional)

Foram encontrados diversos fungos nas trés regifes selecionadas para a
coleta das amostras: no ar da sala onde se encontrava o quadro, sobre o desenho
no quadro e no tecido suporte do quadro.

Um total de 17 fungos foram isolados, correspondentes a 11 diferentes

géneros e 13 diferentes espécies. A Tabela 11 apresenta os resultados da
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distribuicdo das espécies e géneros fangicos obtidos de cada regido de
amostragem.

A identificacdo dos fungos foi realizada a partir da técnica de biologia
molecular desenvolvida a partir da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), com o
sequenciamento do DNA. Para esta finalidade, o marcador molecular utilizado foi o
sequenciamento da regido ITS (Internal Transcribed Spacer). Este separa 0os genes
18S e 28S do rDNA. Primers especificos foram posicionados nestas regides (ITS 4 e
ITS 5). Por essa regido ser altamente conservada intraespecificamente, embora
variavel entre diferentes espécies, é possivel fazer a distincdo ao nivel especifico
(FUNGARO, 2000). Dessa forma, apés a obtencdo do DNA genbémico dos isolados
fungicos e posterior sequenciamento da regido ITS5 e ITS4, alguns isolados
fungicos foram identificados por analise de similaridade com o banco de dados

(National Center for Biotechnology Information - NCBI).

Tabela 11 — Géneros e espécies isoladas e identificadas

Ar da sala Desenho Borda do tecido
Aspergillus aculeatus Cladosporium xanthochromaticum Cladosporium perangustum;
Rhizopus sp. Cladosporium cladosporioides Penicillium sp.
Fusarium equiseti Penicillium sp. Cladosporium halotolerans;
Penicillium sp. Pestalotiopsis sp. Curvularia lunata;
Cladosporium Arthrinium marii Cladosporium tenuissimum;
subuliforme
Daldinia eschscholtzii Cladosporium xanthochromaticum
Nigrospora sp. Rhizopus sp.
Curvularia lunata Periconia macrospinosa,;
Cladosporium sp. Penicillium raistrickii

Cladosporium sp.

Fonte: A autora, 2018.

3.1.3 Viabilidade dos fungos apdés a radiacdo gama

Apbs a irradiacdo dos fungos, realizou-se o teste de viabilidade microbiana a

partir da andlise do crescimento dos mesmos nas condi¢des de cultivo normais. A
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maioria dos microrganismos nao apresentou viabilidade a partir da primeira dose de
radiacao a que foram submetidos, ou seja, 16 kGy, sendo classificados, entdo, como
inativos. Essa viabilidade foi verificada pela existéncia ou ndo de crescimento
microbiano apos ter sofrido a irradiacéo.

De todos os fungos isolados que foram submetidos a radiacdo gama, apenas
0S que estdo apresentados na Figura 41 foram resistentes a dose de radiacdo de

16kGy ja que ainda apresentavam crescimento mesmo apos terem sofrido

irradiacao.

Figura 41 — Imagens apresentando 0s apectos macroscopicos e
microscopicos dos fungos isolados e identificados que
foram resistentes a irradiacao de 16 KGy

Aspecto macroscopico Aspecto microscépico Fungo

Nigrospora sp.

Curvularia

lunata

Cladosporium

halotolerans

Penicillium

sp.
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Cladosporium sp.

Fonte: A autora, 2019.

Alguns fungos apresentaram resisténcia a irradiacado apresentando viabilidade
ainda na dose de 16 kGy. Sendo assim, ao serem submetidos a doses maiores, ou
seja, de 19 kGy e de 22 kGy, novos testes de viabilidade foram realizados e os

resultados obtidos encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12 — Viabilidade fungica apés irradiacao

Fungo 16 kGy | 19kGy | 22 kGy
Nigrospora sp. © X X
Curvularia lunata © X X
Cladosporium halotolerans @) ®) X
Penicillium sp. © X X
Cladosporium sp. © © X

Legenda: © : Ainda ativos (viaveis); x: inativos
Fonte: A autora, 2019

As Figuras 42, 43 e 44 apresentam as imagens relacionadas a presenca de
viabilidade fungica apés terem sido submetidos a irradiacdo de 16 KGy mostrando,
dessa forma, o crescimento das espécies que foram tolerantes a radiagdo. Pode-se

observar que a maioria deles apresenta uma coloracdo escura.



Figura 42— Imagem da presenca de viabilidade fungica apos a
irradiacdo de 16 KGy

Legenda: a esquerda: Nigrospora sp. e a direita Curvularia lunata
Fonte: A autora, 2019.

Figura 43 — Imagem da presenca de
viabilidade fungica da
espécie Cladosporium sp.
apos a irradiacédo de 16 KGy

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 44 — Imagem da viabilidade fungica da espécie Penicillium sp.
(a esquerda) e da espécie Cladosporium sp. (a direita)
apos a irradiacdo de 16 KGy e 19 KGy, respectivamente

Fonte: A autora, 2019

Os resultados obtidos apresentam os géneros e as espécies encontrados na
obra de Portinari (Tabela 11) que sdo muito comuns em museus e salas de
armazenamento. Em climas moderados ou umidos, as comunidades fungicas estéo
dominadas pelos hifomicetos incluindo espécies de Alternaria, Cladosporium,
Epicoccum, Aureobasidium e Phoma. Penicillium, Aspergillus, Fusarium, entre
outras, também sdo sempre encontradas em livros, pergaminhos e pinturas
(STERFLINGER, 2010). A mera presenca de certas espécies de fungos
contaminantes pode representar, por si s, uma ameaca para a saude e para a
conservagcdo do patriménio cultural. Por exemplo, Alternaria alternata,
Aureobasidium pullulans, C. globosum, C. cladosporioides, P. corylophilum,
Penicillium crustosum, P. crysogenum, P.olsonii e P. oxalicum, sdo considerados
como potenciais agentes patogénicos (CARVALHO et al., 2018).

O desenvolvimento de fungos em museus é intimamente determinado pelo
clima interior, pela quantidade de nutrientes disponiveis e também pelo intervalo de
limpeza do museu. O clima interno como indicado pela temperatura, umidade
relativa e pela umidade especifica € o fator mais importante para o crescimento
fungico. Em salas de armazenamento onde a umidade é maior que 70% por um
periodo de muitas semanas ou meses, uma grande diversidade flungica pode se
estabelecer sendo 55% o limite para o crescimento fungico. Assim, o controle
climatico deve ser ajustado para valores abaixo disso ja que fungos que sédo
capazes de sobreviver a umidade relativa de 55% sao raros e restritos a ambientes
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extremos. Instituicbes como museus, galerias, bibliotecas e arquivos séo fortemente
advertidos para garantir condicbes de temperatura e umidade 6timas de forma a
manter suas colecdes baseadas em matéria organica, livres de prejuizos mecéanicos
e de biodeterioracdo (STERFLINGER, 2009). Entretanto, foi realizado o registro da
umidade relativa onde a obra estava armazenada e verificou-se que, apesar da
umidade relativa do dia estar em 64%, na sala onde a obra estava salvaguardada
nao havia controle de UR, nem de temperatura e nem de luminosidade. Tais
condicbes podem ter agravado a contaminacdo e a proliferacdo fangica
desordenada e imprevisivel. Como ja foi reportado, até quando se mantém a UR em
torno de 60%, as cole¢Bes ndo estéo livres de contaminacéo e proliferagédo fangica.
A condensacao da agua ocorre em superficies frias até quando estdo em baixa UR,
e isto representa oportunidade de crescimento para diferentes espécies fungicas,
uma vez que eles ndo sdo muito exigentes em termos nutricionais e sdo capazes de
prosperar em uma ampla gama de substratos. (CARVALHO et al., 2018).

Os mais preciosos documentos da humanidade séo livros e tecidos feitos de
papel, papiros e pergaminhos. Devido a grande diversidade de exoenzimas
produzidas pelos fungos - celulases, glucanases, “laccases”, fenolases,
queratinases, mono-oxigenases e muitas outras- e sua notavel habilidade para
crescer em baixos valores de a,, a preservacdo de objetos de museus esta
inevitavelmente conectada com a prevencdo, monitoramento e tratamento do mofo
em objetos contaminados. (STERFLINGER, 2010 ).

Foi verificado o isolamento de varias espécies de Penicillium e Cladosporium
nas trés regides monitoradas - ar, desenho e borda - evidenciando a predominancia
gue eles assumem na contaminacdo e proliferacdo fungica em obras de arte.
Estudos revelam que o microfungo do género Penicillium, dentre a maioria dos
agentes que promovem a biodeterioracdo, € um organismo onipresente responsavel
por modificagcbes em suportes de papel. Sendo um fungo celulolitico, ataca o papel
guando vive em ambiente favoravel para seu crescimento, ou seja, com temperatura
e umidade favoraveis e outros elementos nutricionais essenciais disponiveis. Tais
condicbes sdo muito comuns em bibliotecas e acervos que guardam pecas
historicas ja que muitos deles ndo possuem um controle rigido dessas condicdes,
podendo haver assim presenca de sujeiras, umidades vindas de infiltracdes e até
mesmo possiveis descontroles ambientais, como enchentes, demoli¢des, etc.
(MAGAUDDA, 2004).
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O presente trabalho também revelou a contaminacdo do ar da sala pela
presenca de algumas espécies de fungos. O perigo dessa contaminagéo reside no
fato de que os esporos dos fungos suspensos no ar sdo um risco tanto para a saude
humana quanto para os materiais de arte. Suas habilidades de biodeterioracéao
podem potencialmente causar prejuizos irreversiveis em pecas de arte e outros
objetos do patrimbénio cultural. J& foi reportado por outros autores que a
contaminacdo do ar € o principal veiculo para a disseminacdo. Além disso, a co-
ocorréncia da mesma espécie fungica em obras de arte e em amostras do ar € por si
s6 demonstrativa dessa contaminacédo cruzada (CARVALHO et al., 2018).

Diante da presenca de tantas espécies isoladas, algumas de forma repetida
em varios pontos de coleta, a utilizacdo da radiacdo gama para se fazer a inibicao
desses fungos foi aplicada. Sabe-se que a radiacdo gama destroi a estrutura do
DNA das células inibindo completamente o crescimento fungico uma vez que elas
perdem suas funcdes. A inibicdo incompleta pode causar apenas um pequeno
prejuizo as células. Raios de alta energia da irradiacdo prejudicam diretamente o
DNA dos organismos vivos, induzindo as ligacdes cruzadas e outras mudancgas que
tornam um organismo incapaz de crescer ou reproduzir. Quando esses raios
interagem com moléculas de 4gua em um organismo, eles geram radicais livres
transientes que podem causar prejuizo indireto adicional ao DNA. Além disso, outros
fatores podem estar envolvidos para a sensibilidade dos fungos ou a tolerancia a
radiacdo gama. Esporos multicelulares ou esporos bicelulares sdo mais tolerantes a
radiacdo gama do que esporos unicelulares. Além disso, 0 nimero ou densidade de
micélios no in6culo exposto a radiacdo pode afetar a dose de radiacdo requerida
para a inativacdo do microrganismo. Geralmente, uma alta densidade de micélio no
in6culo, necessita elevar a dose de radiacdo (SHATHELE, 2009).

Neste presente trabalho, foram adotadas trés doses de radiacdo: 16, 19 e 22
kGy. Tais valores estipulados foram baseados em estudos anteriores ja realizados e
publicados na literatura que revelam que, algumas espécies de fungos podem ser
resistentes a radiacdo gama ou desenvolver alguns mecanismos de tolerancia sendo
portanto, dificeis de sofrerem uma inibicdo completa. Os resultados apresentados
mostraram que os fungos do género Penicillium, Cladosporium, Nigrospora e
Curvularia apresentaram uma resisténcia a radiagcdo quando foi aplicada a dose de

16 kGy, uma vez que, apos irradiados, ainda apresentaram crescimento. No entanto,
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0 mais resistente de todos foi do género Cladosporium, que sO apresentou auséncia
de crescimento na dose de 22 kGy.

Os resultados obtidos nesse trabalho estdo coerentes com os ja apresentados
por outros autores que realizaram estudos com a espécie C.cladosporioides. De
acordo com BONIEK et al. (2017), esta foi a Unica espécie resistente a exposicado da
radiacdo gama e esta caracteristica pode estar relacionada ao fato de que algumas
cepas tém a capacidade metabdlica de produzir uma tinta preta (o biopolimero
melanina) que se acumula dentro do micélio e protege contra os raios UV e radiacao
ionizante. Em outros trabalhos j& publicados resultados mostraram que espécies
fungicas radiotréficas usam a melanina para converter a radiacdo beta e gama a
energia quimica para crescimento. De fato, conforme os resultados apresentados
nas Figuras 42 e 43, verificou-se que os fungos tolerantes exibiram uma coloragéo
escura, evidenciando a presenca do pigmento melanina que pode estar esti
associado a este mecanismo de resisténcia.

A resisténcia de alguns fungos comuns a radiagcdo gama também foi estudada
por SALEH et al. (1988). Dez espécies de fungos representando o0s géneros
Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Curvularia, Fusarium e Penicilllum foram
examinadas por sua resisténcia a radiacdo gama a partir de uma fonte de *'Cs.
Neste estudo, foi constatado que os fungos que possuem hifas com melanina tais
como: Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides, Curvularia lunata e
Curvularia geniculata sobrevivem a altas doses de radiagdo gama. Os
macroconidios de Curvularia e Alternaria sp., que sdo de parede multicelular e
grossa e contém pigmento melanina, apresentaram resisténcia e, essas duas
caracteristicas podem, provavelmente, contribuir para o aumento da resisténcia
dessas espécies.

Em outro trabalho foi verificado que dentre todos os fungos isolados de
documentos suportados em amostras de pergaminho, os géneros mais frequentes (e
mais resistentes a radiagdo gama) foram Penicillium e Aspergillus. (NUNES et al.,
2013). Tais resultados corroboram com o0s ja apresentados nesse trabalho, onde
verficou-se uma resisténcia a radiacdo do género Penicillium.

E importante salientar que existe uma preocupagdo com as consequéncias
das doses de radiacdo empregadas com relagdo a integridade do suporte. Apesar
de ndo terem sido feitos estudos nesse trabalho relacionados a essa questdo, até

porque os fungos isolados foram irradiados em placa de Petri, um levantamento das
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doses ja utilizadas quando o suporte é papel ou pergaminho, foi realizado. A
literatura reporta que a radiacdo gama ja foi usada em outros para descontaminar
papel e outros materiais de arquivo, mostrando que doses entre 3 e 10kGy foram
efetivas na descontaminacdo de microfungo, sem causar alteracdes significativas
dos materiais de arquivo. E também que altas doses (em torno de 15kGy) foram
aplicadas na desinfec¢do do papel, sem também causar prejuizo ao suporte. Mesmo
assim, ndo existe quase nada na literatura sobre os efeitos da radiagcdo gama em
documentos em pergaminho. Mesmo assim, 0s autores sugeriram como 5kGy uma
dose minima a ser aplicada para a descontaminacdo de documentos em
pergaminho quando o principal objetivo for o de descontaminar vez de esterilizar.
(NUNES et al., 2013).

Um trabalho realizado por RIZZO et al. na restauracao de pinturas do século
XVII, considerou, baseado em estudos anteriores realizados por BELYAKOWA
(1961) e TOMAZELLO (1994), que a dose de radiacdo apropriada para eliminar
microrganismos é de 6 kGy e 25 kGy é a dose padrao para a esterilizacao.

Em outros trabalhos realizados, verificou-se que a dose maxima ja utilizada
onde o suporte é o pergaminho foi de 30 kGy ja que nao houve prejuizo ao suporte.
Porém o estudo ndo foi muito conclusivo uma vez que existem muitos tipos de
pergaminhos que precisam ser testados (Nunes et al., 2012)

NEGUT et al. (2012) realizaram um estudo sobre os defeitos induzidos pela
radiacéo gama com fonte de °°Co, em pigmentos histéricos. Os resultados revelaram
que as mudancas induzidas pela radiacdo em 22 pigmentos historicos, 3 meses
apos a irradiacdo, ndo foram expressivas ou porque ndo houve de fato mudanca de
cor do pigmento, ou porqgue as mudancas foram reversiveis. Sendo assim, concluiu-
se que a radiacdo gama apresentou-se como um tratamento de descontamionacéo
confiavel.

Técnicas de descontaminacdo utilizando outras fontes de radiacdo tém sido
estudadas na busca por técnicas de descontaminacdo que provoguem menos
efeitos danosos sobre o objeto de patriménio cultural a ser desinfectado. VADRUCCI
et al. (2019) estudaram a aplicabilidade da radiagc&o por raio-X utilizando uma fonte
de radiacdo ionizante REX (Removable Electrons to X-rays). A forma de operacao
do equipamento permitiu a esterilizacdo de objetos do patrimdnio cultural e conferiu
segundos. A técnica foi testada em pergaminho. Os resultados demonstraram que

com esta fonte de radiacdo foi possivel modular as condi¢cdes de trabalho para
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interromper o crescimento de microrganismos biodeteriorantes em pergaminhos,
sem causar alteragdo na cor e na consisténcia estrutural do substrato nas doses
testadas consideradas seguras, ou seja, abaixo de 1kGy. Verificou-se que doses
maiores que 10° Gy induzem a claros efeitos na estabilidade das fibras de colageno.

N&o restam duavidas, entretanto, que o uso da radiagdo gama para a
descontaminacdo dessa obra de Portinari estudada pode ser a técnica mais
apropriada uma vez que o desenho foi feito com carvao sobre papel Kraft, o que ndo
permitiria que outras técnicas de descontaminacdo, que sdo bastante utilizadas na
pratica em pecas de museus, como banhos com solventes ou aplicacéo de produtos
quimicos fossem utilizadas.

A dose de radiacdo que deve ser adotada ainda € um tema que merece ser
bem analisado e estudado, uma vez que ndo ha uma dose padrdo recomendada,
visto que h& muitos fatores a serem levados em consideracao. O primeiro deles diz
respeito aos fungos presentes ja que alguns sdo mais sensiveis e outros mais
tolerantes a radiacdo gama. O segundo fator relaciona-se a natureza do suporte da
obra de arte, ou seja, se ele é de papel, madeira, tecido, pergaminho, etc. E o altimo
diz respeito a finalidade da utilizacdo da irradiacdo, ou seja, se ela se destina a
descontaminacdo ou a esterilizacdo. Essa decisdo deve ser bem analisada e
discutida por uma equipe de multiprofissionais ligados a area da restauracao. De
acordo com as teorias da ética e preservacdo do patriménio histérico e cultural, a
minima intervencdo na obra deve ser adotada como premissa, salvaguardando sua
originalidade e autenticidade visando garantir sua longevidade e seu correto

armazenamento.
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3.2 PARTE Il — Emprego da Fluoréscencia de Raio-X como técnica néo

destrutiva de analise

3.2.1 — Fluorescéncia de Raios-X na analise dos suportes

A Tabela 13 apresenta a composicdo metdlica contida nos suportes

utilizados antes da adi¢cdo das preparacdes de tinta ferrogalica e, portanto, ainda

sem o tratamento com fitato de calcio.

Tabela 13 - Composicao metalica dos papéis (suportes)

Elementos Papel acido (%) Papel alcalino (%)
Ti 75,65 74,82
\% 8,50 7,75
Mn 4,42 4,81
Ni 3,24 3,84
Cu 2,24 2,65
Fe 1,86 1,22
Mo 1,46 1,64
Nb 1,03 1,21
Cr 0,85 1,29
W 0,57 0,61
Co 0,07 0,04

Total 100 100

Fonte: A autora, 2020.

Os resultados indicaram uma expressiva concentracao de titdnio no suporte

coerentemente ao uso do dioxido de titdnio como aditivo industrial do papel, tanto

para papéis acido quanto alcalino (75,6% e 74,2%, respectivamente). O segundo

elemento de maior concentracdo encontrado foi o vanadio, com uma concentracao

percentual préxima a 8%. Para os valores de ferro e cobre, o segundo se apresentou

um pouco mais alto em ambos os papéis &cido e alcalino, 2,2% e 2,6%
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respectivamente, enquanto que os valores de ferro ficaram abaixo de 2%. Vale
ressaltar que todos os elementos metalicos detectados pela fluorescéncia de raio-X
e apresentados na Tabela 13 sdo originarios dos processos de producao do papel:
branqueamento e aplicacdo de aditivos. Os resultados corroboram com o0s
processos de producdo apontados na literatura. Os aditivos funcionais incluem
encolantes (alume em meio acido ou alume-aluminato em meio neutro), recheios,
alvejantes Oticos, e agentes consolidantes (gelatina, acetato de celulose,
carboximetilcelulose). O branqueamento ocorre com a aplicacdo de agentes
branqueadores, basicamente hidroxido de sédio, cloro e seus compostos (hipoclorito
e dioxido de cloro) e ozbnio. JA a aplicacdo no recheio, pés minerais sao
adicionados com objetivo de melhorar as propriedades o6ticas e baratear os custos
de producdo. Sao elementos metalicos, como o caulim, carbonato de calcio, didxido
de titanio e de aluminio (CALLOL, 2013; TEIXEIRA et al., 2017).

3.2.2 — FRX na anélise do ferro em amostras impregnadas pelas tintas antes do

tratamento com fitato de calcio

A primeira analise feita a partir dos resultados obtidos foi a que conferiu a
diferenca de deteccdo do ferro ao se utilizar como suporte papel acido ou papel
alcalino em amostras ainda néo tratadas com fitato. Os resultados apresentados na
Tabela 14 revelam que em todas as preparacdes de tinta, as quantidades de ferro
detectadas foram maiores ao se utilizar o papel alcalino (Whatman). Isso se deve ao
fato de o papel alcalino ser menos permeavel fazendo com que uma menor
guantidade do metal presente nas diferentes preparacdes entranhe profundamente
nas fibras, tornando-os assim, mais facilmente detectaveis na superficie. Cabe
ressaltar que a FRX € uma medicdo de superficie; logo € entendido que o metal é
detectado com maior intensidade na interface papel-tinta, relacionando-se também
com a espessura da camada de tinta principalmente na superficie da cobertura. Para
a quantificacdo de metais em regides mais internas do papel ou da tinta, é

recomendada a preparagao ou trituracdo da amostra.
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Tabela 14 - Deteccdo por FRX do metal (%Fe) antes do tratamento das
amostras com Fitato de Calcio

Tipos de Taninos Tanino Hidrolisavel | Tanino Condensado
Tipos de Papel Acido | Alcalino | Acido | Alcalino
” Quantidades 1,90 7,26* 2,73 5,39*
(5]
S 8 estequiométricas
S 5
= I Excesso 13,93 32,63 16,79 33,55
o
a

Fonte: A autora, 2020.

O papel acido é um papel sem tratamento, que propicia a aceleracdo da
hidrélise da celulose. Além disso, a encolagem utilizada em sua producdo acaba
aumentando essa acidez por formacdo de subprodutos, tornando-o mais fragil e
quebradico. No entanto, justamente por nao ter tratamento, a tinta € melhor
absorvida e essa observacao foi revelada nitidamente nos resultados apresentados.

BRENER et al. (2016) relataram que o tratamento de encolagem nos papéis
mais antigos era realizado, em sua grande maioria, a partir de moléculas grandes,
capazes de formar uma pelicula somente sobre a superficie da teia da fibra,
contribuindo assim para a resisténcia do papel. Atualmente esse tratamento é
realizado especialmente com moléculas menores, que penetram no interior das
fibras, aumentando assim a forga interna do papel. De uma forma ou de outra, a tinta
ferrogalica necessita de uma forte interacdo com as fibras internas do suporte, onde
o ar ambiente ndo seja capaz de oxidar o ferro livre (ndo complexado ao tanino)
presente na preparacdo da tinta. Sendo assim, ela s6 é favoravel em papéis sem
tratamento, jA que a encolagem age fazendo com que a tinta ndo permeie tédo
profundamente nas fibras do papel (ZHANG et al., 2016; GUO et al., 2014).

A segunda analise feita a partir dos resultados obtidos foi a que conferiu a
diferenca de deteccédo do ferro ao se utilizar diferentes fontes de tanino, ou seja
tanino hidrolisavel (TH) e tanino condensado (TC). Os resultados mostraram que
para os papeéis acidos, onde a impregnacao da tinta € maior ja que exibem uma
melhor absorcdo, as tintas contendo taninos hidrolisaveis exibiram uma menor
deteccdo do metal frente aos taninos condensados (TH: 1,90 versus TC: 2,73 e
TH:13,93 versus TC:16,79). Isso se deve ao fato de que o metal de transicéo vai

complexar muito mais com o tanino hidrolisavel do que com o tanino condensado
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como ja foi observado em estudos anteriores. O &cido gélico derivado do tanino &
proveniente da hidrolise do acido tanico (nome comercial da mistura de galotaninos
que pode ter varias origens dependendo de qual espécie vegetal seja proveniente)
(SOUZA, 2009). O acido galico, que € entdo a espécie quimica responsavel pela
reacdo de complexacdo com o ferro, é produzido a partir da hidrélise do tanino
obtendo-se entdo, facilmente, a tinta ferrogédlica a partir dos taninos hidrolisaveis
(COSTA et al.,, 2014). Em contrapartida, taninos condensados s&do altamente
resistentes a hidrolise, ndo permitindo assim a formacdo em grande quantidade do
acido galico o que explica sua natureza ndo reativa com o ferro. Sendo assim, nas
preparagcbes contendo tanino hidrolisavel, havera muito mais ferro complexado,
sobrando menos ion metalico livre na superficie. Além disso, 0 complexo galotanato
férrico, que é o produto final no processo de formacdo da tinta, por ser bem
absorvido pelo papel acido, ndo permite que uma maior quantidade de ferro seja
detectada pelo aparelho na superficie. Considerando-se que 0s taninos
condensados exibem uma baixa capacidade de complexar com o ferro, entende-se
que uma maior quantidade da espécie Fe®" pode ser detectada na superficie, na
forma livre, ndo complexada, conforme apresentaram os resultados da Tabela 14.

Tendéncia similar ocorreu no papel alcalino, comparando as preparacbes em

excesso, entre os taninos hidrolisavel e condensado. Os resultados mostraram que
houve uma deteccdo ligeiramente maior do metal de transicdo ao se utilizar a
preparacdo com o tanino condensado, 33,55% (TC) versus 32,63% (TH), sobre
papel alcalino. Isso se explica pelos mesmos motivos ja anteriormente abordados, ja
gue ocorreu menor interacao entre o ferro e o tanino condensado favorecendo que
bastante ferro livre que ndo complexou (Fe®*) fosse detectado pelo aparelho,
reforcado ainda pelo fato de que no papel alcalino e a tinta ndo é tdo bem absorvida.
Essas observacfes corroboram com outros estudos ja realizados por COSTA et al.
(2014), que fizeram um trabalho bastante analitico a respeito da interagéo do sulfato
de ferro com diferentes fontes de taninos vegetais, a fim de se caracterizar o grau de
reatividade desse elemento na formacgdo das tintas ferrogalicas. Neste estudo,
verificou a partir de imagens de SEM que os taninos condensados séo incapazes de
formar moléculas complexas com o ferro. Sendo assim, cristais de 6xido podem ser
formados durante a oxidagdo do ferro por conta da falta de moléculas tanicas
disponiveis para reagir com o ferro, como observado nas imagens da microscopia.

No entanto, nas preparacdes estequiométricas da tinta, um fato intrigante chamou
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atencao*: uma maior quantidade de ferro foi detectada pelo aparelho quando se
utilizou a preparacdo com o tanino hidrolisavel (TH: 7,26 versus TC: 5,39) sobre
papel alcalino, quando poderia se esperar o contrario. Isso pode ser atribuido ao
seguinte fato: no caso do tanino condensado, o ferro livre (Fe?*) que ndo complexou
com o &cido galico do tanino para a formacdo do galotanato férrico (e portanto da
tinta propriamente dita), pode ter entranhado para camadas mais profundas do papel
alcalino, e por isso o néo foi tdo detectado na superficie pelo aparelho FRX, nesse
ensaio. Essa hipGtese parece justificar os resultados ndo conclusivos obtidos em
algumas determinacdes analiticas. Ja no caso da preparagdo que utilizou o tanino
hidrolisavel, a prépria camada de tinta muito bem formada acabou criando uma
barreira fisica sobre o papel alcalino e o ferro muito bem complexado na tinta foi
detectado pelo aparelho na superficie. Sabe-se que, por capilaridade, a tinta &
gradualmente absorvida pelas fibras permanecendo na superficie do papel como
pequenos depdsitos quimicos. O aparelho ndo diferencia a especiacdo do metal.
Sendo assim, metal acabou sendo muito detectado na superficie, tanto o
complexado quanto o pouco livre ndo complexado. Observacdo similar também foi
concluida no trabalho de ROUCHON e BERNARD (2015), que mapearam a
penetracdo da tinta ferrogéalica dentro das fibras do papel usando microscopia por R-
X de transmisséo e varredura. Em seu estudo, observaram que o acido galico, por
ser uma molécula grande em comparacao aos solutos de ferro, provavelmente migra
com menos facilidade para dentro da fibra do papel. Sendo assim, esse transporte
limitado controla diretamente a distribuicdo de precipitados de galotanato de ferro lli,
que, portanto, s6 ocorre na parte externa da parede celular secundaria. Ao contrario
do ferro Ill, o ferro Il livre est4 presente a forma de fases solGveis e migra para a
parte interna da fibra. Com isso, o acido galico e os precipitados de galotanato de
ferro Ill penetram menos nas fibras em comparacdo ao ferro Il soluvel. Havendo

menos metal livre na superficie, menor pode ter sido sua deteccédo pelo aparelho.
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3.2.3 — FRX na analise do ferro remanescente em amostras apds o tratamento com

fitato de célcio

A terceira analise feita a partir dos resultados obtidos foi a que conferiu a
quantidade de ferro detectada ao se tratar as amostras com fitato de célcio para
remocao do seu conteudo ndo complexado na formacédo a tinta (Tabela 15). Com
isso, foi possivel observar a eficiéncia do tratamento com o fitato de calcio nas
amostras impregnadas com as diferentes preparagcfes de tinta ferrogélica utilizadas
(Tabela 16).

O tratamento com acido fitico tem como objetivo interromper o processo de
degradacao causado pela presenca de acido sulfdrico e pela presenca de jons Fe?*,
presentes na composicéo da tinta, devido seu processo de producgéo. A presenca de
fons Fe** é muito prejudicial ao suporte (papel) visto que esse fon catalisa as
reacoes de Fenton que geram subprodutos de natureza oxidante que interagem com
0 suporte acelerando os processos de degradacdo natural do papel (Figura 18). O
Fe?" livre catalisa a formacdo de varios radicais e substancias oxidantes que irdo
atacar celulose acelerando a sua degradacéo.

A oxidacdo catalisada por ions metalicos ocorre por meio de alguns
mecanismos. Um deles ocorre via radical livre e promove a cisdo entre os carbonos
1 e 4 da celulose. O outro ocorre via oxidacao catalisada por ions metalicos, sendo o
principal fator de corrosao pela tinta (SOUZA, 2009).

Sendo assim, remover esses ions significa interromper esse processo de
degradacédo ja que o acido fitico atuara em duas frentes principais. Por ser um forte
agente quelante, promove a formacao do fon Fe®* de forma que, além de bloquear a
reacdo de Fenton o uso do fitato também oferece protecdo contra a oxidacdo por
diminuir a concentracédo de fons Fe?" livres que reforcariam os processos oxidativos.
O écido fitico acelera a oxidacdo dos fons Fe?* para fons Fe®*" reduzindo seu
potencial redox. Assim, os fons de Fe*" ndo poderdo ser novamente transformados
em fons Fe?* (NEEVEL, 1995).
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Tabela 15 - Deteccao por FRX do metal (%Fe) apGs tratamento das amostras
com Fitato de Célcio

Tipos de Taninos Tanino Hidrolisavel | Tanino Condensado
Tipos de Papel Acido | Alcalino | Acido | Alcalino
0 Quantidades 1,85 4,53 1,64 2,95
()
S 8 estequiométricas
8 =5
= © Excesso 4,33 16,71 10,33 24,55
(D)
o

Fonte: A autora, 2019.

Tabela 16 - % de reducédo do metal apds tratamento das amostras com Fitato de

Calcio
Tipos de Taninos Tanino Hidrolisavel | Tanino Condensado
Tipos de Papel Acido | Alcalino | Acido | Alcalino

0 Quantidades 2,63 37,60 39,93 45,27
o
3 8 estequiométricas
© 5
= © Excesso 68,92 48,79 38,84 * 26,83 *
()
o

Fonte: A autora, 2019.

Além da questdo da absorcdo da tinta ser melhor ao se utilizar o tanino
hidrolisavel, ainda tem a questdo da interacdo do proprio tanino com o metal. Os
resultados da Tabela 15 apresentam os teores de metais detectados por FRX apds o
tratamento com fitato de calcio, empregado na remocéo de metais. Esses resultados
reforcam ainda mais essas observagdes. Comparando-se os resultados das tabelas
14 e 15, pode-se observar que os teores de Fe detectados nas preparacdes
contendo tanino condensado foram reduzidos mais drasticamente do que nas
preparagdes contendo taninos hidrolisaveis (TH: 1,90 — 1,85, reducéo de 2,65%
versus TC: 2,73 — 1,64, reducao de 39,93% para o condensado), evidenciando que
o metal forma complexos mais estaveis com os taninos hidrolisaveis ficando mais
retidos neles o que dificulta a remogéo com o fitato de célcio. Ja a preparagédo em
excesso apresentou 13,93% de deteccdo de ferro sobre o suporte acido antes do
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tratamento e 4,3% apos o tratamento com o fitato, o que indicou uma reducdo de
68% na quantidade de ferro que n&o reagiu, evidenciando ainda mais que realmente
havia excesso de metal que nao reagiria mesmo com o tanino e que o fitato € uma
Otima ferramenta de remocao de metais por quelacéo.

Por outro lado, verificou-se que nas preparacdes em excesso, O
comparativo da eficiéncia de remocgédo entre as preparacbes com TH e TC nao
seguiu a mesma logica. Pelos dados da Tabela 16, observa-se que no TC o
tratamento com fitato apresentou 38,84% de remocao do metal enquanto que no TH
apresentou 68% de remocao, quando se esperaria 0 contrario visto que o metal ndo
complexa bem com o TC. De novo, 0 que pode ter acontecido nessas preparacoes
em excesso foi que todo o contedo de ferro ndo complexado (Fe®") acabou
penetrando em camadas mais profundas da fibra do papel, conforme discutido
anteriormente, e nessas regides o fitato ndo apresentou boa eficiéncia de remocao.
Além disso, a propria espessura da camada de tinta formada para o TH acabou
impedindo a penetracdo do Fe?* ndo complexado para as camadas mais profundas,
ficando entdo mais ferro em excesso livre na superficie passivel de remocao pelo
fitato. Como no TC ndo h& boa formacdo da tinta, o Fe? entranha mais
profundamente ndo sendo eficientemente removido pelo fitato. Isso aconteceu
apenas nas preparacdes em excesso com 0s taninos condensados, o que reforca
mais ainda a argumentacao exposta visto que nas preparacdes estequiométricas,
apesar do TC ndo complexar bem com o ferro, se forma uma camada de tinta o que
denota a formacao de algum complexo entre o tanino e o ferro. Essa espessura de
tinta formada acaba dificultando essa entrada mais profunda do conteudo de ferro
livre ndo complexado deixando-0 mais na superficie para ser removido pelo fitato.
Todo esse conteldo em excesso de ferro que ndo € removido pelo fitato pode
acabar oferendo risco futuro ao suporte jA que vem a ser oxidado durante os
processos de envelhecimento natural, gerando fragilidade do papel e consequente
corrosdo desencadeada por fatores quimicos, fisicos e biologicos. E muito
importante remover o ferro mais superficial por estar interagindo com o oxigénio do
ar.

Comparando a eficiéncia de remocao do ferro pelo fitato entre papel acido e
alcalino, os resultados indicaram que, nas preparacdes estequiométricas, a
percentagem de remocao da quantidade de ferro se apresentou maior nos papeis

alcalinos. Podemos associar esse fato a pouca absorcao de tintas pelo papel o que
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pode aumentar a disponibilidade de ferro livre na superficie, facilitando sua remocao
pelo fitato. J& nas preparacfes em excesso, a eficiéncia de remoc¢édo do fitato se
apresentou menor para o papel alcalino no comparativo entre os papéis. Com
relacdo a essa observacdo pode-se associar ao mesmo motivo ja discutido
anteriormente, onde o grande excesso de fons Fe?* que ndo formam complexos com
acido gélico tenha migrado por entre as fibras do papel, em camadas mais
profundas, e ndo foram passiveis de remocao pelo fitato. Deve-se admitir também
gue os papéis alcalinos sdo menos permedaveis a agua devido ao proprio processo
de colagem do papel e, por isso, a solucdo aquosa de fitato ndo tenha conseguido
alcancar eficientemente regides onde o teor de ferro ndo complexado estivesse ali
em maior quantidade.

Além dessas observacfes, sabe-se que a técnica do FRX apresenta
algumas limitacBes e até por esse motivo precisa ser bem estudada. Porém estudos
mais aprofundados estariam fora do escopo do trabalho, que tinha, também, outras
prioridades de estudo. No entanto, cabe aqui ponderar sobre a eficiéncia da técnica
de fluorescéncia utilizada por meio de aparelho portétil para anélise semiquantitativa.
A técnica apresenta algumas fragilidades por conta da portabilidade do aparelho.
Essa fragilidade tem sido reportada em estudos anteriores, que citam duas
condigbes que podem interferir nas andlises. A primeira relaciona-se com a
variabilidade do posicionamento do aparelho portatil devido a restricées no local e a
forma complexa de muitos objetos. A segunda fragilidade intrinseca € que o volume
analisado ser4d muito diferente em relacdo ao elemento medido, portanto a
profundidade de penetracdo dos elementos leves estd proxima da superficie e esta
acima de varios um para elementos mais pesados e Vvarios mm para outros
elementos ainda maiores como Sn, Sb. As medidas para elementos de baixo
namero atdbmico sdo, portanto, muito sensiveis a possivel corrosdo. Uma escolha
errada no método de calibragdo também pode afetar os resultados (ARLI et al.,
2020).

Revisfes da literatura apontam que essas limitacdes da técnica se baseiam
em baixa sensibilidade, altos limites de deteccéo, dificuldades de obter resultados
reprodutiveis a partir de amostras heterogéneas além de limitacbes para obter
espectros de elementos de baixo niamero atébmico. Outras limitacdes da técnica
estdo relacionadas com tamanho, superficie irregular, heterogeneidade e fragilidade

das amostras e, no caso de objetos arqueoldgicos, presenca de camadas
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modificadas devido a processos de péds-deposicdo que afetam objetos metalicos,
como o bronze (RUBIO-BARBERA, 2019).

Em um trabalho realizado por BUDNAR et al. (2006), que utilizaram a
técnica PIXE (Proton induced X-Ray spectrometry) como ferramenta ndo destrutiva
de andlise em tintas ferrogalicas presentes em documentos histéricos, os autores
verificaram e apontaram alguns possiveis problemas analiticos como limitagBes da
técnica como ferramenta de analise. De acordo com o estudo, eles concluiram como
possiveis problemas analiticos: I. o perfil de profundidade da tinta depositada no
papel versus a faixa de proton emitida pelo aparelho; Il. A mudanca de composicao
da matriz devido a presenca da tinta; Ill. Concentracdo de peso dos elementos no
papel; IV. Nao homogeneidade na distribuicdo lateral da tinta no papel; V.
rugosidade da superficie do papel; VI. Fluorescéncia secundaria originada a partir da
producdo de raios X a partir de elementos mais leves devido a presenca de
elementos mais pesados.

Outros trabalhos, revisados por TROYACK (2020), apontaram alguns
interferentes para a analise por pXRF. Estes incluem: os efeitos fisicos da matriz
(tamnho de particula, homogeneidade, condicdo de superficie da amostra); umidade
(j& que a radiacao fluorescente é absorvida pela agua, espalhando a radiacédo
primaria); posicionamento da amostra em relacéo a janela de leitura do aparelho (o
sinal de raio X diminui conforme a distancia da fonte radioativa aumenta); efeitos
guimicos da matriz, relacionados a interferéncias entre diferentes elementos
quimicos presentes na amostra.

Por fim, pode-se afirmar que, apesar de algumas falhas, com certeza a
técnica apresenta eficiéncia para o proposito a que se destina: detectar o ferro em
tintas ferrogéalicas que possam estar causando corrosdo e acelerando processos de
degradacdo. Conservadores e cientistas de materiais concordam que a hidrélise
catalisada por acido e a oxidacdo catalisada por metal sdo os dois maiores
processos quimicos responsaveis pela perda da forca mecanica do suporte de
papel. No trabalho de desenvolvido por LIU et al. (2017), documentos reais contendo
tinta ferrogalica foram submetidos a degradacdo acelerada a partir de seis
combinacdes de T e UR nos intervalos de 50-80°C/20 a 80% UR. Os resultados
indicaram que a degradacado hidrolitica predomina durante a degradacado induzida
pela tinta. No contexto das amostras historicas usadas no estudo, a presenca da

tinta acelerou a degradacdo do papel por um fator constante de 1,59 em
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comparacao com papel sem tinta. Esse € mais um estudo que mostra a importancia
em se estudar métodos que retardem a corrosdo causada pela tinta nos processos
de degradacéo do papel.

ALBERTIN et al. (2016) fizeram uma analise quimica por fluorescéncia de
raios-x e tomografia de raios-x para decifrar palavras e desenhos de dentro de um
livro manuscrito fechado do século XVIII, de 200 paginas. Eles concluiram que a
guimica da tinta é essencial: a leitura tomografica € viavel gracas ao ferro presente
nas tintas antigas (ferrogalica) ao longo de um milénio - enquanto que as tintas de
carbono ou orgéanicas nao fornecem contraste suficiente de raio-X. Os resultados
apresentados sao um avanco fundamental para o objetivo final da técnica: leitura
nao invasiva de documentos frageis e / ou ndo abertos.

Como alternativa ao fitato de calcio para evitar a degradacdo de documentos
historico-cientificos com escrita ferrogalica, POGGI et al. (2016) estudaram o efeito
da aplicacdo de nanoparticulas de hidroxido de célcio em solucbes de gelatina
hidroalcoodlica. Utilizando Microscopia eletrbnica de varredura equipada com
espectroscopia de raios-X por dispersao de energia (SEM-EDX), eles avaliaram que
o tratamento aplicado elevou o pH a um valor apropriado e foi distribuido
homogeneamente sobre as superficies tratadas. Isso indica a necessidade do
emprego de técnicas complementares para a completa compreensdo dos
fenbmenos que envolvem o0s processos de corrosdo quimica em documentos
redigidos com tintas ferrogalicas.

Concluindo, a utilizacdo do espectrofotbmetro portatil de fluorescéncia de
raios-X mostrou-se um instrumento relevante para a disposicdo de documentos em
grupos, com diferentes niveis de deterioracdo por oxidacao de tintas metaloacidas,
com o intuito de classifica-los por prioridades e prosseguir com o tratamento
adequado para a sua preservacao, desde uma remocdo mecéanica a lavagem com
fitato de calcio.

Em relacdo aos resultados observados apdés a lavagem das amostras,
comprovou-se a eficiéncia desse tratamento, que reduziu significativamente o ferro
em excesso da superficie dos papéis, evitando, assim, o processo de oxidacao do
suporte por esse metal.

Este estudo, em conjunto com outras ferramentas, permite responder

questdes sobre diversos parametros (tipo de tanino, tipo de papel, interacdo dos
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metais, tratamento, etc.) que contribuem para a identificagéo dos fatores que alteram

a permanéncia de documentos escritos com tintas metaloacidas.
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CONCLUSOES

Os processos de biodeterioracdo estdo intimamente relacionados com a
presenca de bactérias e fungos em materiais celulésicos. Os microrganismos
identificados apresentam uma relagdo muito coerente com o tipo de ambiente ja que
0S géneros e espécies fungicas encontrados sdo muito comuns em museus. NoO
entanto, representam ameaca para a saude e para a conservacdo do patriménio. A
falta de controle de UR, T, luminosidade e intervalo de limpeza: podem ter agravado
a contaminacao e a proliferacdo desses agentes microbianos.

No estudo de biodeterioracdo do Trono Imperial verificou-se a ocorréncia
maior de fungos do que de bactérias. Apds os procedimentos de higienizacéo e
restauro observou-se uma reducédo percentual de 47% para os fungos e de 85%
para as bactérias evidenciando maior resisténcia fangica. A reincidéncia do género
fungico Cladosporium (celulolitico) apds restauro também alertou quando a
necessidade de maior atencdo quanto a esse grupo microbiano. O ambiente onde a
obra estava salvaguardada deve ser controlado e monitorado ja que os resultados
revelaram que a contaminacdo do ar pode ter sido o principal veiculo da
contaminagdo bacteriana do objeto de patrimbnio. A reincidéncia de algumas
bactérias além de contaminacédo por “novas” bactérias apos restauro podem estar
associadas a acbes de manuseio. Tais resultados mostram o risco potencial que
esse grupo microbiano representa a biodegradacéo por conta da sua persisténcia e
reincidéncia no ambiente e facilidade de disseminacdo tanto quanto os fungos
filamentosos. E importante ressaltar que o ambiente de restauracdo consta de
diversas pecas sendo restauradas simuntaneamente, possibilitanto tanto
recontaminacao quanto novas contaminacfes. Além disso, nos ambientes onde as
pecas ficam expostas para visitagdo no museu, muitas vezes sdo ambientes sem
controle climatico e ambiental, onde verifica-se presencga de portas e janelas abertas
0 que interfere diretamente na questdo da grande amplitude em termos de UR,
possibilitando o crescimento descontrolado de microrganismos oportunistas.

Espécies de Penicillium e Cladosporium foram predominantes na
contaminacgdo e proliferacéo fungica. Os esporos dos fungos suspensos no ar foram
o principal veiculo para a disseminagdo e a co-ocorréncia da mesma espécie na

obra de arte e no ar revela a exiténcia de contaminac¢ao cruzada.
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Dentro desse contexto, o uso da radiacdo gama revelou ser a técnica mais
apropriada de descontaminacgao para a obra estudada, por se tratar de um desenho
feito com carvao, onde ndo se poderia utilizar nenhuma outra técnica de tratamento.
No caso da obra de Portinari, a dose de radiacdo testada apresentou eficacia para a
eliminacdo dos isolados fungicos resistentes. Apesar de ndo haver uma dose padrao
recomendada na literatura, visto que ha muitos fatores a serem considerados, o
presente estudo ponderou o fato de se tratar de objeto de patriménio histérico e
cultural, sendo relevante o maximo respeito a originalidade da obra e principio da
minima intervencdo. Dentro desses principios, reflexdes quanto a finalidade da
utilizacao da radiacdo, a natureza do suporte e os fungos presentes na obra foram
0s aspectos que nortearam o desenvolvimento do trabalho e os critérios utilizados
no estudo.

A técnica da fluorescéncia de raio-X por meio do aparelho portatil (p-FRX) na
andlise da composicéo da tinta ferrogélica apresentou grande utilidade para analise
de papéis em processo de oxidagcédo agravado pela presenca de tintas ferrogéalicas. A
portabilidade do instrumento associada a sua eficiéncia ao que se propdéem foram de
grande utilidade visto que o manuseio dos documentos histéricos sdo dificeis e
devem ser ao maximo evitados.

O tratamento dos documentos contendo tinta ferrogalica com o fitato reduziu
bastante o ferro em excesso, evitando assim novas corrosdes do papel causadas
pela presenca de ion metalico na superficie que interage com o oxigénio do ar.

Apesar da técnica da Fluorescéncia por Raio-X (pFRX) apresentar algumas
fragilidades relacionadas a variabilidade do posicionamento do aparelho portatil, a
heterogeneidade das amostras e principalmente ao fato de se limitar a superficie, a
associacdo com outras ferramentas permite responder questdes sobre diversos
parametros que contribuem para a identificacdo dos fatores que alteram a
permanéncia de documentos escritos com tintas metaloacidas.

Por fim, o presente estudo certamente vem a agregar conhecimento cientifico
na area de preservagcdo e conservacao de patrimonio histérico e cultural, uma vez
gue cada vez mais a interdisciplinaridade entre as diversas areas do conhecimento
se torna relevante nas escolhas das técnicas e tratamentos de intervencdo e
controle nos grandes museus e salas de armazenamento das obras e documentos

de valor historico e cultural.
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Como sugestdes para continuidade dos estudos realizados no presente
trabalho, seguem alguns pontos: com relacdo aos processos de biodeterioragéo,
deve-se explorar de maneira mais contundente os procedimentos de microbiologia
classica quanto ao cultivo, isolamento e identificacdo dos microrganismos cultivaveis
visto que estes microrganismos sao 0s que, efetivamente, mais causam danos as
obras que estdo salvaguardadas nos museus e salas de armazenamento sem
controle ambiental adequado. Nesse sentido, conhecendo as caracteristicas dos
isolados microbianos, serd possivel direcionar de maneira mais assertiva 0s
procedimentos de desinfec¢do, buscando interromper definitivamente os processos
biodeteriorantes que estdo causando danos aos patrimonios em questao.

Buscar no Instituto Portinari obras que possuem as mesmas caracteristicas
estruturais (suporte, meio de impressao do desenho, condicbes de armazenamento,
tempo de vida e processo de envelhecimento natural), para serem estudadas e
submetidas ao tratamento de desinfec¢céo por radiacdo gama, a fim de verificar a
eficacia da técnica para o que se propoe.

Outro ponto importante que merece atencdo para futuros estudos é a
submissdo do suporte aos testes de resisténcia antes e apds o tratamento de
irradiacao para fins de desinfec¢do, a fim de se verificar os efeitos da irradiagédo
sobre a estrutura da celulose verificando assim a relacdo custo beneficio na
abordagem do tratamento adotado.

No que diz respeito ao estudo da FRX, €& importante aplicar a técnica em
documentos reais e originais, que passaram por processo de envelhecimento
natural, a fim de se avaliar também a influéncia de outros elementos metalicos nos

processos oxidativos e corrosivos dos suportes.
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