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Resumo

Este trabalho teve como objetivo contribuir para uma escolha mais informada do tipo de adesivo a
usar numa intervencao de conservacdo e restauro em papel. Para tal, foi analisada a estabilidade
quimica dos principais adesivos atualmente em uso, bem como a sua biorecetividade a fungos (ca-
pacidade de um material ser colonizado por fungos), um tema ainda pouco explorado, apesar da sua
grande relevancia para a preservacdo dos objetos. Atraves da realizacdo de uma mini-revisdo da
literatura relativa a adesivos utilizados em intervengdes em papel, foram selecionados cinco para
este estudo: Amido, Archibond® sem suporte, Carboximetilcelulose, Hidroxipropilcelulose e Me-

tilcelulose.

As propriedades quimicas dos adesivos foram analisadas, antes e ap6s envelhecimento artificial,
utilizando as seguintes técnicas: FTIR-ATR, viscosimetria, medi¢do do grau de polimerizacdo, hi-

groscopicidade, colorimetria, pH e termogravimetria (TGA).

A biorecetividade primaria e secundaria dos adesivos foi testada sobre dois suportes diferentes (pa-
pel e vidro), com trés espécies de fungos filamentosos, em separado: Aspergillus niger, Aureobasi-
dium pullullans e Penicillium pinophilum. A avaliacdo da biorecetividade dos adesivos foi deter-
minada durante 56 dias, através da area de colonizacdo dos adesivos, recorrendo a analise de ima-

gem digital.

Conclui-se que dos cinco adesivos, a pasta de Amido foi 0 adesivo mais biorecetivo, embora seja o
mais estavel ao envelhecimento artificial, no que diz respeito a alteracéo de cor, grau de polimeri-

zacao e pH.

A Carboximetilcelulose e o Archibond®, embora muito pouco biorecetivos aos fungos testados,

apresentam deterioracdo quimica e estética com o envelhecimento.

A Metilcelulose e a Hidroxipropilcelulose sdo os adesivos que apresentam uma melhor relacdo entre
estabilidade quimica ao envelhecimento artificial e menor biorecetividade a fungos.

Palavras-chave: Papel, Adesivos, Conservacéo, Biodeterioragdo, Amido, Archibond®, Carboxi-

metilcelulose, Hidroxipropilcelulose, Metilcelulose
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Abstract

This work aimed to contribute to a more informed choice of the adhesive type to be used in conser-
vation and restoration of paper. For this purpose, the chemical stability of the main adhesives cur-
rently in use, as well as its fungus bioreceptivity (the ability of a material to be colonized by fungi)
was analyzed. This subject has been little explored, despite its great relevance to the preservation
of objects. Through a mini-review of the literature on adhesives used in paper interventions, five
were selected for this study: Starch, Unsupported Archibond®, Carboxymethyl cellulose, Hydrox-
ypropy! cellulose and Methyl cellulose.

The chemical characteristics of the adhesives, before and after artificial aging, were analyzed by:
ATR-FTIR, viscometry, measurement of degree of polymerization, hygroscopicity, colorimetry,
pH and thermogravimetric analysis (TGA).

The primary and secondary bioreceptivity of the adhesives was tested on two distinct supports (pa-
per and glass) and inoculated with three fungal species separately: Aspergillus niger, Aureobasid-
ium pullulans and Penicillium pinophilum. For 56 days the fungi colonization area on the adhesives

was measured through digital photo analysis.

It was concluded that of the five adhesives, the starch paste was the most bioreceptive adhesive,
although it was the most stable to artificial aging, with respect to color change, degree of polymer-

ization and pH.

Carboxymethyl cellulose and Archibond®, although very little bioreceptive to the fungi tested,

showed chemical and esthetic deterioration with aging.

Methyl cellulose and Hydroxypropyl cellulose are the adhesives which have a better relationship

between chemical stability to artificial aging and lower fungal bioreceptivity.

Keywords: Paper, adhesive, Conservation, Bioreceptivity, Starch, Unsupported Archibond®, Car-

boxymethyl cellulose, Hydroxypropyl cellulose, Methyl cellulose
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1. Introducéo

O papel, desde a sua invencdo no ano 105 d.C., tem permitido transmitir e guardar informacao,
continuando a ser um dos substratos mais comuns para este fim [1]. Nos dias de hoje € maioritari-
amente feito de pasta de madeira, obtida a partir da separagdo mecéanica e/ou quimica das fibras de
celulose da madeira [2]. Como a composi¢do quimica do papel varia consoante 0 seu processo de
manufatura [3] as suas propriedades fisicas, quimicas e biorecetivas também variam. Estas propri-
edades s&o, contudo, adversamente afetadas com o passar do tempo. A deterioragdo do papel esta
dependente de varios fatores intrinsecos, como por exemplo, 0s materiais e processos usados na sua
manufatura, assim como de fatores extrinsecos, como as condicdes climaticas, niveis de poluicdo e

atividade biologica [1,4].

Dado que grande parte da nossa heranca cultural esta registada em papel, € muito importante a
preservacdo do mesmo para as geragOes futuras. Por vezes, um conservador de papel depara-se com
obras que, de forma a salvaguardar o seu valor e informacdo, requerem a aplicacdo de materiais

externos a obra, entre eles, adesivos.

Os adesivos sdo designados por substancias capazes de manter dois materiais unidos por forgas
interfaciais [5]. Estas forcas sdo definidas como ligacbes quimicas e/ou forcas intermoleculares
(forcas Van der Waals) que ocorrem na interface entre o adesivo e o substrato (adeséo) e no interior

do préprio adesivo (coesdo) [6].

Os adesivos sdo utilizados em conservacédo e restauro de papel para diversos fins, tais como: a
adesdo de um material de reforgo a &reas danificadas; reparo de rasgos e lacunas; laminacdo; como
agentes de reforgo em acdes de re-encolagem e consolidacéo; para fixagdo de tintas solGveis (pro-
tegendo-as de futuros tratamentos aquosos) e também como camada de protecdo. Podem ainda ser
usados para fixacdo de rotulos e construcdo de caixas de arquivo, ndo estando em contacto direto

com a obra [1].

Sendo necessario recorrer a um adesivo, 0 proximo passo do conservador restaurador € selecionar
0 adesivo a utilizar. Em conservac&o e restauro de papel sdo atualmente usados adesivos constitui-
dos por uma variada gama de polimeros, que podem ser divididos em trés grupos: polimeros de
origem natural, polimeros semi-sintéticos e polimeros sintéticos. Os adesivos de origem natural séo
usados h& muito tempo em conservacgdo de papel e embora ainda o sejam atualmente, comegam a
ser substituidos por polimeros semi-sintéticos e sintéticos, com uma menor biorecetividade e maior
versatilidade [1].

A selecdo do adesivo a aplicar depende de muitos fatores e varia de caso para caso. Esta dependente

do tipo de intervencédo que sera realizada (por exemplo, reparo de rasgos ou unido de um material
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de reforco); do tipo de substrato onde sera aplicado (de papel japonés a cartdo); da solubilidade do
adesivo versus solubilidade dos meios de registo na obra a tratar; depende se 0 adesivo sera aplicado
apenas provisoriamente (como passo intermédio numa intervencao) ou aplicado com caracter per-
manente; da experiéncia e conhecimento do conservador; do orgcamento disponivel; e do modo de

aplicacdo do adesivo (a quente, a frio, liquido, em gel, em folha).

Por vezes um mesmo adesivo pode ainda ser usado em diversas concentragcdes ou misturado com
outros adesivos para melhorar algumas caracteristicas, como solubilidade, poder de adesao, visco-

sidade ou capacidade de penetragdo no substrato.

As propriedades ideais de um adesivo no contexto de conservacao e restauro de papel dependem da
especificidade de cada caso, embora haja uma série de qualidades que devem sempre ser tidas em
conta, como: pH compativel com o objeto, tanto durante a sua aplicacdo como com o passar do
tempo; a ndo libertacdo de compostos volateis potencialmente prejudiciais para o objeto e/ou para
0 ser humano; a inércia quimica com o substrato; o longo periodo de utilizacdo; a estabilidade de
cor ao longo do tempo; e propriedades fisicas adequadas (e.g. forca, flexibilidade, encolhimento,
etc.) que permitam um suporte suficiente ao substrato, mas sem induzir dano mecanico no objeto;
a reversibilidade, ou seja, facilidade na remo¢do, mesmo anos apés a aplicacdo inicial, sem ser
necessario o recurso a medidas que agravem o estado de conservacao da obra; e uma baixa biore-
cetividade [1,5,7].

Uma das caracteristicas mais importantes e pouco estudadas dos adesivos € a sua biorecetividade.
Esta pode ser descrita como a capacidade de um material ser colonizado por um ou mais organismos
vivos, ou como a totalidade de propriedades materiais que contribuem para o estabelecimento, fi-
xacdo ou desenvolvimento de fauna e/ou flora. A biorecetividade pode ser dividida em trés fases:
primaria, que corresponde & aptidao inicial de um material inalterado para ser colonizado; secundé-
ria, em que o material j& sofreu processos de degradacéo naturais e/ou colonizagéo; e terciaria, onde

0 material foi alterado por processos humanos (por exemplo, adi¢éo de biocidas) [8].

O papel é muitas vezes associado a uma elevada biorecetividade devido a sua composi¢éo organica
e elevada capacidade de absorcdo de agua [2,9,10]. Dos microrganismos que podem colonizar o
papel, os fungos sdo a principal causa de deterioracdo de bens culturais feitos ou suportados por
papel. Em condicGes de humidade relativa (HR) superiores a 65% e 20°C de temperatura, grande
parte dos fungos filamentosos conseguem desenvolver-se usando o papel como meio de cresci-
mento, afetando o valor cultural do objeto [9]. A atividade microbioldgica, para além de afetar a
aparéncia visual do objeto (e.g. descolora¢do, manchas, patinas), pode também alterar a sua estru-
tura fisica e quimica [9]. E entdo necessario que o conservador esteja consciente que ao aplicar um

adesivo sobre papel esté a alterar a biorecetividade do préprio objeto.
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Embora os adesivos usados em conservacdo de papel estejam bastante caracterizados na literatura,
a sua biorecetividade ou tendéncia para sofrer um ataque bioldgico raramente € avaliada ou menci-
onada. Ainda assim, para além do niumero reduzido de estudos sobre o tema [11,12] a informacéo
disponivel nem sempre é comparavel ou coerente, sendo mesmo inexistente para alguns adesivos.
Além disso, a biorecetividade secundéria, ou seja, o potencial de um adesivo ja envelhecido e/ou

colonizado, ndo é sequer referido na literatura atual, tanto quanto é do nosso conhecimento.

De forma a colmatar esta lacuna na informacéo, o presente trabalho tem como objetivo principal
avaliar caracteristicas quimicas e biorecetividade (primaria e secundéria) de adesivos usados atual-
mente em conservacao e restauro de papel. Para atingir este objetivo foram necessarias as seguintes

etapas:

1. Mini-revisdo da literatura relativa aos adesivos usados atualmente em conservacgéo de pa-
pel;

2. Selecéo de cinco adesivos a testar;

3. Selecéo do substrato para aplicacdo do adesivo;

4. Selecdo de trés especies de fungos filamentosos para utilizar como colonizadores sobre 0s
adesivos;

5. Avaliacdo das caracteristicas dos adesivos selecionados utilizando diversas metodologias
(com e sem envelhecimento artificial);

6. Estudo da biorecetividade primaria (sem envelhecimento) e biorecetividade secundaria
(adesivos sujeitos a envelhecimento artificial) a trés fungos selecionados;

7. Estabelecimento de indices de avaliag&o relativos as metodologias utilizadas neste trabalho

(ex. indice de biorecetividade, pH, alteragdo cromatica...)



2. Materiais e Métodos

2.1. Mini-revisdo da literatura: adesivos mais utilizados atualmente em conservacéo e
restauro de papel

De modo a selecionar os adesivos a serem utilizados neste trabalho, foi necessario realizar um pri-
meiro levantamento sobre os adesivos que sdo usados atualmente em conservacao de papel. Embora
haja uma grande variedade de adesivos na literatura [5,7,13], uma grande parte pode j& ndo ser
indicado para conservacéo e restauro de papel face aos conhecimentos atuais e/ou porgue deixou
de estar disponivel no mercado. Como mencionado previamente, os adesivos podem ser usados
para diversas funcdes. Para o presente estudo foram selecionados apenas os adesivos utilizados para
colagem entre dois papéis, quer no reparo de rasgos e lacunas, quer em operacdes de laminacdo e
reforco. Foram excluidos os adesivos utilizados para fixacdo/consolidacdo de pigmentos e na reali-
zacdo de caixas de acondicionamento. Assim, foram identificados nove adesivos atualmente utili-
zados em conservacdo de obras em papel (pasta de Amido, gelatina, Funori, Carboximetilcelulose
com sédio (CMC), Hidroxipropilcelulose (HPC), Etilhidroxilmetilcelulose (MHEC), Metilcelulose
(MC), Archibond Heat set tissue® e o Filmoplast R®). No Anexo A, a tabela A.1 contém informagc&o
recolhida sobre os adesivos relativa a sua composicao e descri¢do quimica, nome comercial, solu-

bilidade, reversibilidade, pH, biorecetividade, cor e data de utilizacao.

2.2. Selecéo dos adesivos
Para o estudo que aqui se apresenta, dos nove adesivos identificados (vd. Capitulo 2.1) foram sele-
cionados para comparagdo 0s cinco mais utilizados em conservagdo de papel [1]: pasta de Amido,
Archibond®, Carboximetilcelulose (CMC), Hidroxipropilcelulose (HPC) e Metilcelulose (MC). O
Amido é um polimero de origem natural, composto por unidades de glucose [5]. E o adesivo mais
usado por conservadores de papel a nivel internacional[14] e tem uma elevada tendéncia a ser co-
lonizado por organismos (vd. anexo A). A CMC ¢é produzida pela reacdo de “celulose alcalina” -
celulose que reagiu com uma solucdo alcalina, por exemplo, hidréxido de sédio (NaOH) e &cido
cloroacético (CI-CH>-COOH). Com este composto é possivel obter-se solu¢Bes viscosas a baixas
concentragdes e, ao contrario de outros derivados de celulose, contém na sua composicéo ides de
sodio (Na*) [15]. A HPC, produzida pela reacdo de celulose alcalina e 6xido de propileno, pode ser
dissolvida tanto em 4gua como em etanol, sendo uma opg¢ao muito Util em tratamentos ndo aquosos.
A MC, produzida pela reacdo de celulose alcalina e clorometano (CH3Cl), é o segundo adesivo mais

usado por conservadores de papel, sendo normalmente dissolvido em agua [14,15];

Dado que por vezes € necessario recorrer a adesivos termofusiveis na intervencdo de um objeto,
para este estudo foi selecionado o Archibond®, um polimero acrilico. Embora seja mais comum 0s
adesivos termofusiveis para conservagdo de papel serem comercializados aderidos a um suporte de

papel japonés [10], optou-se por estudar a variante sem suporte (Unsupported Archibond®) para
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diminuir o nimero de variaveis e permitir uma melhor comparagao com os restantes adesivos, tam-
bém sem qualquer suporte adicional. Preparacdo dos adesivos sobre os substratos e em filme en-

contram-se no Anexo B.

2.3. Selecdo do substrato

Foram selecionados dois substratos para os adesivos: papel e vidro. O papel (Whatman® #1 — sem
aditivos e com elevada concentracdo de celulose (98% m/m) foi selecionado por ser um substrato
que se aproxima de uma situacdo real de aplicagdo em obra. No entanto, como o objetivo deste
trabalho é avaliar a biorecetividade dos adesivos, e de modo a observar o seu comportamento sem
a influéncia da biorecetividade prdpria do papel, os adesivos foram igualmente aplicados em caixas
Petri de vidro de borossilicato (150x25mm, Normax), transparentes, incolores e resistentes a altas
temperaturas, que ndo constituem uma fonte de alimento para fungos durante o periodo de tempo

deste trabalho.

2.4. Selecdo de espécies fungicas
O critério de selecdo dos fungos teve em consideracgdo o facto de serem fungos previamente identi-
ficados em papel [16] e conhecidos por colonizar em polimeros de origem natural e sintéticos. Além
destes critérios recorreu-se ainda a duas normas ASTM [17,18] que avaliam a capacidade de adesi-
vos em filme e polimeros sintéticos suportarem e/ou resistirem ao crescimento de fungos. Selecio-
naram-se as seguintes espécies: Aspergillus niger, Aureobasidium pullullans e Penicillium pi-

nophilum.

Aspergillus niger (A. niger) é uma das espécies mais comuns do género Aspergillus. E um ascomi-
ceto filamentoso capaz de desenvolver colonias em menos de 7 dias, produzindo um micélio branco
ou amarelado que fica coberto por uma camada de cabegas conidiais ou de esporos de cor castanho

escuro a preto (fig. 1, a)) [19]. O verso da col6nia é normalmente amarelo (fig. 1, b) [20].

Figura 1 - Col6nias de A. niger em PDA (meio de Potato Dextrose Agar), 7 dias, 25°C, a) frente e b) verso.
Placa Petri = 90mm. A. niger c) conidiéforo e d) conidios/esporos (escala a 100 e 50 um respetivamente).
A. niger € um das espécies fungicas mais frequentemente identificadas em suporte de papel [16].
Esta espécie tem a capacidade de colonizar tanto polimeros naturais como polimeros sintéticos,

permitindo assim uma comparacdo entre varios adesivos [21,22].



Aureobasidium pullullans (A. pullullans) é um fungo mucoso que inicialmente apresenta um tom
ligeiramente rosado, castanho claro ou amarelo, tornando-se progressivamente cinzento e preto (fig.
2 a)). O verso costuma ter cores semelhantes (fig. 2 b)). Consegue crescer entre 2 e 35°C, com uma
temperatura 6tima a 25°C [20].

Figura 2 - Colénias de A. pullullans em MEA (meio de Malt Extract Agar), 21 dias, 25°C, a) frente e b) verso.
Placa Petri = 90mm. A. pullullans c) hifas e d) conidios (escala = 50 um).
A. pullullans é muitas vezes encontrado a colonizar produtos de madeira, incluindo papel [16,18].
E também identificado a colonizar plasticos e tintas e € um contaminante comum em acabamentos
de superficie [18].

Penicillium pinophilum (P. pinophilum) apresenta conidiéforos verde-escuros e embora o micélio
seja branco nas extremidades, maioritariamente este tem uma cor amarelada e € produzido com
relativa densidade em quase toda a area de colonizacao (fig. 3 a)). O verso € castanho e vermelho
(fig. 3 b)). P. pinophilum é conhecido por deteriorar plastico [18] e também j& foi identificado a
colonizar papel [16,23]

Figura 3 - Colénias de P. pinophilum em MEA, 21 dias, 25°C, a) frente e b) verso. Placa Petri = 90mm. P. pi-
nophilum c) conidiéforo, fidlide e conidios d) conidios (escala = 20 pum).

A. niger foi obtido da colecdo do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (Lisboa, Por-
tugal). A. pullullans e P. pinophilum foram obtidos da Micoteca da Universidade do Minho (Braga,

Portugal).

2.5. Caracterizagdo quimica dos adesivos selecionados
De modo a compreender e/ou relacionar as caracteristicas quimicas dos adesivos e a sua bioreceti-
vidade, foram realizadas analises de: FTIR-ATR, viscosidade (redmetro e viscosimetro capilar),
higroscopicidade, pH, colorimetria, termogravimetria (TGA) e ainda calorimetria diferencial de

varrimento (DSC) para o Archibond®.



Os adesivos foram estudados em solucéo (reémetro e viscosimetro capilar), em filme (FTIR, hi-
groscopicidade e andlises térmicas (TGA e DSC)), aplicados sobre papel (colorimetria, pH, biore-
cetividade) e aplicados sobre vidro (biorecetividade). A descricdo do método de aplicacdo dos ade-

Sivos encontra-se no Anexo B.

Também foi avaliado o envelhecimento artificial dos adesivos em suporte de papel, vidro e em
filme, baseado na norma ISO relativa ao envelhecimento de papel e cartdo (1SO 5630/3:1986). As
amostras foram sujeitas a 80°C+0,5°C e 65%+2% HR durante 504 horas, numa Camara de Enve-
Ihecimento Fitoclima 150 EDTU, Cimaplus IV. Os testes de envelhecimento artificial ndo permitem
obter uma correspondéncia direta com os processos de degradacdo naturais [24] e portanto, este
estudo apenas permite fazer uma comparacao relativa entre amostras. Ao longo do trabalho, as

amostras encontram-se divididas em dois grupos: Nao Envelhecidas (N.E.) e Envelhecidas (E.)

2.5.1. Andlises Térmicas (TGA e DSC)
A estabilidade térmica das amostras Nao Envelhecidas em filme foi avaliada por TGA tendo-se
utilizado um equipamento da marca TA Instruments, modelo TGA Q500. O estudo foi realizado
sob atmosfera de nitrogénio no intervalo de temperaturas entre 25 e 500 °C a uma taxa de aqueci-
mento de 10 °C/min. Foi ainda utilizada calorimetria diferencial de varrimento (DSC) como técnica
complementar para identificacdo da composicao (ex. mistura de polimeros ou copolimero) do Ar-
chibond®.

2.5.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

Os espectros de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram obtidos no modo de re-
fletancia total atenuada (ATR) com um espectrometro de infravermelho Agilent Technologies 4300
Handheld. Todos os espectros foram obtidos entre 4000 e 650 cm™ com uma resolucdo de 4 cm™e

64 varrimentos.

2.5.3. Viscosidade

Reologia (viscosidade aparente)

Foram aplicados aproximadamente 2ml de cada solugdo num redmetro rotacional Bohlin Gemini
HRNANO - As medicBes foram obtidas com uma geometria de pratos paralelos, com 40mm @. A
viscosidade (Pas) foi medida ao longo do tempo (544s) e com um aumento da taxa de corte aplicada,
entre 0 e 497 s, Todas as medidas foram efetuadas a temperatura de 25°C. Os adesivos foram

preparados a 4% (m/v) em &gua, com excecdo do Archibond® e a HPC, preparados em etanol.



Viscosimetria Capilar (viscosidade intrinseca)

A massa molecular dos adesivos foi determinada utilizando um viscosimetro capilar de Ubbelohde
1C. Para cada adesivo foi selecionado um solvente e respetivas constantes de Mark-Houwink-Sa-
kurada (M.H.S.) (vd. Anexo C). No caso da pasta Amido e do Archibond®, por ndo haver constantes
especificas para estes materiais, utilizou-se valores de compostos semelhantes, ou seja, a amilose e

Poli (metacrilato de etilo) (P(EMA)) respetivamente.

2.5.4. Higroscopia
O protocolo de higroscopia foi adaptado da norma ASTM D-280-01 [25]. Pesou-se 0,1g de cada
adesivo em filme dentro de um pesa-filtros (60x40mm, Linex) cujo peso com tampa é conhecido.
Preparou-se trés réplicas para cada adesivo. Para determinacdo da Massa inicial (massa seca), as
amostras foram secas em vacuo (15 + 5mBar) durante 24 horas. Posteriormente foi medido a massa
das amostras ap0s 24 horas em exsicadores estabilizados a 50 £ 5% HR (Massa final 50% - através
de uma solucdo saturada de nitrato de calcio) e a 90 £ 5% HR (Massa final 90% - através da colo-
cacdo de um recipiente com agua destilada). Em todas as fases as amostras eram mantidas nos
exsicadores dentro dos pesa-filtros com a tampa aberta, sendo fechados de seguida para a pesagem.
Cada amostra foi pesada de hora a hora até que a diferenca de peso fosse inferior a 0,01g e calculada
a média para as trés réplicas. A higroscopicidade é avaliada pela capacidade de absorcao de agua,

e foi calculada através da seguinte equacéo (1) [26]:

. i . Massa final — Massa inicial
Absorcao de agua do adesivo % = — X 100 (D
Massa inicial

2.5.5. Determinacao de pH
A medicdo de pH das amostras sobre papel (Whatman® #1) foi realizada através do método de
extracdo a frio, baseado na norma TAPPI 509 [27], sendo o pH do proprio papel usado como con-
trolo. Pesou-se 0,1g de cada amostra (previamente recortada em pequenos pedacos) que foram co-
locados dentro de um tubo falcon de 15ml (Deltalab). Adicionou-se com uma micropipeta (Finnpi-
pette) 0,05ml de agua millipore®, macerou-se o papel com uma vareta de vidro e acrescentou-se
mais agua ate atingir os 7 ml. Para homogeneizar a amostra, o tubo é fechado e colocado no vortex
(VWR vv3). No total, obteve-se 36 amostras (18 com e 18 sem envelhecimento) que foram deixadas
em repouso durante uma hora na sala de medicéo de pH. Calibrou-se o elétrodo (Docu-pH Meter,

Startorius) e efetuaram-se trés medicGes em cada tubo.

2.5.6. Colorimetria
Para medicdo da cor as amostras foram preparadas sobre papel (Whatman® #1). Utilizou-se um

colorimetro Data Color International® com o iluminante D65 e Standard Observer a 10°, de acordo
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com o sistema CIE L*a*b*. Antes do procedimento calibrou-se o colorimetro. Colocou-se um papel
Whatman® na bancada como base para todas as medicdes. Realizou-se uma mascara em filme de
poliéster transparente (Melinex®), para realizagdo das medicGes sempre nos mesmos trés pontos de
cada amostra, e em triplicado em cada ponto.

O sistema CIE L*a*b* é definido pelas coordenadas: L*, que representa o nivel de luminosidade
(L*= 100 = branco; L* = 0 = preto); a*, que representa a diferenca entre vermelho (+ a*) e o verde
(- a*); e b*, que representa a diferenca entre o amarelo (+ b*) e 0 azul (- b*). As variaveis L*, a* e

b* (representadas por AL*, Aa* e Ab*) permitem calcular a variacdo total da cor (AE): AE* =

JBLYZ ¥ (Aa*)? + (Ab*)? (2) [28,29].

2.6. Avaliacdo do crescimento fungico sobre os adesivos (biorecetividade)
Para a medicao da biorecetividade primaria e secundéria de adesivos em relagéo a fungos filamen-
tosos, é fundamental ter uma avaliagdo eficaz do crescimento fungico. No entanto, esta avaliacdo
pode tornar-se bastante complexa devido a varios fatores como: o caracter multicelular dos fungos
filamentosos selecionados, a opacidade ou transparéncia do substrato, as caracteristicas de cada
adesivo, as condi¢des atmosféricas a que estiveram expostas, entre outros. Ainda ndo existe um
método de quantificacdo de fungos em papel totalmente satisfatorio [16], sendo muitas vezes ne-

cessario usar dois ou mais métodos complementares.

Para este trabalho comecou-se por testar dois métodos para a quantificacdo de fungos: quantificacdo
de ADN extraido usando NanoDrop ND-1000 e determinacdo do peso de biomassa seca. A quanti-
ficacdo de ADN usando o espetrdmetro NanoDrop é um método rapido que permite quantificar
pequenas amostras (1-3 ul) de ADN [30] e foi testado pela primeira vez como método de quantifi-
cacdo de crescimento fangico (vd. Anexo D). No entanto, verificou-se que o método de quantifica-
¢ao de ADN dependia da eficacia do passo prévio de extracdo de ADN dos fungos inoculados sobre
0s adesivos, 0 que ndo permitia garantir que a extracdo de ADN obtida fosse igual para todos os

adesivos e que correspondesse a concentragdo real.

A determinacgéo do peso de biomassa seca € um método destrutivo, mas tem em conta a densidade
das coldnias e ndo apenas a sua extensdo de crescimento sobre o papel. A determinacédo do peso da
biomassa, por sua vez, ndo apresentou sensibilidade suficiente para a avaliagdo do crescimento dos

fungos sobre os adesivos neste estudo, como apresentado no Anexo D.

Foi entdo selecionado um método de medicdo de &rea de colonizagdo recorrendo a analise de ima-
gem digital. E um método simples, ndo destrutivo e com uma alta sensibilidade e correlagio com o
peso da biomassa seca, como verificado por Sequeira [16]. Consiste em calcular a area através de

fotografias e de um programa de anélise de imagens (ImageJ) sendo a percentagem da colonizacao
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obtida através da razdo entre a &rea colonizada e a area total. No entanto, esta técnica ndo tem em
consideracdo o crescimento fungico no interior da matriz do papel e a densidade da colénia. Ha

ainda a dificuldade de distinguir o papel branco e o vidro transparente do miceélio branco.

Preparacdo das amostras para inoculacédo

As amostras de papel com adesivo foram deixadas a secar sobre Reemay® e dentro da camara de
fluxo laminar durante aproximadamente 1 hora. Apos secagem foram envolvidas individualmente
em bolsas de aluminio e esterilizadas na autoclave. Apo6s a esterilizacdo e dentro da cdmara de fluxo
laminar, cada amostra foi colocada numa caixa Petri (90x14mm, Deltalab) usando uma pinca este-
rilizada. As amostras aplicadas sobre vidro foram colocadas dentro da camara de fluxo laminar
durante aproximadamente 1 hora com tampa aberta. Apos secagem, as placas foram fechadas, en-

voltas em papel de aluminio e esterilizadas na autoclave.

Preparacéo do in6culo

Estirpes fangicas de Aspergillus niger foram preparadas em meio de Potato Dextrose Agar (PDA)
e de Aureobasidium pullullans e Penicillium pinophilum foram colocadas a crescer em meio de
Malt Extract Agar (MEA), por este meio ser 0 mais adequado ao crescimento destas espécies. As
trés especies foram incubadas a 25 °C entre 7 a 20 dias. Os esporos foram colhidos com 0,05% de
Tween 80® (Panreac)

5 Adesivos + Controlo
288 amostras

esterilizado, em que | I | | ! '

~ 2 Archibond® Control

150 pl desta solugéo Amido o e CMC HPC o oMC

48 amostras Ae o 48 amostras 48 amostras 48 amostras 4B amoatias
era pipetada sobre a su- ' : — : : '

[ ]
perficie da coldnia e os Ndo :
Envelhecidas Envelhecidas
esporos em suspensio 24 amostras 24 amosias
eram recolhidos com a | |
. Papel Vidro

p | peta 12 amostras 12 amostras

[ I | I I [ [ : [ |

O inbculo foi prepa- A niger A pullullans P. pinophilum  Controlo A niger A pullullans P. pinophilum _Controlo

(ndo inoculada) (n3o inoculada)

rado numa concentra- ’ O
% % X ow 50O

cio de 1x10° espo-
Figura 4 - Desenho experimental com o ndmero de amostras em papel e vidro ino-
zagdo de um hemocito- culadas com as trés espécies flingicas.

ros/ml através da utili-

metro e aplicado num volume de 10ul em cada amostra (fig. 4).

Incubacdo das amostras

Apods a inoculagéo, todas as amostras foram deixadas dentro de uma caixa de acrilico selada durante

56 dias, com agua destilada na base para manter a humidade relativa (HR) proxima dos 100%. O
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objetivo é manter um ambiente com uma HR elevada e favoravel ao crescimento dos fungos ino-
culados (superior a 65 %). A temperatura seria controlada pelo ar condicionado da sala de ensaio.
Para a aquisicdo de HR e T foi colocado um termohigrémetro datalogger (EI-USB-2) dentro da
caixa (vd. Anexo E). As amostras N&o Envelhecidas, entre 20.3.2017 e 17.5.2017, estiveram num
ambientea 21,4 +2,8°Ce 96,4 + 2,2 % HR. As amostras Envelhecidas, entre 5.6.2017 e 31.7.2017,
estiveram num ambiente a 22,6 £ 2 °C e 86,2 + 18,4 % HR.

Medicdo da area de colonizacao

As amostras foram fotografadas nove vezes (0 (antes da inoculagéo), 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 e 56
dias) dentro da camara de fluxo laminar, com a tampa das caixas Petri aberta. Foi colocado sobre a
base da camara uma folha de papel milimétrico como escala, um quadrado preto para contrastar
com o branco do papel das amostras e uma escala de cinzentos (QPcard 101). A camara fotografica
(Canon PowerShot SX240 HS), colocada num tripé, foi mantida sempre a mesma distancia das
amostras. As amostras foram fotografadas em luz direta usando-se com fonte de luz a lampada
fluorescente da cdmara de fluxo laminar. No final, sdo recolocadas aleatoriamente na caixa de acri-
lico. As éreas de colonizacdao de fungos foram calculadas no software ImageJ (ImageJ 1.51j8,
Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA) usando a ferramenta freehand. A média da
area de colonizacdo de cada amostra foi usada para a avaliacdo de crescimento final. Apenas a
colonizacéao sobre o papel/vidro/adesivo foi contabilizada. Para a avaliagdo visual do crescimento

sobre as amostras foi usada a classificagdo resumida na Tabela 1, criada com base na literatura [17]:
Tabela 1 — Método de avaliacdo do crescimento flngico sobre as amostras.

Crescimento observado das espécies Area de o
) _ ) Classificagéo
(por area colonizada) Crescimento (%)

Sem crescimento 0 0
Vestigios de crescimento na mancha de indculo <2 1
Vestigios de crescimento 2-10 2

Pouco crescimento 10-30

Crescimento moderado 30-60

Elevado crescimento 60 - 100
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3. Resultados e Discusséo
3.1. Caracterizacdo quimica dos adesivos
3.1.1. Anélise Térmica (TGA)

De modo a verificar se os adesivos sofreram mudancas estruturais durante o envelhecimento
artificial e nos processos de esterilizacdo, realizou-se analises termicas aos adesivos em filme, o
que permitiu observar variagdes de massa em funcdo da temperatura. Na fig. 5, observa-se que até
aos 100°C todos os adesivos com excecdo do Archibond® tém um ligeiro decréscimo de massa (%).
Esta diminuicdo de massa esta muito provavelmente relacionada com a perda de dgua que ainda
estaria presente no filme, o que se verifica com os resultados obtidos por higroscopia (vd. capitulo
3.1.4). A 80°C (temperatura usada para o envelhecimento artificial), a perda de massa nos adesivos
segue a seguinte ordem decrescente: CMC > MC > HPC e Amido > Archibond® o que corresponde

também a ordem decrescente de afinidade dos adesivos para absor¢do de agua (vd. capitulo 3.1.4).

Figura 5 - Termogramas dos adesivos em filme por TGA.

100
100 —+ \
80 +
S 60 4
o 40 60 80 100
cEmu 40 + Temperatura (2C)
Amido
20 + Archibond
0 L L L L 1 L L L L 1 L L L L 1 L L L L 1 ] CMC
0 100 200 300 400 500 HPC
Temperatura (°C) MC

3.1.2. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-ATR)
Através das analises de FTIR-ATR foi possivel caracterizar molecularmente os adesivos e analisar

alteracdes ocorridas com o envelhecimento artificial.

Amido

O Amido (fig. 6) apresenta as seguintes bandas caracteristicas: distensdo do grupo O-H (3600-3200
cm™), distensdo do grupo C-H (3000-2900 cm™), flexdo O-H (1650 cm™), flexdo do grupo C-H
(1480-1300 cm™), distenséo das bandas C-O, C-C e C-O-H (1150-1100 cm™) e flexdo do grupo C-
O-H (1100-900 cm™) [31,32]. O envelhecimento artificial ndo causou altera¢ées a nivel molecular

no adesivo que fossem detetaveis por este método.
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Figura 6 - Espectros de FTIR normalizado do adesivo Amido em filme N&o Envelhecido e Envelhecido. Do
lado direito encontra-se a estrutura quimica de a-D-glucose (cadeia linear) [5].

Archibond® sem suporte

Como descrito no Anexo F, o filme de Archibond® Envelhecido aparenta um ligeiro amareleci-
mento, que é mais acentuado no centro do filme. Desta forma, as anélises de FTIR foram realizadas
em duas zonas distintas: na periferia da amostra (Envelhecido zona incolor) e no centro da amostra,

tendo-se obtido dois espectros distintos (Envelhecido zona amarela 1 e 2).

O adesivo comercial Archibond® sem suporte vem indicado pelo fabricante como sendo composto
por dois adesivos: Texicryl® e Paraloid®. Embora estes adesivos tenham vérias formulacdes possi-
veis é habitual conterem polimeros de acrilato de metilo (MA) e metacrilato de etilo (EMA) [13].
Esta informag&o € corroborada também por Down [33], que identifica o Archibond® sem suporte
como PMA/PEMA. Verifica-se ainda que o espectro deste adesivo é também ele muito semelhante
a espectros padrdo do P(EMA/MA) assim como do adesivo Paraloid B-72 (composto pelo mesmo
copolimero) [31,34].

De acordo com a analise de DSC realizada (vd. Anexo G), o

Archibond® sem suporte foi identificado como sendo um copo- i
limero (metacrilato de etilo/ acrilato de metilo) (P(EMA/MA),
do inglés Copoly (Ethyl Methylacrylate/ Methyl Acrylate) (fig. o o (ID o
7 e 8). As bandas caracteristicas destes polimeros foram iden- & ) " CHy !
3
tificadas nos espetros realizados: distensdo do grupo C-H Figura 7 - Poli (metacrilato de
] . . etilo/acrilato de metilo)
(2981 e 2950 cm™), distensio do grupo C=0 (1722 cm™), dis- (P(EMA/MA)) [33].

tensdo do grupo C-O (1232 e 1023 cm™) e flexdo dos grupo C-H (1444, 1385 e 1139 cm™) [10,32].

Relativamente ao envelhecimento do adesivo, foi possivel obter-se trés espectros diferentes no ade-

sivo Envelhecido: dois em zonas mais amarelas no centro do filme (E. zona amarela 1 e 2) e um

13



numa zona mais periférica e menos amarelecida (E. zona incolor). Todos os espectros apresentam
as mesmas bandas caracteristicas sendo a Gnica exce¢do, 0s espectros das zonas amarelas 1 e 2 (azul
e verde) que apresentam uma banda a 795 cm™ geralmente associada a deformagéo C-H (rocking)
do grupo CH>. Tendo em conta a intensidade das bandas verifica-se que o0 espectro a zona amarela
2 (verde) correspondente ao adesivo Envelhecido € muito semelhante ao espectro do adesivo Nao
Envelhecido. Ao mesmo tempo, o espectro do adesivo Envelhecido (zona incolor) apresenta uma
maior diferenca de intensidade em relacdo ao Nao Envelhecido.

i Archibond N&o Envelhecido 5 L o w
L Archibond E. (zona incolor) n o fﬂ T 5
—— Archibond E. (zona amarela 1)| © L — O o
~T Archibond E. (zona amarela 2) S L N
< T - — 5 S
S L b
2L T w o
© ! I~
S L (@) T o o~
] o I O T > D
ST & I ¢ B
> Q T 9 &
sl [ ¥ w — o
D (] — o
aor — o N~
© -
<L I
N
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 1500 1000

Numero de onda (cm ™) Namero de onda (cm'1

)

Figura 8 - Espectros de pu-FTIR normalizados do adesivo Archibond® sem suporte em filme N&o Envelhecido,
Envelhecido zona incolor, Envelhecido zona amarela 1 e Envelhecido zona amarela 2.

O facto de se ter obtido trés espectros diferentes apds o envelhecimento artificial sugere que o me-
canismo de degradacdo do Archibond® seja complexo. Como a composicéo deste adesivo ndo é
conhecida com precisao (por ser um copolimero e um produto comercial), embora 0s espectros
mostrem que houve uma ligeira alteracdo estrutural, a anélise por FTIR ndo permite identificar a

alteracdo ocorrida.

Carboximetilcelulose (CMC)

O CMC € um éter de celulose (fig. 9 e 10) com as - -

seguintes bandas caracteristicas: distensao da banda CHzO%HZCOONa (g

O-H (3600-3000 cm™), distensdo assimétrica do H /M © OH HA\ M
grupo C-H (2922 cm™), distensdo do grupo COO™ ]| OH H/ H HOAH 5 O—r
(distensdo simétrica a 1584 cm™ e assimétrica a i H  OH CH;0CH,COONa |
1414 cm™), flexdo do grupo O-H (1323 cm™), dis- Figura 9 - Estrutura idealizada da

tensdo do grupo CH-O-CH (1052 Cm—l) [35-37]. Carboximetilcelulose (CMC) [14].

Em relagéo ao envelhecimento, o filme de CMC envelhecido passou a apresentar um ligeiro tom
amarelado em particular nas zonas mais espessas como verificado pela observacdo macroscopica e

mais tarde confirmado pela colorimetria (vd. Anexo F).
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Pela observacao do espectro (fig. 10) nédo é possivel identificar uma diferenca entre as zonas mais
amarelas e espessas (espectro verde) e zonas mais incolores e finas (espectro vermelho), ou seja,

ndo ha diferencas moleculares, detetaveis por esta técnica, no filme de CMC.

—— CMC Nao Envelhecido . S
—— CMC E. (zona incolor) 8 )
—— CMC E. (zona amarela) O EQ
s & QS 9
X T o o
- O = —
©
g =
—

3600-3000

Absorvancia (u.a.)
T T I I I rrrrr'rr1r'1r'r'rmi
O-Hv

2922 e 2884

CHZV

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm'l)
Figura 10 - Espectros de FTIR normalizado do adesivo Carboximetilcelulose (CMC) em filme Né&o Envelhe-
cido, Envelhecido (zona incolor) e Envelhecido (zona amarela).

Entre o filme Envelhecido e o Nao Envelhecido as bandas caracteristicas sdo as mesmas, havendo
por vezes uma ligeira diminuigio de intensidade na banda 3600-3000 cm™ e um aumento nos nd-
meros de onda 2922, 2884 e 1100 cm™.

Hidroxipropilcelulose (HPC)

A Hidroxipropilcelulose (HPC) é um éter de celulose (fig. 11 e 12) com as seguintes bandas carac-
teristicas: distensdo da banda O-H (3600-3200 cm™), distenséo da banda CHs (2972 cm™), distenséo
da banda C-O (1646 cm™, 1075 cm™ e distensdo dos anéis em 942cm™), distensdo da banda C-H
(1458 e 1369 cm™), distensdo da banda C-O-C (1110 cm™) e deformacio da banda C-H (843 cm™)
[38-42].

[ |—— HPC N&o Envelhecido 5 5‘
i —— HPC Envelhecido )
— o g
o [ o O
= w o ™
=r > T d T
© L I N o N 8
‘© e} o o]
C o N o g N
«T o [} T — <
> L N L o
o] @ N o @
8 - (=] B 0O « 0 — §
ol (= N O O oo, NN~
<r & >, o S _S\SY
N z
- (o]
| —

T T T T T T T T T
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Numero de onda (cm'l)

Figura 11 — Espectros de FTIR normalizado do adesivo Hidroxipropilcelulose (HPC) em filme Nao Envelhe-
cido e Envelhecido [14].
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Em relagdo ao envelhecimento do adesivo, 0s espectros OH
~ . . ~ OCH,CHCH. OH

N&o Envelhecido e Envelhecido séo semelhantes, como o ’ |

H  OCH,CHCH,

se pode observar na (fig. 11), havendo apenas um ligeiro

aumento de intensidade na banda 3600-3000 cm™.

Assume-se que o envelhecimento artificial ndo causou Ho OCHGHCH,  GH.

~ p . .. OH OCH,CHCH,
alteracdes a nivel molecular no adesivo, detetaveis por
OCH,CHCH,
este método. (OH)

Figura 12 - Estrutura idealizada da
Hidroxipropilcelulose (HPC) [14].

Metilcelulose (MC)

A Metilcelulose (MC) (fig. 13 e 14) é um éter de celulose com as seguintes bandas caracteristicas:
distensdo da banda O-H (3400-3200 cm™), distensio da banda C-H (assimétrica a 2933 cm™, 2903
cm e simétrica a 2838 cm™), distensdo da banda C-O (1640 cm™), distenséo da banda C-H (1458
e 1375 cm™), distensdo da banda C-O-C (1099 e 1052 cm™) e distensdo da banda C-O do anel (948
e 895 cm™) [38-40,43,44].

C-H anel v

|”|—— MC n&o Envelhecido
—— MC Envelhecido

1052 C-O-Cv
099

948 ~

895

Absorvancia (u.a.)
3400-3200 O-H v

;

2033\
2903 C-Ov
2838/

T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm ™)

Figura 13 - Espectro de absor¢do FTIR normalizado do adesivo Metilcelulose (MC) em filme N&o Envelhecido
e Envelhecido.

Em relagdo ao envelhecimento do adesivo, ambos _ _

H  OH CH,OCH H  OCH,
0S espectros apresentam as mesmas bandas caracte- g
ot : : . : HO /OCH, H\ H |H /H 0 H\ H
risticas que o N.E., porém com diferentes intensida- ) OCH,
.. . ) . H \H O OH H/ H|H \H OH
des. Houve uma diminuigdo geral da intensidade o o
- , ; CH,OCH H OCH CH,0CH
com as excecdes: nimero de onda 1052 cm™ man- L Py T
teve-se igual e a banda 3400-3200 cm e nimero  '9ura 14- EStr”t”(r:A'gfa[‘ll'Z?da da Metilcelulose

de onda 1644 cm™ tiveram um ligeiro aumento. Em conclusdo, os resultados obtidos por FTIR su-
gerem que os adesivos pasta de Amido, MC, CMC e HPC ndo apresentam alteracGes a nivel mole-
cular apés o envelhecimento. O Archibond® apresenta uma ligeira alteracéo estrutural ndo sendo

possivel identificar por este método de analise a alteragdo ocorrida.
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3.1.3. Viscosidade
Reologia (viscosidade aparente)

100
é 80
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.g Velocidade de cisalhamento (1/s)
0 50 10 150 200 250 300 350 400 450 500
Velocidade de cisalhamento (1/s)
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Figura 15 — Espectros obtidos por reologia dos adesivos a 4% m/v 25°C.
A fig. 15 mostra que as solu¢des (4% m/v) dos adesivos em estudo apresentam um comportamento
caracteristico de fluidos ndo newtonianos, ou seja, a viscosidade varia em funcdo do tempo e da
taxa de deformacdo aplicada. De acordo com a literatura [39] admite-se que a diminuicao da visco-
sidade (aparente) com o aumento da velocidade de cisalhamento é devida a quebras na estrutura
organizada do fluido ou a um aumento da orientacdo das cadeias poliméricas em direcdo do fluxo.

A viscosidade dos adesivos indicada pelos fa-

34,80

bricantes ndo permite obter uma comparacao

>
entre os mesmos devido ao uso de métodose &
(5]
condicOes de analise distintos (vd. Anexo B, §
tabela B.2). De modo a obter uma comparagédo 5 -
2 :
da viscosidade dos adesivos a 4% m/V, foise- >
. ) i . 0,02 0,45 1,27
lecionada uma unica velocidade de cisalha-
. . amido archibond cmc hpc mc
mento para todos os adesivos — 26,66 1/s (fig. P
. . Figura 16 — Viscosidade aparente dos adesivos a uma ve-
16). Isto permite observar rapidamente que a locidade de cisalhamento de 26,66 1/s.

CMC sera a mais viscosa, seguida pela MC, a HPC, o Archibond® e por fim o Amido.

Viscosimetria capilar

Relativamente a viscosidade intrinseca [n] (ver tabela 2), os valores obtidos para os adesivos Nao
Envelhecidos levam a uma conclusdo semelhante a que foi obtida por reologia: para as concentra-

cOes estudadas a CMC é a mais viscosa, depois a MC, a HPC, o Archibond® e por fim, o Amido.

Encontra-se em anexo (vd. Anexo C) informag@es sobre dissolugdo dos adesivos, tempos, calculos

e graficos obtidos para cada adesivo.

17



Tabela 2 — Valores de viscosidade intrinseca [n], massa molecular média viscosimétrica (Mv) e grau médio de
polimerizagcdo em nimero (Xn) obtidos para cada adesivo.

Mo t Sol. [n] A Xn
Adesivo (g/mol) Equac&o da reta R? Mée(s)  (dL/g) Mv Xn (%)
. N. E. y = 8,643x + 0,517 0,943 20,74 0,52 95 240 529
Amido 180 +23
E. y = 6,880x + 0,606 0,993 20,44 0,61 117 438 652
Archibond® N.E. 114 y =-4,814x + 0,881 0,563 18,62 0,88 1461036 12816 ”7
Sem suporte E. y =-4,707x + 0,743 0,488 18,46 0,74 1058515 9285
N. E. y =91,053x + 12,40 0,955 57,63 12,40 315155 584
CMC 540 -84
E. y = 15,656x + 2,247 0,979 25,16 2,25 48 211 89
N. E. y =17,834x + 2,101 0,986 25,77 2,10 244 693 396
HPC 618 -33
E. y =22,165x + 1,493 0,999 25,44 1,49 162 961 264
N. E. y =28,207x + 3,993 0,998 30,43 3,99 435 828 2294
MC 190 -48
E. y = 29,445x + 2,765 0,971 28,01 2,77 223 441 1176

Mo = Massa molecular da unidade repetitiva do polimero; t Sol. Mé&e (s) = Tempo médio em segundos da passagem da solu-
¢80 maée pelo viscosimetro capilar (tempo inicial); []= Viscosidade intrinseca; Myv=Massa molecular média viscosimétrica;
Xn= Grau médio de polimerizacdo em nimero (grau de polimerizagdo); Nao E.= Ndo Envelhecido; E. = Envelhecido.
Todos os adesivos sofreram uma diminuigdo de viscosidade ap6s o envelhecimento artificial com
a exce¢do do Amido, que aumentou. O aumento da viscosidade intrinseca [n] e a semelhanca dos
tempos de escoamento da solucdo mae N&o Envelhecida (N.E) e Envelhecida (E.) (c. 20s), sugerem
que o Amido E. aparenta ndo ter sofrido cissdo de cadeias. Na solugdo de Amido E. observam-se
particulas insoltveis, o que indica que parte do polimero reticulou. Esta conclusdo é suportada pelo
aumento observado da massa molecular (M) e consequentemente, do grau de polimerizacao (Xn)
das cadeias que poderdo ter formado ramificacGes. No limite, a extremidade da ramificagdo poder-
se-a unir a outra cadeia formando uma “ponte covalente” entre elas, ou seja, uma reticulagéo, o que

as torna insoluveis.

Para a total dissolugdo do Archibond® N.E. no solvente selecionado, foram necessarias 48h de agi-
tacdo constante. O Archibond® E. ap6s 48h ndo chegou a dissolver-se completamente o que indica
que ocorreu reticulacdo do polimero depois do envelhecimento. Devido a presenca de particulas
n&o solubilizadas ndo é possivel conhecer o valor exato da concentracdo da solucéo de polimero
envelhecido, que serd menor do que a que foi usada nos calculos. Este fator reflete-se na baixa
correlagio observada nas equacdes de reta do Archibond® (N.E. e E.) (tabela 2). A diminuicio de

[n], de My e X, indicam que o polimero possa ter sofrido cissdo de cadeia.

A CMC foi o adesivo com a maior diminuicdo de [n] apos envelhecimento. O adesivo CMC N.E.
era transparente e incolor, mas apos o envelhecimento amareleceu e formou zonas mais espessas e
rigidas que n&o dissolveram completamente no solvente. A diminuicdo da [n], My e X, indicam que
este polimero sofreu cissdo de cadeias e a formacdo de particulas insollveis mostra que também

reticulou, tendo ocorrido os dois processos de degradacao.
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Tanto a HPC como a MC apresentaram uma ligeira diminuicdo de [n], Mv e X, com o envelheci-

mento, indicando a ocorréncia da cissdo de cadeias nos dois éteres.

Em suma, de acordo com esta analise, concluiu-se que com o envelhecimento artificial realizado os
adesivos Archibond®e CMC sofreram despolimerizagio e reticulacio, a HPC e a MC sofreram s6
despolimerizacéo e 0 Amido reticulou, embora o0 aumento de X, indique que também ramificou. A
despolimerizacao ocorrida com o envelhecimento seguiu a seguinte ordem decrescente: CMC >
MC > HPC > Archibond® > Amido.

3.1.4. Higroscopia
O crescimento de microrganismos esta dependente da agua disponivel no substrato que colonizam
[9]. Assim, a capacidade de um adesivo ter mais ou menos capacidade de absorver agua pode in-
fluenciar a sua biorecetividade e o crescimento dos microrganismos como os fungos. A 50% de HR
podemos observar 0 comportamento dos adesivos a uma HR geralmente encontrada em museus e
arquivos. A 90% HR observamos o comportamento dos adesivos numa situacao extrema de humi-

dade muito elevada.

De acordo com a fig. 17, a higroscopicidade dos adesivos N.E. a 90% HR segue a seguinte ordem
decrescente: CMC > MC > Amido > HPC > Archibond®. A 50% HR a variagio entre adesivos é
mais baixa, embora 0 CMC se destaque por ter absorvido mais dgua que o0s restantes adesivos apos

envelhecimento.

Com o envelhecimento artificial todos os adesivos apresentam um crescimento da higroscopici-
dade, sendo esse crescimento mais reduzido no caso do Amido e Archibond®, em comparagéo com
os éteres de celulose. Salienta-se a elevada higroscopicidade da CMC que atingiu valores acima de
100% do seu peso inicial. A ordem apds envelhecimento é: CMC > MC > HPC > Amido > Archi-
bond®, a 90% HR.

Nao Envelhecido Envelhecido

200 200 1;
ol < e
= g /
2 150 125 £ 150 %
2 - 3 %
© 100 81 o / 91
m s 100 1
& 50 42 50 %
3 101393 llO l < 1013 5 5 %12
O\O O - .. - = ° 0 [ I i ,.-"'g

50% 90% 50% 90%

® Amido = Archibond ®CMC mHPC MC B Amido # Archibond #CMC BHPC MC

Figura 17 — Agua absorvida em % por adesivos N&o Envelhecidos e Envelhecidos.
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Tanto o Amido como os éteres de celulose sao higroscopicos, ou seja, tem a tendéncia a absorver
agua do meio ambiente. Segundo a literatura [45], 0 Amido, quando estabilizado em condicBes
atmosféricas normais, absorve entre 10 a 17% do seu peso em agua, sendo que tanto o Amido N.E.
como o E. estdo dentro destes valores a uma HR de 50%. Quando a HR atinge os 90%, a quantidade
de 4gua absorvida pelo Amido é muito superior (c. 50%). No caso dos éteres, é habitual ocorrer
uma absorc¢do de entre 5 a 12% do seu peso em agua [15], embora na fig. 17, os éteres N.E. e E.
apresentem =3% de absor¢éo de agua a HR de 50%, exceto a CMC E. que € =13%. A absorc¢édo de
agua pelos éteres estd dependente das ligacfes por pontes de hidrogénio que se estabelecem entre
0s atomos de oxigénio disponiveis na sua estrutura quimica e os atomos de hidrogénio da agua,
sendo que a 90% HR é possivel observar que a HPC e a MC conseguem absorver mais que 0 Amido
[15]. Segundo a literatura, a grande capacidade de absorcdo de d&gua da CMC deve-se em grande
parte ao seu caracter iénico [15], sendo que depois do envelhecimento consegue absorver duas ve-
zes 0 seu peso inicial em agua. O Archibond®, por ser um polimero acrilico, demonstrou ser muito
pouco higroscopico ja que a sua capacidade de absorcao de dgua ndo ultrapassa 0s 12% num ambi-
ente de 90% HR, tal como esperado. Os valores descriminados de absorcdo de agua encontram-se

no Anexo H.

3.1.5. Determinacao de pH
Adesivos usados em conservacao de papel devem ter um pH compativel com o substrato e ndo
acidificar ao longo do tempo. Os valores de pH presentes na literatura consultada variam substan-
cialmente entre estudos e referem-se maioritariamente a cada adesivo individualmente (sem suporte
de papel) (vd. Anexo A). Desta forma, a determinacgdo do pH foi realizada a adesivos ja aplicados
sobre papel de forma a avaliar a sua reacdo com o substrato, antes e depois de envelhecimento

artificial. Os resultados de pH obtidos encontram-se na fig. 18 e em mais detalhe no Anexo I.

7.5
7,0 =
6,5 a

&
6,0 = .
55 - I

5,0
Papel sem Amido Archibond CMC HPC MC

adesivo N&o Envelhecido  # Envelhecido

Figura 18 — pH de adesivos aplicados sobre papel (papel sem adesivo é considerado controlo). Adesivos Nao

Envelhecidos estatisticamente diferentes (P<0,05) das amostras de controlo Nao Envelhecidas estdo marcadas

com “a”. Adesivos Envelhecidos estatisticamente diferentes (P<0,05) das amostras de controlo Envelhecidas
estdo marcadas com “*”.
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Os adesivos Nao Envelhecidos (N.E.) aplicados em papel apresentam um pH préximo do neutro
(entre 6 e 7). A CMC é o adesivo com pH mais elevado (c. 7 pH) provavelmente devido a presenca
de iGes Na* [15]. Os adesivos Envelhecidos (E.) apresentam sempre valores de pH mais baixos do
que os adesivos N.E. correspondentes e, a excecao do Amido, tém valores mais baixos que as amos-
tras controlo. Isto indica que havera uma acidificacdo a longo prazo das obras em que estes adesivos
forem aplicados. O Archibond®E. apresenta o pH mais baixo (pH<5,5) seguido pela HPC e MC E.,

com pH inferior a 6, valores préximos dos encontrados na literatura [10,33].

3.1.6. Colorimetria
Todos os adesivos preparados em filme sdo transparentes apds secagem e sem envelhecimento. No
entanto, apos o envelhecimento, alguns filmes como o Archibond® e a CMC, sofreram alteracdes
visiveis macroscopicamente (vd. Anexo F). Através de colorimetria foi possivel quantificar as alte-
racOes cromaticas ocorridas. As coordenadas colorimétricas (L*, a*, b*) de amostras controlo
(substrato de papel sem adesivo) foram usadas como referéncia para as medicdes de cor. A variacao
das coordenadas obtidas pelas amostras de adesivo sobre papel é apresentada na tabela 3. Valores

das coordenadas L*, a*, b* obtidos pelas medic¢des de colorimetria encontram-se no Anexo J.

Tabela 3 — Coordenadas L*, a*, b* (média + desvio padrdo) das amostras controlo e variacdo das coordenadas
obtidas das amostras de adesivo sobre papel. Diferencas de cor (AE) discerniveis por um observador inexperi-
ente estdo sublinhadas.

L* ax b*

Substrato de Papel Nao 94174002  -045+003  1,32+0,07
(controlo) Envelhecido

AL* Aa* Ab* AE
Sd‘ibsg;;f’ Envelhecido 0074004  002+002 -001+006 0,09+ 0,02
Amids Nio Envelhecido ~ -0,12+0,11  -0,09+003 -081+004  083+0,06
Envelhecido 095+004  002+003 003+005 0,95+ 0,04
. Nao Envelhecido 0,55+0,12 -0,17+£0,03 -1,27 +0,06 1,40 £ 0,02

Archibond® .

Envelhecido 1,00£009  009+007 177+007  2,03+004
e Nio Envelhecido ~ -0,78+0,11  -024+015 015+028  086+0,16
Envelhecido 670089  146+024 917+094  1145+128
HPC Nao Envelhecido 0,05+0,01 -0,27+0,03 -1,07+0,04 1,10 £ 0,03
Envelhecido -1,11 £ 0,19 -0,11 £ 0,03 0,91+0,21 1,44 + 0,27
e Nio Envelhecido ~ -0,31+041  -020+003 -1,24+004  134+0,15
Envelhecido 1374009  -015+005 058+011  149+012

Em amostras N&o Envelhecidas (N.E.), os adesivos Amido e CMC aplicados sobre papel ndo apre-
sentam uma variacao de cor visivel ao observador ( AE<1) [28]. A variacao de cor provocada pela
aplicacdo de Archibond®, HPC e MC sobre papel é diminuta, sendo que apenas uma pessoa com

experiéncia consegue notar a diferenca (1<AE<2) [28].
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Apos o envelhecimento, as amostras com Amido ndo sofreram uma variagédo de cor visivel ao ob-
servador (AE<1), 0 que poderé estar relacionado com a pureza do Amido utilizado (vd. Anexo B).
Smith et al. (1989) indica que o Amido ndo sofre uma variagdo de cor apds envelhecimento se o
adesivo for de boa qualidade [7]. A HPC e a MC sofreram uma muito ligeira alteracdo de cor com
0 envelhecimento, sendo apenas detetada a olho nu por uma pessoa com experiéncia (1<AE<2). O
Archibond® apresentou valores de AE entre 2 e 3,5, o que indica que a variagdo de cor apds enve-
Ihecimento é percetivel por um observador sem experiéncia, sendo maioritariamente manifestada
por amarelecimento (+Ab*). Estes resultados estdo de acordo com um estudo anterior [7]. A CMC
foi 0 adesivo que sofreu a maior altera¢ao de cor apds envelhecimento (AE>10), sendo que quando
AE>5 indica que duas cores diferentes podem ser observadas [28]. Esta alteracéo resulta maiorita-
riamente do escurecimento (-AL*) e amarelecimento (+Ab*). Os éteres de celulose tém demons-
trado um ligeiro amarelecimento apds envelhecimento artificial [15]. No entanto, o intenso amare-
lecimento da CMC néo pode ser comparado com estudos anteriores [7,11,15,46], uma vez que ne-
nhum deles usou o sistema CIE L*a*b* e porque diferentes marcas de CMC com diversos graus de
substituicdo e viscosidade foram analisados. Strnadova (1994) conclui que a CMC tem a maior
perda de brancura (%, whiteness) em comparacdo com a HPC e a MC. Quando se pretende aplicar
adesivos em patrimonio cultural estes devem ter uma cor estavel ao longo do tempo, algo que nédo
foi observado no caso da CMC. Como previamente mencionado, este resultado esta dependente da
formulacdo usada para este estudo, das suas caracteristicas e da concentracdo utilizada, sendo que
um conservador pode obter resultados mais favoraveis para papel, relativamente a alteracdo de cor,

com outras formulagdes de CMC.
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3.2. Avaliacao do crescimento fungico sobre adesivos

Apos a determinacdo da area colonizada por fungos fez-se a avaliacdo do crescimento sobre as
amostras, tendo em conta a escala definida no capitulo 2.6 desta dissertacdo. A area de colonizacao
calculada em % por ImageJ encontra-se no Anexo K. Na tabela 4 encontram-se os resultados de
biorecetividade dos adesivos aplicados em vidro, que permitiram uma avaliacao dos adesivos sem

influéncia do suporte de papel.

Tabela 4 - Crescimento de trés espécies de fungos (A. niger; A. pullullans; P. pinophilum) sobre cinco adesivos
aplicados em vidro (Amido, A.S. (Archibond® sem suporte), CMC, HPC, MC), com e sem envelhecimento. O
controlo corresponde ao substrato sem adesivo.

Substrato de vidro

Nao Envelhecido Envelhecido
dias s/adesivo Amido Archibond CMC HPC MC |s/adesivo Amido Archibond CMC HPC MC
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
:g 7 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
= 14 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
< 28 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
56 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 2

o ﬂ 0

S 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
= 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 o0
22z [ 0 0 0 0 0 1 0 o 0 0
< 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N 0

= 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o
s 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0o 0
= 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 o0
& 0 0 0 0 0 o Il o 0 0 0

O adesivo de Amido foi o mais biorecetivo as trés espécies de fungos testadas e foi o Unico dos
adesivos Ndo Envelhecidos a suportar crescimento fangico. Quando envelhecida, a MC foi coloni-
zada de forma residual e apenas pelo A. niger. A HPC Envelhecida s6 no final do periodo de incu-

bacéo revelou algum crescimento fungico, também pelo A. niger.

Na tabela 5 encontram-se os resultados de biorecetividade dos adesivos em suporte de papel, de
forma a se testar uma situacao real de aplicacao dos adesivos em obras e documentos em papel. Tal
como observado nas amostras aplicadas em vidro, o adesivo com maior colonizacao fangica
quando aplicado em papel foi 0 Amido. Em comparacao com as amostras de controlo, este adesivo
apresenta valores superiores de colonizacao para os trés fungos testados. Estes resultados indicam

gue o Amido aumentara a biorecetividade a fungos do papel onde for aplicado. Sem envelheci-

23



mento, o Archibond® e a CMC revelaram algum crescimento flingico no final do periodo de incu-
bacdo, sendo que o Archibond® apenas pelo A. pullullans e a CMC pelas trés espécies flngicas. A
MC e a HPC sem envelhecimento foram colonizadas por A. niger e ligeiramente por A. pullullans

(<10%). Apds envelhecimento o A. pullullans ndo colonizou nenhum adesivo.

Tabela 5 — Crescimento de trés espécies de fungos (A. niger; A. pullullans; P. pinophilum) sobre cinco adesivos
aplicados em papel (Amido, A.S. (Archibond® sem suporte), CMC, HPC, MC), com e sem envelhecimento. O
controlo corresponde ao substrato sem adesivo

Substrato de papel

Né&o Envelhecido Envelhecido
dias s/ adesivo Amido Abr(;::c; CMC HPC MC |s/adesivo Amido Abrocr?cli CMC HPC MC
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T 7 0 1 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0
= 14 0 1 0 0 0 1 1 2 0 0 0 0
< 28 2 0 0 1 2 1 e o 0 1 0
56 2 0 1 2 a2 el o 0 2 0
bond bond
o n 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
= 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o*  o0r  0*
= 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
NIl o 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
il : Bl . 1 2 1 0 0 0 0 0 0

bond bond
0 0 0

n 0 0 0 0 0 0 0 0 0
=}

HIEE o 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
g 14 ¢ 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0
S| 28 [N 1 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0
Sl o 2 0 1 0 0 o BE o 0 0 0

* Duas amostras tém < 10% de colonizagdo, e a terceira ficou 100% colonizada possivelmente devido a contaminagao.

O crescimento de A. niger sobre 0 Amido, durante o0s 56 dias de estudo, ja era esperado, tendo em
conta que é um fungo conhecido pelo seu rapido crescimento e pela sua afinidade por substratos
organicos (como o papel e adesivos naturais). As espécies A. pullullans e P. pinophilum apresentam
resultados muito semelhantes entre si: ao fim de 56 dias cresceram sobre 0 Amido e muito residu-
almente sobre os restantes adesivos e controlos. A selecdo destas duas espécies teve em conta o seu
uso recorrente em normas relacionados com o crescimento em polimeros sintéticos e ao facto de
poderem serem encontrados a colonizar materiais organicos, como o papel. O facto destas espécies
terem raramente sido capazes de crescer sobre 0s adesivos e sobre 0s substratos (papel e vidro) pode
indicar que o tempo de incubaco deveria ter sido maior. E de salientar ainda que as duas espécies
ndo apresentaram um elevado desenvolvimento como em meios de cultura favoraveis, ou seja, A.

pullullans ndo chegou a apresentar tons de cinzento/preto e P. pinophilum tons amarelos e verdes.

24



Em relacdo aos substratos usados, para a espéecie A. niger o papel foi a melhor opgéo pois permitiu
a observacao dos esporos escuros deste fungo. No entanto, esta espécie é conhecida por colonizar
o0 papel, o que podera ter influenciado o crescimento sobre os adesivos. O vidro podera ser a melhor
opcao para as espécies A. pullullans e P. pinophilum onde o crescimento sobre o Amido foi obser-
vado com mais clareza, sendo que sobre um fundo preto o micélio branco destes dois fungos era
facilmente observado. O crescimento dos fungos sobre papel foi mais rapido e mais intenso do que
no vidro o que poder-se-a dever a propria biorecetividade do papel, a sua higroscopicidade e tex-

tura/espessura que cria uma maior area especifica disponivel a colonizagéo.

O Amido foi o0 adesivo que no geral permitiu o crescimento dos trés fungos selecionados, indepen-
dentemente de ser envelhecido ou ndo. Estes resultados estdo de acordo com o sugerido pela litera-
tura, em que 0 Amido, por ser um polimero natural e higroscopico, é reconhecido como sendo muito
biorecetivo a microrganismos. Os fungos produzem enzimas com o intuito de degradar substancias
quimicas necessarias para a sua nutri¢do, tais como Amido, lipidos, proteinas e outras substancias
complexas [26,47]. Relativamente ao Amido, os fungos conseguem degradar este polimero através
de amilases [26,48,49].

Consequentemente, 0 Amido é o adesivo menos recomendado a ser utilizado em obras suscetiveis
a colonizacdo por organismos e, em casos que tenha sido usado, este devera ser preservado em
condicOes que ndo permitam o crescimento de fungos (HR <65% e T< 20 +23C°) e sujeito a uma

monitorizacdo regular de modo a evitar possiveis colonizagoes.

O Archibond®foi por sua vez o adesivo com o menor crescimento observado. Ao fim de 56 dias
apenas houve colonizagdo por este adesivo por A. pullullans em papel N.E., e neste caso nao ul-
trapassou 0s 2% de area colonizada. Tendo em conta que o controlo de papel s/adesivo ao fim de
56 dias foi colonizado e as amostras com Archibond®néo, este adesivo demonstrou inclusive que
permite a inibicdo de crescimento do A. niger. Isto pode dever-se em grande parte por ser um poli-
mero sintético com baixa higroscopicidade, sendo que os fungos selecionados podem nao ter a ca-
pacidade de obter nutrientes organicos necessarios para o seu desenvolvimento a partir deste poli-

mero.

Em relacdo aos éteres de celulose, verifica-se um aumento da biorecetividade no sentido CMC <
HPC < MC. Embora todos os éteres tenham a estrutura da celulose como base, as diferencgas na sua
estrutura quimica podem influenciar a biorecetividade observada. No caso da CMC, é possivel que
a presenca de i6es Na* e a sua caracteristica i6nica o tornem menos biorecetivo. A HPC aparenta
ser ligeiramente menos biorecetiva do que a MC. E possivel que esta diferenca esteja relacionada

com o solvente utilizado para a HPC, o etanol. A MC é também o segundo adesivo mais higrosco-

pico (vd. capitulo 3.1.3) o que podera permitir uma colonizacao de A. niger mais cedo que a HPC.
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3.3. Comparacéo de todos os resultados obtidos

A tabela 6 foi desenvolvida com o intuito de permitir uma répida observacdo dos resultados obtidos
neste trabalho. Os resultados do estudo do comportamento quimico e da biorecetividade dos cinco
adesivos estudados (Amido; Archibond® sem Suporte (A.S.); Carboximetilcelulose (CMC); Hidro-
xipropilcelulose (HPC); e Metilcelulose (MC)), com e sem envelhecimento artificial, estdo organi-
zados por tipo de analise e em forma de indice por ordem decrescente.

Tabela 6 — Os resultados obtidos pelas diferentes analises aos adesivos sdo apresentados nesta tabela em forma
de indice decrescente para cada propriedade estudada, tanto para os adesivos N.E. como para os E.

Analise/Propriedade Nao Envelhecido Envelhecido
Viscosidade = CMC >> >HPC > A.S. > Amido >CMC > HPC > AS. > Amido
Grau de polimerizagdo  A.S. >> > CMC > Amido > HPC A.S. >> > Amido > HPC > CMC
Higroscopicidade = CMC >> > Amido > HPC > AS. CMC >> >HPC > Amido > A.S.

pH CMC > > Amido = HPC > A.S. CMC > Amido > >HPC > AS.
Variacéo de cor CMC>HPC>AS. > ~ Amido CMC >> >HPC > A.S. > Amido
Biorecetividade ~ Amido >> >HPC>CMC > AS. Amido >> ~HPC>CMC =AS.

Assim, € possivel observar que ndo ha uma correspondéncia direta entre a biorecetividade dos ade-
sivos a fungos e as propriedades quimicas analisadas. Nas diferentes analises efetuadas, a observada
ordem decrescente € alterada ap6s o envelhecimento artificial. A Unica excegdo € a biorecetividade,
onde a capacidade de colonizagdo pelos fungos selecionados é semelhante entre as amostras com e

sem envelhecimento.
4. Conclusoes

As analises realizadas para caracterizacao e avaliacdo da estabilidade quimica dos adesivos com
envelhecimento artificial, demonstraram que a CMC e o Archibond® apresentam deterioracdo qui-
mica e estética (amarelecimento) ap6s envelhecimento, indicado por FTIR, viscosimetria capilar e
colorimetria, o que pode condicionar a escolha final do conservador a aplicar estes adesivos sobre

papel. Em comparagdo, o Amido, MC e HPC mostraram-se quimicamente mais estaveis.

Em relacdo a biorecetividade, o trabalho desenvolvido permite concluir que, antes e apds o enve-
Ihecimento, 0 Amido é o adesivo mais biorecetivo a colonizacéo por fungos, seguido pelos éteres
MC, HPC e CMC. O termofusivel Archibond®demonstrou ser o menos biorecetivo. Ao fim de 56
dias, A. niger colonizou todos os adesivos com excecdo do Archibond®. No mesmo periodo de
tempo, com A. pullullans e P. pinophilum obtiveram-se areas de colonizagdo sobre o Amido entre
0s 30 e 0s 100%, sendo que nos restantes adesivos o crescimento destas espécies era nulo ou inferior
a 2%. A biorecetividade destes cinco adesivos usados em conservacao de papel esta muito relacio-

nada com a estrutura quimica dos polimeros que os constituem. Os resultados obtidos neste estudo
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estdo igualmente dependentes das formulacfes usadas, sendo possivel obter variacdes das proprie-

dades observadas relacionadas com a marca, solventes, concentragdes usadas entre outros.

N&o se observou uma relacéo direta entre a biorecetividade observada, e caracteristicas que possam
influenciar o crescimento flngico, como a higroscopicidade ou o pH dos adesivos. Os adesivos
menos biorecetivos, CMC e Archibond®, apresentaram ser o mais e o0 menos higroscopico, respeti-
vamente. O mesmo se verifica com o pH, em que os valores mais elevados sao observados no CMC
e 0s mais reduzidos no Archibond®. Estes resultados demonstram que a biorecetividade de um

material depende da conjuncédo de uma variedade de fatores, sendo um mecanismo complexo.

O Amido, sendo o adesivo mais biorecetivo aos fungos testados, mostrou por outro lado ser o mais
estavel quimicamente, com menor alteracdo de cor, despolimerizacdo e variagdo de pH. Pelo con-
trario, os menos estaveis, no que diz respeito a cor (CMC e Archibond®), despolimerizagdo (CMC)
e pH (Archibond®) mostraram ter uma menor biorecetividade. O MC e o HPC apresentaram uma
estabilidade quimica razoavel, sendo que apds envelhecimento tiveram uma baixa alteracédo de cor
e despolimerizacdo, mas em contrapartida, mostraram um aumento de higroscopicidade (MC) e
variacdo de pH (MC e HPC).

A escolha final de um adesivo para conservacgdo de papel tera sempre de ter em conta varios fatores,
como o estado de conservacgdo da obra e a sua intervencgdo futura, o tempo esperado de permanéncia
do adesivo no objeto, as condi¢fes ambientais onde este sera acondicionado, e dependera igual-
mente da informacao disponivel sobre os adesivos existentes. Nesse sentido, este trabalho ira facul-
tar uma ferramenta valiosa para os conservadores de documentos graficos, para uma escolha mais
consciente de um adesivo a utilizar numa intervencdo de conservagao e restauro e assim contribuir

para o prolongar da existéncia da nossa memaria documental.
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Anexo A — Adesivos usados em CR

Tabela A.1 - Caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas de adesivos utilizados em conservacéo e restauro de papel no séc. XXI

Adesivos Descricao quimica Solubilidade* Reversibilidade pH Bioreceptividade Cor uItDiI?;Zr%i)z
Naturais
. Polissacarideo, com- (S) 1-metil-2-pirroli- - Dificil de remo- 4-75[7] Insetos, roedorese ~ Amarelece com Usado como
Pasta de Amido [5] posto por unidades de  dona [7] Ver com o passar fungos [7,54,55] envelhecimento adesivo desde
glucose unidas por li- L. . do tempo. Inicial- 53-75 [7] oséc. la.C.
H. .0 gacdes o-glicosidica. (S Sulféxido de di- mente pode ser re- 93] [71
(|: Composto por dife- metilo [51] versivel com dgua
HC—OH rentes quantidades de S) Agua (80 - 150°C .
H OH | amilose (cadeia i- ((:ligpegsa f((erando ' -Enzimas [52]
HO—CH i i
O == near) e amilopectina uma pasta) [5,51]
HO 0 H HC—OH (cadeia ramificada)
H 50
HO OH Oa|_|| HC—OH [ ]
H
CH,OH
. a—D-glucose
a—D-glucopiranose (cadeia linear)
Gelatina [5] Proteina fibrosa, re- (S) Acido acético (re- p Variaconso-  Insetos, fungos Ligeiro escureci- Adesivos de
sultante da hidrélise quer calor) [5,7] - Agua (morna e ante o tipo/ [52] mento com enve-  origem animal
| dcc)i colagénio em pép- () Glicerol [5] quente) preparacéo Ihecimento [7] dsz?uzi usados
Colageénio: tidos menores. Nor- X 40 - Agua alcalina esde a anti-
o o ? malmente o colagénio (21 Agua (240°C) g Quando é Em solugdes guidade [5,7]
[ I H H_C. contém sequéncias de [51] . - Enzimas proteo- adicionado muito diluidas a
HaN__C HINHC o ho ¢ OH  glicina-alanina-hidro- (S) 2.2,2-trifluoroeta- |iticas [7] almen em mudanca é quase
ﬁ OH \ 2, CH, xiprolina [5,50] nol [51] pequena impercetivel [7]
2 CHs H O/CH (S) sulféxido de di- quantidade,
metilo (requer calor) 0 pH da ge-
Glicina Alanina Hidroxiprolina [5,51] latina tende a
o (S) Formamida [51] 1E|7c]ar neutro
? ﬁ I (S) Etilenoglicol (re-
HzN\S/C,,Aim_g/q;é/,\k(":'\/c\ quer calor) [5]
2
cHo ”ZC\C,qCHz (D) Etanol [7]
HO' (D) Isopropanol [7]

(1) Solventes organi-
cos [51]




Adesivos

Descricéo quimica

Solubilidade*

Reversibilidade

pH

Bioreceptividade

Data de

utilizacdo?
Naturais
Funori Polissacarideo ex- Soltvel em agua Sem informagéo 6.6-7.5[56] Fungos [5,7] Cor varia conso-  Desde 1673 que
traido de algas verme-  quente (45 - 80°C) ante o fabri- ¢é usado no Ja-
— Ihas, maioritariamente [58] cante: melhor péo como ade-
. Gloiopeltis furcata. O qualidade é um sivo [7]
0/303 estrato da mucilagem p6 branco, me-
OH o ~CH H das algas chama-se nor qualidade é
2 funoran.[5,7,56]. Este mais amarelado
H 0 H é constituido por um [56,59]
O componente principal,
~—0 ;] o a cadeia de agaroid e
OHH{ H H HO outros trés componen-
H tes menores [5,57]
Agarobiose 6-sulfato
Polissacarideo em maior quantidade (~85%) no funoran [5]
Sintéticos
Eteres de celulose
Carboximetilcelulose de sédio (CMC) [15] Criado a partir darea-  (S) Agua [5,7] - Insoltivel em 46-75[7] Bactérias, fungos Apbs envelheci-  Introduzido co-
¢do de monocloroace- contato com cati- [7,11,61] mento artificial mercialmente:
tato de sddio des como o Fe ** 5-525[11] Suieito a ataque amarelece masé  1930s
= (C2H2ClO,Na) com (D) solventes organi- Y Cu | ~7,5[60] ené imtico, %ais praticamente im-

Nomes comerciais: Tylose C300 [1]; CMC, Cellofas B

3500 [52]

CH,OCH,COONa

celulose alcalina [15]

cos [7]

resistente a bacté-

rias devido a con-

centragéo de sodio
alta [15]

Elevada resisténcia
a ataque bioldgico
[46,60]

percetivel [7,15]

Conservagao:
1966 [5]

II




Data de

Adesivos Descricdo quimica Solubilidade* Reversibilidade pH Bioreceptividade  Cor utilizacio?

Sintéticos

Eteres de celulose

Hidroxipropilcelulose (HPC) [7] Criado a partir da reagdo  (S) Agua (< 40°C) Sem informagéo 5,0-85([7] Bactérias [7] Ap6s envelheci- Introduzido
de celulose alcalina com N mento artificial comercial-
6xido de propileno a (S) solventes organi- 4,35-44 Fungos [7,11] amarelece mas é mente:1920s

OH temperaturas e pressio oS [7] 11 praticamente im-
| elevadas [7] 6,12-6,3 percetivel, exceto
?CHZCHCH3 ?H [63] gg:g‘:ﬁ;;’:uﬂ‘r‘ Conservagio:
1976 [5
H OCH,CHCH, elevado (Klucel M g
e H) [15]
H OCH,CHCH,4 OCH,CHCH,4
| |
OH OCH,CHCH,4

Nomes comerciais: Klucel G, M [1]; Cellugel [62]

Metilcelulose (MC) [15] Criado a da partirdare-  (S) Agua (< 38°C) - Insoltvel em 3-11[15] Fungos [11] Ap6s envelheci- Introduzido
acéo de clorometano [52] agua (ap6s enve- . mento artificial comercial-
com celulose alcalina . Ihecimento) [5] 43-45 Elevada resistén- 5 arelece mas 6 mente:1920s

_ _ [15] (S) Solventes orga- [11] cia a ataque biold- praticamente im-
H  OH CH,OCHS H  OCHs nicos [7,15,46] 75-79 gico [15,46] percetivel [15]
[53] Conservagéo:

HO /OCHz; H\ H OCHz; H\ H 1924 [5]

=~ 7,5[60]
H \H (o} H OH
g g 5-5,7[15]
CH,OCH3 CH,0OCHj3

H  OCH,
n

Nomes comerciais: Glutofix 100, glutin, MC 400, MC

40[1,14]; Methocel A4C [62]; Culminal [15]

III



Data de

Descricdo quimica Solubilidade Reversibilidade pH Bioreceptividade Cor utilizacio
Etilhidroxilmetilcelulose (MHEC) [7] Metilcelulose que con- (S) Agua (<38°C) Sem informagéo 3,4-873 Fungos [11] Apds envelheci-  Introduzido co-
tém uma pequena subs- [15] mento artificial mercialmente:
titui¢do de hidroxietil amarelece ligei-  1920s
= - [7] (D) &lcool ramente [7]
CH,OCH,CH,0OH 4552
[11] Conservacao:
() Agua (>70°C) [7] 1977 [5]
i H  OCH,3 CH,0OCH,CH,0H
Nome comercial: Tylose MH 300, MH 2000 [7]
Acrilicos
Poli (acrilato de etilo) PEA [5] Tissue revestido por um L. . P 72-175 N4o é suscetivela ~ Apbs envelheci- .
dos lados com um ade- ﬁgtﬁglzﬁgle??a(rfeﬂlt-e - Alcool [10] ataque fangico mento artificial mgrg?;ﬁ:‘iﬁt?'
0 O—C,H5 sivo polimérico. No Fil- p - Acetona [66] amarelece mas é :
%C/ H moplast R® o adesivo soldvel) 75-85 impercetivel a 1931 [3]
| | foi identificado como (S) cloroférmio - Calor [10] [65] olho nu [10]
c—cC PEA por [10]
| | (M) etanol e éter eti- Conservagéo:
lico [64 1997 [65
A [64] [65]
Nome comercial: Filmoplast R® [10]
Copolimero (metacrilato de etilo/ acrilato de metilo) Archibond Heat set Tis- (M) alcool - Acetona[5,10] 5,4 -6,3[10] N&o ésuscetivela  Apds envelheci-  Introduzido co-

(P(MA/EMA) [34]

HsC

Nome comercial: Archibond® Heat set tissue [10] ou Un-

supported Archibond® [13,33]

sue é um termofusivel
revestido por papel e do
lado oposto por um ade-
sivo polimérico.

O Unsupported Archi-
bond foi identificado
como PMA/PEMA por
[13]

(M) éter etilico [67]

- 1-1-1 Tricloroe-
tano e outros sol-

ventes em base de

alcool (fabricante
Arte & Memdria)

ataque flingico
[66]

mento artificial
amarelece mas é
impercetivel a
olho nu [10]

mercialmente:
1933s

Conservacéo:
1940 [5]

1(S): soluvel, (D) diluivel, (M) miscivel, (1) insolGvel.
2 Estas datas podem n&o corresponder ao momento em que os adesivos comegaram a ser utilizados em conservagéo e restauro mas apenas quando a sua aplicagdo foi mencionada pela primeira vez em publicagdes.

IV



Anexo B — Preparacao e aplicacdo dos adesivos

Preparacdo dos adesivos em solucdo:

Amido

A pasta de Amido foi preparada inicialmente na concentragdo 10% (m/v) como indicado na litera-
tura [68]. Pesou-se 0 Amido, com uma espatula de plastico/madeira (Sigma - Aldrich, Starch from
wheat, unmodified) ao que foi adicionado &gua destilada. Misturou-se 0 Amido com uma vareta e
deixou-se a repousar durante 30min. Apos repouso, 0 Amido foi novamente mexido e colocado em
banho-maria sobre uma placa de aquecimento. Passados 20-30 min e sempre sob agitagao constante,
guando a solucdo obteve uma aparéncia transllcida e cremosa, foi deixada a arrefecer. Posterior-

mente foi passada por um pano de linho 4 vezes até ter uma consisténcia pastosa.

Archibond® sem suporte (A.S.)

O adesivo ja se encontra pronto para uso sendo apenas necessario remover a pelicula protetora.

Carboximetilcelulose com sédio (CMC)

Aqueceu-se 50ml de agua destilada ao qual foi adicionado aos poucos e sobre agitacdo, 2g de CMC
(Ashland, Cellulose Gum Blanose®). Deixar a mistura a dissolver durante aproximadamente 24

horas ou mais.

Hidroxipropilcelulose (HPC)

Adicionou-se 2g de HPC (Arte & Memoria, Klucel G) a 50 ml de etanol. Mexer com uma vareta

até dissolver.

Metilcelulose (MC)

Aqueceu-se 25ml de agua destilada ao qual foi adicionado aos poucos e sobre agitacdo, 2g de MC
(Ashland, Culminal® Metilcelulose MC 2000 S). No fim adiciona-se mais 25 ml de agua fria para

obter uma solugéo de 4% (m/v).

Preparacao dos adesivos em filme:

Os adesivos foram preparados em solugio (excepto Archibond®). Com uma espétula, cada solugéo

foi aplicada sobre uma pelicula Melinex® siliconada e deixados a secar de modo a formar um filme.



Aplicacdo dos adesivos sobre papel e vidro

Cada adesivo foi aplicado na concentragdo em que é habitual-
mente utilizado em conservacao e restauro de papel [1,7,10,68]
De forma a se poderem comparar os resultados entre adesivos,
foi importante garantir que, embora aplicados a concentragdes

distintas, o peso seco dos adesivos fosse o mesmo. Desta

forma, foram utilizadas as concentracGes e quantidades indica- . " y
dos na tabela B.1. Também para garantir uma quantidade idén- Figura B.1— Aplicacdo de CMC sobre
tica de adesivo e diminuir a contaminacao foi criado o seguinte vdro

processo de aplicacao para os adesivos liquidos: cada adesivo foi aplicado com uma espatula, sobre
uma pelicula de poliéster (Melinex®) siliconada; pelicula colocou-se o papel por cima da pelicula,
fazendo pressao, e deixou-se secar; ap6s secagem removeu-se a pelicula ficando um filme de ade-
sivo sobre o papel. No caso do CMC, por ser muito viscoso a 4% (m/v), foi necessario aplicar
inicialmente metade do peso pretendido, colocar sobre o filtro/papel, deixar secar e aplicar o res-

tante sobre o filme formado. No fim removeu-se a pelicula.

Nas placas Petri de vidro (25x150@mm, Normax), os adesivos foram aplicados com recurso a uma
espéatula, em circulos com 55mm diametro, o mais homogeneamente possivel (fig. B.1), e deixados

a secar na camara de fluxo laminar, para evitar a deposi¢édo de poeiras.

Para aplicacio do adesivo Archibond®, apds remocéo da sua pelicula protetora, este foi colocado
sobre o papel ou vidro e ativado com uma espéatula quente a 80 + 5°C (Willards of Chichester,

Controller type ‘E’,36 volts).

Tabela B.1- Quantidade de adesivo aplicado em papel, filtro e vidro.

Archibond® Pasta de Amido (10%) MC, CMC e HPC (4%)
75mm @ (papel/filtro) ‘ 0,068g 0,369 1,79
55mm @ (vidro) | 0,0369 0,689 0,99
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Viscosidade dos adesivos segundo os fabricantes

Tabela B.2 — Viscosidade dos adesivos indicada pelos fabricantes.

Adesivo Marca Viscosidade Método /condi¢des de andlise
Amido Starch from wheat U_nmodlfled, Nio indicado i
Sigma Aldrich
Archibond Archibond sem syporte, Arte & Niio indicado i
Memoria
Ashland, Cellulose Gum Blan- . 0 0 .
cMC 0se®, Tipo GS 7HAF, 3(;3;220 Solugéo a 1/o|,__|2_5/C Brookfield
Arte & Memoéria
HPC Klucel G, Arte & Memoria 150-400 Solucdo a 2%
(mPas)
Ashland, Culminal® MC 2000,
MC Methylcellulose Ether, 2102];‘;900 Solugéo a 2%, 20°C

Arte & Memoria
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Anexo C — Viscosimetria Capilar

Metodologia
O peso molecular dos adesivos foi determinado utilizando um viscosimetro capilar de Ubbelohde

1C. Para cada adesivo foi selecionado um solvente e respetivas constantes de Mark-Houwink-Sa-
kurada (M.H.S.) (tabela C.1). No caso da pasta Amido e do Archibond®, por ndo haver constantes
especificas para estes materiais, utilizou-se valores de compostos semelhantes, ou seja, a amilose e
Poli (metacrilato de etilo) (P(EMA)) respetivamente.

Tabela C.1 - Selecéo das constantes de M.H.S. para cada adesivo.
T(C% Constantes M.H.S.

Adesivo Solvente +1°C K a Método @  Ref.

Amido (amilose) | Ag. KOH (0,5M) 25 0,000085 0,76 LS®@ [69]
Archibond (P(EMA)) | Acetato de etilo/etanol (2/9, v/v) 35 0,000476 0,53 LS [69]
CMC | Ag. NaCl (0,1M) 25 0,000123 0,91 SD® [69]

HPC | Agua Millipore 25 0,0000625 0,84 - [70]

MC | Agua Millipore 25 0,00316 0,55 LS [69]

(@) Método de determinacdo dos pesos moleculares absolutos das amostras de polimero utilizadas para a determinagdo das
constantes de M.H.S.; @Light-Scattering (dispersao de luz); ® Sedimentation and diffusion (sedimentacéo e difuséo)

Cada adesivo (N@o Envelhecido em p0; Envelhecido em filme) foi diluido no respetivo solvente
numa concentracdo de 0,001g/mol (solucdo mae), sob agitacdo constante durante 12h no minimo
(tabela C.2). Durante a experiéncia, foi-se adicionado 1ml de solvente ao volume inicial da solugéo
mée colocada no reservatorio do viscosimetro Ubbelohde, perfazendo um total de 5 diluicGes.

Tabela C.2 - Observacdes sobre a dissolu¢do dos adesivos nos respetivos solventes para a medi¢éo da viscosi-

dade.
Adesivo Observacdes:
NZo Envelhecido Em 12 horas ndo ficou completamente dissolvido em KOH Ag. Ap6s
Amido 12 horas com aquecimento a 50°C dissolveu bem
Envelhecido Apo6s 12 horas com aquecimento a 50°C, dissolveu bem em KOH Ag.

Em 12 horas nédo ficou completamente dissolvido no solvente. Apds

48h dissolveu bem

Em 12 horas nédo ficou completamente dissolvido. Pequenas particulas

brancas em suspensdo (<1mm), ap6s 48h

N&o Envelhecido | Em 12 horas ficou bem dissolvido em NaCl Ag.

Em 12 horas ndo ficou completamente dissolvido. Ao fim de 48 horas

CMC Envelhecido + 30 min sobre aguecimento a 50°C ndo dissolveu. Continha pequenas
particulas em suspensdo (<1mm) que correspondem as zonas mais es-

pessas e amarelas do filme de CMC

Né&o Envelhecido | Em menos de 12 horas ficou bem dissolvido em agua millipore®

N&o Envelhecido
Archibond®
Envelhecido

HPC ) . . . . e
Envelhecido Em menos de 12 horas ficou bem dissolvido em &gua millipore®
MC Né&o Envelhecido | Em menos de 12 horas ficou bem dissolvido em agua millipore®
Envelhecido Em menos de 12 horas ficou bem dissolvido em agua millipore®

Foi medido o tempo médio de passagem do solvente, da solugdo mée e respetivas diluicbes entre
os dois tracos de referéncia do reservatorio, obtendo-se no minimo 6 medi¢Ges com um intervalo
maximo de 0,1s e calculou-se o valor médio. A viscosidade intrinseca [n] foi calculada graficamente

usando os tempos obtidos e a equacdo de Huggins em que nsp/c = [n] + k* [n]° ¢, e Ny = (t—
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to)! t,, sendo que t, o tempo médio de escoamento do solvente puro e t 0 tempo médio de escoa-

mento da solucéo.

A representacdo grafica de valores nsp/C em funcdo de ¢ (relativos a solucbes de polimero com
diferentes concentracdes) € linear e que a extrapolagdo para c=0 € o valor de [1], ou seja, a ordenada
na origem da equac&o da reta obtida por regresséo linear dos valores experimentais obtidos. E assim
possivel calcular a massa molecular média viscosimétrica (My) usando a equacdo empirica de
M.H.S.: [n] = kMZ. Por fim calculou-se o peso molecular da unidade repetitiva do polimero (Mo)

e 0 grau médio de polimerizacdo em nimero (Xn) sendo que Xn=M\/Mo

As tabelas que se seguem consistem na associacdo da concentracdo do adesivo e t do escoamento
do polimero, o que permitiu o calculo da viscosidade especifica e a equacdo de Huggins, necessarias
para o calcula da My. Os graficos demonstram a reta tracada a partir da equacéo de Huggins para
diferentes concentragdes de adesivo. A equacdo da reta permite determinar a equacdo de M.H.S.,

sendo [n] definido na ordenada da origem.

Amido Nao Envelhecido

Amido Nao envelhecido

i, [ (t0)i0 c ve  leopo] 1? ]
(seg) (seg)  (seq) (g/dL) (1) =S Ceann®
18,22 | 20,74 0,138518 0,10000 10,00000 1,38518 Y 7 BN R S

20,46 0,122964 0,09286 10,76890  1,32419 SHY ) R

20,18 0,107594 0,08667 11,53802 1,24142 gos

20,04 0100311 0,08125 12,30769 1,23460 ég;‘

19,92 0,093285 0,07647 13,07702 1,21988 00

1982 0087832 007222 13.84658 1,21617 000 00200 g 0 O
Amido Envelhecido

to t (t-t0)/t0 c 1c [(t-t0)/t0]* Amido envelhecido
(seg) (seg)  (seg)  (g/dL) (L/c) L o®
18,11 | 20,44 0,12900 0,10000 10,00000  1,28998 gtz soe®

2021 0,11611 0,09285 10,7006  1,25053 ’32 ----------------

20,00 0,10433 0,08667 11,53802  1,20377 o6

19,82 0,09439 008125 12,30769  1,16172 S04

19,72 0,08905 0,07647 13,07702  1,16453 Egz

19,63 0,08408 007101 14,08252  1,18408 000 002 004 006 008 010
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Archibond® sem suporte Ndo Envelhecido

gt (t-t0)/t0 c 1e [(t-t0)/t0]*
(seg) (seg)  (seg) (g/dL) (1/c)
17,83 | 18,62 0,044027 0,10000 10,00000  0,44027
18,56 0,040849 0,09286 10,76890  0,43990
18,49 0,036792 0,08667 1153802  0,42451
18,45 0,03470 0,08125 12,30769  0,42711
18,52 0,038581 0,07545 1325381  0,51134
18,59 0,042452 0,07042 14,20051  0,60284
Archibond® sem suporte Envelhecido
g (t-0)/t0 c e [(t-t0)/t0]*
(seg) (seg)  (seg) (g/dL) (1/c)
17,89 | 18,46 0,031667 0,10000 10,00000  0,31667
18,42 0,029357 0,09286 10,76890  0,31614
18,24 0,019576 0,08254 12,11534  0,23717
18,41 0,029246 0,07647 13,07702  0,38246
18,43 0,029916 0,07222 13,84658  0,41423
18,46 0,031979 0,06706 14,91202  0,47687
CMC Néo Envelhecida
& £ (t-0)/t0 c e [(t-t0)/t0]*
(seg)  (seg)  (se9) (9/dL) (1fc)
18,18 | 57,63 2,169967 0,10000 10,00000 21,69967
53,35 1,93436 0,09286 10,76890  20,83093
49,84 1,741291 0,08667 11,53802  20,09104
47,03 1586909 0,08125 12,30769  19,53118
4454 1450128 0,07438 13,44447 1949621
41,84 1,301247 0,06949 14,39056  18,72567
CMC Envelhecida
£, E (t-t0)t0 c e [(t-t0)/t0]*
(seg) (seg)  (seg) (9/dL) (1fc)
18,21 | 25,16 0,38173 0,10000 10,00000 3,81728
2447 0,34401 0,09286 10,76890  3,70464
2389 0,31240 0,08667 1153802  3,60449
2341 0,28567 0,08125 12,30769  3,51595
2286 0,25540 0,07545 1325381  3,38504
2255 0,23841 0,07042 14,20051  3,38551

-
o

o o
[} =3

o
~

[(t-t0)/t0]*(L/c) (g/dL)

o
N

[(t-t0)/t0]*(L/c) (g/dL)

10

[(t-£0)0]*(L/c) (g/dL)

w A~ b

[(t-t0)t0]*(L/c) (g/dL)

O P, P NN W

0,00

Archibond Né&o envelhecido

0,02 0,04 0,06
c (dL/g)

0,08

Archibond envelhecido

0,02 0,04 0,06
¢ (dL/g)

0,08

CMC nao envelhecida

°
L]
L

o® ®

0,02 0,04 0,06
¢ (dL/g)

0,08 0,10

CMC envelhecida

0,04 0,06 0,08 0,10
c (dL/g)



HPC_: Néo_EnveIhecida

£, [ (t-t0)t0 c 1e [(t-t0)/t0]*
(seg) (seg)  (seg) (9/dL) (/)
1856 | 2577 0,38829 0,10000 10,00000  3,88290
2499 0,34644 0,09286 10,76890  3,73082
2445 0,31717 0,08667 11,53802  3,65951
2396 0,29095 0,08125 12,30769  3,58090
2340 0,26078 0,07545 13,25381  3,45627
2291 0,23438 0,07042 14,20051  3,32824
HPC Envelhecida
& [ (t-t0)t0 c e [(t-t0)/t0]*
(seg) (seg)  (seq) (g/dL) (1/c)
18,56 | 2544 0,37073 0,10000 10,00000  3,70735
2467 0,32931 0,09286 10,76890  3,54631
2406 0,29634 0,08667 11,53802  3,41913
2355 0,26877 0,08125 12,30769  3,30791
2297 0,23774 0,07545 13,25381  3,15099
2255 0,21516 0,07042 14,20051  3,05535
MC N&o Envelhecida
&gt (t-t0)/0 c e [(t-t0)/t0]*
(seg)  (seg) (se9) (g/dL) (L/c)
18,12 | 30,43 0,679669 0,10000 10,00000  6,79668
29,27 0,615455 0,09286 10,76890  6,62777
28,22 0,557682 0,08667 11,53802  6,43454
27,40 0,512236 0,08125 12,30769  6,30443
26,48 0461822 0,07545 13,25381  6,12089
2573 0,420055 0,07042 14,20051  5,96500
MC Envelhecida
£ £ (t-t0)/t0 c Le [(t-t0)/t0]*
(seg)  (seg) (se9) (g/dL) (1/c)
17,91 | 28,01 0,563848 0,10000 10,00000  5,63847
27,11 0,513928 0,09286 10,76890  5,53444
26,26 0,466291 0,08667 11,53802  5,38007
2548 0,423067 0,08125 12,30769  5,20698
2460 0,37390 0,07545 1325381  4,95556
2396 0,33795 0,07042 14,20051  4,79906

XI

[(t-t0)/t0]*(1/c) (g/dL)
w b~ p O

O P P NN W

4,0
3,5
3,0
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2,0
15
1,0
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0,0

[(t-£0)0]*(L/c) (g/dL)

(o2}

[(t-10)/t0]*(1/c) (g/dL)
S

[(t-£0)0]*(L/c) (g/dL)

HPC néo envelhecida

0,02

0,04 0,06
¢ (dL/g)

HPC envelhecida
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Anexo D — Espetroscopia por NanoDrop e determinacéo da biomassa

Espetroscopia por NanoDrop ND-1000

Materiais e Métodos

Para aferir a validade do NanoDrop para quantificacdo do crescimento flngico sobre as amostras,
inicialmente foi testado uma solugdo “mae” de ADN numa concentra¢ao desconhecida e quatro
diluicdes da mesma (1:1; 1:2; 1:5 e 1:10). Apos a confirmacdo que este método tinha a capacidade
de detetar proporcionalmente as variacdes de ADN, prosseguiu-se para a extragcdo de ADN de amos-

tras reais.

Extracéo

Foram preparadas 5 amostras para extracdo de ADN: 1 amostra liquida removida de esporos dire-
tamente de uma colonia de A. niger num meio de Potato Dextrose Agar (PDA) e diluida em 0,05%
Tween 80 (Panreac) esterilizado, permitindo verificar se 0 método de extracdo era viavel; 4 amos-
tras sélidas em que dois adesivos (pasta de Amido de trigo (Sigma-Aldrich) e Tylose MH300®
(Arte&Memoria) foram aplicados sobre papel Whatman® 1# e inoculados com 2 concentragdes de
A. niger (1x10*e 1x10° esporos/ml). A extracdo de ADN foi realizada com o DNA Mini Kit (Zy-
moBIOMICS®) e foi seguido o protocolo do fabricante.

Anélise no NanoDrop ND-1000

Foi selecionado a opgéo de Nucleic acid e DNA 50 (dsDNA) no software fornecido pelo NanoDrop.
Entre cada medigdo o aparelho € limpo com papel embebido em etanol 70%. Antes da anélise das
amostras foi realizado um ‘branco’ com o solvente usado para diluir as amostras durante a extra¢ao
(dgua millipore®) e as amostras sdo levadas ao vortex (VWR VV3) para homogeneizar. Foram pi-

petados 3ul de cada amostra sobre a célula do aparelho e analisadas 3 vezes.
Resultados

Na fig. D.1 é possivel observar o crescimento dos fungos sobre o filtro que foram usados para a
extracdo de ADN.

Figura D.1 — Amostras usadas na extracdo de ADN a) coldnia de A. niger b) Amido inoculado com 1x10° espo-
ros/ml ¢) Amido inoculado com 1x10*esporos/ml d) Tylose inoculada com 1x10° esporos/ml e d) Tylose inocu-
lada com 1x10*esporos/ml.
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Tabela D.1 - Concentragio ob-  Pela tabela D.1, as amostras de Amido e Tylose inoculadas com

tida de ADN por Nanodrop. 1x10° esporos/ml, tBm sempre uma concentragdo superior as

i ng/pl amostras inoculadas com 1x10* esporos/ml. Isto vai de acordo
Colénia | 6,93+0,35 ) _
Amido 1x10¢ | 3,77+0,67 com o que é observado nos filtros com o fungo antes da extracao
Amido 1x10* 2,83+0,15 . .
Tylose 1x10° } ga0+193 (fig, D.1). No entanto, antes do processo de extracdo € possivel
Tylose 1x10* | 5,43+ 0,35

observar pela fig. D.1 que ambos os filtros com Amido aparentam
ter uma maior concentracdao de fungo do que os de Tylose. Os dados obtidos pelo Nanodrop nédo
refletem esta observagdo, sendo que a concentracdo da Tylose apresentada na tabela D.1 é sempre

superior a amostra de Amido correspondente.

Assim sendo, este método embora permitisse distinguir quantidades de fungo diferentes em amos-
tras semelhantes (com o mesmo adesivo) nao permitiu comparar amostras com diferentes adesivo-
sEsta diferenca de resultados deve-se muito provavelmente ao método de extracdo pois tendo 0s
dois adesivos caracteristicas quimicas e fisicas diferentes, a ligacdo ao fungo sera diferente e con-
sequentemente, a capacidade de extrair o ADN do fungo também. Embora o Nanodrop permita
quantificar ADN simples e rapidamente, o resultado estara sempre dependente da extracdo de ADN

efetuada.

Medicdo da biomassa seca

Apos a preparacdo dos adesivos sobre um papel de filtro de microfibra de vidro (Whatman® 934-
AH), cada amostra é colocada com uma pinca esterilizada dentro de uma caixa Petri previamente
tarada na balanca (Sartorius LE623S). Todas as amostras sdo pesadas 3 vezes e a média dos resul-
tados € considerado como o peso inicial. Depois das pesagens as amostras sdo colocadas sobre um
meio de Mineral Salts Agar (MSA), um meio indicado no ASTM D 4300 -01 que avalia a capaci-

dade de um adesivo em filme suportar ou resistir ao crescimento de fungos [71].

Apos a colocacdo das amostras sobre 0o meio estas sdo inoculadas como descrito no capitulo 2.6 e
deixadas na estufa entre 25-30C° durante 7 dias. As amostras de controlo ndo sdo inoculadas. Ao
fim dos 7 dias os filtros sdo separados do meio e colocados sobre placas Petri. A secagem das
amostras € realizada novamente em vacuo (15+5 mBar) durante 20 horas. De seguida, a estabiliza-
¢do do peso das amostras € feita dentro de uma cAmara de fluxo laminar durante uma hora, com a

tampa da placa Petri aberta e a temperatura e HR ambiente.

Cada amostra € entdo colocada numa placa Petri previamente tarada e pesada trés vezes (a média
obtida seré considerada como peso final). A biomassa é calculada pela subtracdo do peso final da
amostra apos a incubacao pelo seu peso inicial. Dado que o papel/filtro € um material higroscopico
e 0 seu peso pode variar com a humidade relativa (HR), esta e a temperatura (T°) dentro da camara

de fluxo laminar foram registadas durante as pesagens. Usando os controlos ndo inoculados como
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referéncia, as variagdes de peso dependentes da HR foram compensadas nas restantes pesagens. Ou
seja, a média do peso ganho ou perdido devido a HR dos controlos ndo inoculados foi subtraido ou

adicionado, respetivamente, as amostras inoculadas [16].

Para testar a viabilidade deste méetodo foi inicialmente usado apenas um papel de filtro sem adesivo
(controlo), papel Whatman® #1 sem adesivo, pasta de Amido sobre filtro e CMC sobre filtro, ino-

culados com A. niger.

Resultados
Papel Whatman#1 Papel de filtro Papel de filtro Papel de filtro
Sem adesivo Sem adesivo + Pasta de Amido +CMC
Biomassa - 0,004 + 0,002 - 0,024 - 0,019
(9) + 0,001 + 0,000 + 0,001 + 0,002

Figura D.2 - Crescimento de A. niger ao fim de 7 dias sobre nas amostras e respetiva biomassa.

Pela fig. D.2 é possivel observar que o A. niger cresceu em 100% do papel Whatman® #1 embora
com uma menor area de esporulacdo do que o papel filtro com pasta de Amido. O papel de filtro
sem adesivo e o papel de filtro com CMC tiveram um crescimento muito semelhante. Este resultado
ndo permite esclarecer se o crescimento que ocorreu nas amostras de papel de filtro + CMC se deve

ao adesivo ou ao filtro.

Os resultados obtidos por biomassa sdo maioritariamente negativos e ndo correspondem ao que é
observado na fig. D.2. Em teoria, se ocorreu um maior crescimento, a biomassa seria positiva. Se o
fungo se alimentou do adesivo, entfo o peso final seria semelhante ao peso inicial. E possivel que
o fungo se esteja a alimentar do adesivo e que o resultado seja um produto mais leve, ocorrendo
uma perda de massa devido ao metabolismo do fungo. No entanto o papel de filtro teve uma bio-
massa positiva enquanto que o papel de filtro + CMC, com um resultado visual muito semelhante,
apresentou uma biomassa negativa. Para a realizacdo deste estudo, a medicao de biomassa seca ndo

aparenta ter sensibilidade suficiente.

Deste modo, optou-se por ndo se realizar a medi¢do de biomassa para as restantes amostras. Embora
a perda de peso possa ser uma boa indicacdo de colonizagéo, a diferenca de peso entre adesivos €

pequena, podendo dificultar o uso desta técnica.
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Anexo E — Condigdes de HR e T dentro da caixa de incubagéo

30 Temperatura (21.3.2017 a 30.4.2017)
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Figura E.1 — Temperatura e Humidade Relativa obtidos entre 21 de Abril e 30 de Maio. Antes de 15 de Abril 0s
valores foram obtidos de 12 em 12 horas. Depois de 15 de Abril foram obtidos de 30 em 30 min.
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Figura E.2 — Temperatura e humidade relativa medidos entre 5 de Junho e 31 de Julho. Valores obtidos de 30
em 30 min.

As amostras Nao Envelhecidas estiveram durante 56 dias numa sala com ar condicionado progra-
mado para 25°C (fig. E.1). Na primeira semana da experiéncia relativa & amostras Envelhecidas,
optou-se por mudar as amostras para uma nova sala (inicialmente programada para 25°C) devido as
grandes variacOes de temperatura (T) e humidade relativa (HR) que estavam a ocorrer na sala inicial
(fig. E.2). Nos gréficos de HR, os picos com rapidas diminui¢des de HR correspondem aos dias em
que a caixa de incubacéo era aberta para fotografar as amostras.
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Anexo F - Observagao macroscopica dos adesivos em filme

N&o Envelhecidos
Todos os adesivos preparados em filme sdo transparentes e incolores ap6s secagem (fig. F.1).

Figura F.1 - Filmes dos adesivos N&o Envelhecidos sobre um fundo preto de a) pasta de Amido, b) Archibond®,
¢) CMC, d) HPC e e) MC. Todas as imagens tém 22mm de comprimento.

Envelhecidos
Os filmes de Amido, HPC e MC, depois do envelhecimento artificial s&o transparentes e incolores

(fig. F.2, @), b) e ¢)). O filme de Archibond® apresenta bolhas de ar e um ligeiro tom amarelado
(mais pronunciado no meio do filme) visivel sobre um fundo branco (fig. F.2, d)). O CMC quando

forma um filme tem espessuras diferentes, sendo que as zonas mais espessas apresentam um tom

amarelo (fig. F.2, e)).

Figura F.2 - Filmes dos adesivos Envelhecidos sobre fundo preto de a) pasta de Amido, b) HPC e c) MC (escala
=22 mm de comprimento); sobre fundo branco d) Archibond® (escala = 66mm de comprimento); sobre fundo
preto €) CMC (escala = 44mm de comprimento).
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Anexo G — Andlise de calorimetria diferencial de varrimento (DSC)
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Figura G.1 - Termogramas de DSC (linha verde — 12 andlise; linha preta — 22 ensaio analise) e de TGA (linha
azul) do Archibond®.

A amostra foi sujeita a dois ensaios consecutivos de DSC, sempre com um regime de aquecimento
de 10 °C min™ em atmosfera de nitrogénio. Na fig. G.1 ¢ possivel observar que em ambos os ensaios
ocorreu uma mudanga na linha de base préxima dos 25 °C, que corresponde a temperatura de tran-
sicdo vitrea (Tg) isto €, temperatura abaixo da qual o polimero apresenta uma estrutura sélida de-
sordenada (estado vitreo). E ainda visivel no termograma de TGA que a decomposigio do adesivo
tem inicio a cerca de 270 °C. O facto de ocorrer apenas uma Tg em vez de duas, a um valor com-
preendido entre as temperaturas de transic¢ao vitrea do PMA e do PEMA (9,85 °C e 64,85 °C respe-

tivamente [72,73]) sugere que Se esta na presenca de um copolimero e ndo de uma mistura de poli-
meros.
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Anexo H — Higroscopia

Tabela H.1 — Valores obtidos dos adesivos ap6s atmosfera de vacuo (t=0); e atmosferas com Humidade Rela-

tiva 50% e 90%.
Na&o envelhecido Envelhecido
t=0 0,091 0,092 0,094 0,093 0,092
50% P 0,100 0,101 0,104 0,101 0,101
s 8 0,100 0,101 0,103 0,102 0,102
s 9 e an mm
Amido ome| 5 (o ' , ' '
0,135 0,133 0,141 0,138 0,139
0,130 0,128 0,135 0,131 0,136
Média e desvio padréo Média e desvio padréo
(massa final - massa inicial) / _50% 10+£0,3 10+04
massa final x 100 (%) 90% 46£16 49 +0,6
Na&o envelhecido Envelhecido
=0 0,104 0,105 0,103 0,101 0,101 0,098
50% 0,104 0,106 0,103 0,102 0,101 0,100
0,106 0,106 0,104 0,102 0,102 0,100
Al‘Chibond® Massa (g) 0,118 0,115 0,113 0,115 0,111 0,113
90% 0,114 0,114 0,112 0,112 0,110 0,112
Sem suporte 0,115 0,114 0,113 0,113 0,113 0,115
Média e desvio padréo Média e desvio padréo
(massa final - massa inicial) / _50% 1+£0,2 1+£05
massa final x 100 (%) 90% 10+1,1 12+24
N&o Envelhecido Envelhecido
t=0 0,095 0,093 0,096 0,087 0,088 0,085
50% 0,098 0,096 0,099 0,098 0,099 0,096
0,098 0,096 0,099 0,098 0,100 0,097
Massa (g) 0,213 0,208 0,213 0,221 0,238 0,232
CMC 90% | 0,219 0,215 0,217 0,223 0,241 0,231
0,213 0,208 0,213 0,304 0,326 0,312
Média e desvio padréo Média e desvio padréo
(massa final - massa inicial) / _50% 3+0,2 13+£0,3
massa final x 100 (%) 90% 125+£15 198 £10,1
N&o Envelhecido Envelhecido
t=0 0,097 0,096 0,101 0,097 0,097 0,095
50% 0,098 0,098 0,102 0,100 0,100 0,097
0,098 0,098 0,102 0,100 0,100 0,098
Massa (g) 0,139 0,132 0,140 0,154 0,151 0,149
HPC 90% | 0,147 0,139 0,146 0,151 0,147 0,147
0,139 0,132 0,140 0,157 0,157 0,156
Média e desvio padréo Média e desvio padréo
(massa final - massa inicial) / _50% 2+0,2 3+0,2
massa final x 100 (%) 90% 42+£38 58+1.2
N&o Envelhecido Envelhecido
t=0 0,098 0,096 0,096 0,098 0,098 0,097
50% 0,102 0,098 0,098 0,101 0,100 0,100
0,102 0,099 0,098 0,100 0,100 0,099
Massa (g) 0,174 0,168 0,169 0,175 0,179 0,180
MC 90% | 0,167 0,160 0,164 0,169 0,173 0,176
0,192 0,191 0,191 0,198 0,206 0,219
Média e desvio padréo Média e desvio padréo
(massa final - massa inicial) / _50% 3+1.2 3+0,6
massa final x 100 (%) 90% 81+£17 91+6,9
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Anexo | — Medicdes de pH

Tabela 1.1 — Valores obtidos na medicdo de pH (média + desvio padrao).

N&o Envelhecido Envelhecido
- Média e - Média e
D M_edla ° . Desvio Padréo M_edla ° . Desvio Padrdo
esvio Padrdo finais Desvio Padrdo finais

Agua Millipore® 6,43+0,09 6,43 £ 0,09 6,00 £0,14 6,00 +0,14
6,27 + 0,07 5,79 + 0,03

Papel 6,26 £0,06 6,29 +0,02 58810,09 5,87 +0,03
6,35+ 0,03 5,95 + 0,05
6,25 + 0,03 5,99 + 0,04

Amido 6,2310,02 6,24 +0,01 6,03+0,06 6,01+0,02
6,23£0,02 6,00 + 0,06
6,12 + 0,07 5,47 + 0,05

Archibond 6,13+0,08 6,13+0,02 542+0,05 5,46 + 0,04
6,15 + 0,08 5,49 + 0,05
6,90 + 0,04 6,73 + 0,07

CMC 7,0210,03 6,99 +0,08 6,8710,04 6,82 +0,07
7,04 +0,04 6,84 + 0,04
6,24 +0,07 5,53 + 0,02

HPC 6,23+0,09 6,24 0,01 544 £ 0,04 5,51 0,07
6,26 + 0,04 5,57 + 0,05
6,37 + 0,04 5,61 + 0,05

MC 6,42 + 0,02 6,38 + 0,04 5,67 + 0,09 5,64 + 0,03
6,35 + 0,03 5,64 + 0,08

Tabela 1.2 — Valores de P obtidos apds a analise estatistica ANOVA (factor Unico) entre papel sem adesivo
(controlo) e papel com adesivo

Adesivo Valor P
. N&o Envelhecido | 0,132919
Amido .
Envelhecido 0,053486
Archibond® Na&o Envelhecido | 0,005725
sem suporte Envelhecido 0,001461
N&o Envelhecido | 0,000175
CMC )
Envelhecido 0,000130
N&o Envelhecido | 0,175087
HPC _
Envelhecido 0,004243
Né&o Envelhecido | 0,000175
MC Envelhecido | 0,010649

Anexo J — Colorimetria

Realizou-se uma analise ANOVA (a =0.05) para

analisar diferencas estatisticamente significati-

vas entre as amostras de controlo e as amostras

com adesivo. Encontram-se salientadas a verme-

Iho as amostras cujo pH néo é significativamente

diferente das amostras de controlo.

Tabela J.1 — Valores de L*, a* e b* obtidos dos adesivos aplicados em papel. Papel sem adesivo é considerado

como controlo.
N&o envelhecido

Média e desvio padrdo

Envelhecido

Média e desvio padrdo

L* a* b* L* a* b*
Controlo 94,17+0,02 -045+0,03 1,32+0,07 | 9423+0,04 -043+0,02 1,31+0,06
Amido 94,05+0,11 -0,54+0,03 051+0,04 | 9322+0,04 -043+0,03 135%0,05
Archibond® 94,72+0,12 -0,62+0,03 0,05+0,06 | 93,17+0,09 -0,36+0,07 3,08 +0,07
CMC 93,38+0,11 -069+0,01 147+0,28 87,46+089 1,01+024 10,49+0,94
HPC 94,22+0,01 -0,72+0,03 0,25+0,04 | 93,06+0,05 -0,56+0,02 2,23+0,01
MC 9386+041 -065+0,03 0,07+0,04 | 9280+0,09 -0,60+0,05 190+0,11

XIX



Anexo K — Area colonizada por fungos em %
Tabela K.1 — Valores médios obtidos apds a medicédo da area de colonizagéo por ImageJ (%) em substrato de

papel.
Substrato de papel
N&o Envelhecido Envelhecido
dias s/adesivo Amido  A.S. CMC HPC MC |sf/adesivo Amido A.S. CMC HPC MC
0 0 0 0* 0 0* 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 <1 0 2 0 o* 0* 0*
14 0 0 0 <1 <2 6 0 0 0 0
- 21 <1 0 0 0 0 0 0
(5]
(@)
‘c 28 4 0 <1 0 0 <1 0
< 35 5 0 <1 8 2 - 0 0 <1 0
42 5 0 <1 10 - 0 0 4 0
49 nd nd nd nd - 0 6 0
56 10 <1 3 - 0 6

0* 0

0 0 0 0 0 0 0 0

0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 o o~ o o
. 0 0 0 0 o =1 | o 0 0 0 0 0
8 0 0 0 o =2 <« | o 0 0 0 0 0
= 0 0 0 0o =2 =g | o 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0o <« <« | o 0 0 0 0 0
0 <1 <2 o« 3 <o 0 0 0 0 0
49 nd nd nd nd nd 0 0 0 0 0 0
56 ST <1 3 <1 | o 0 0 0 0 0

LIES

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 0 0* 0* 0 0* 0* 0*

o

0 0 0 0

<
o
o
o

0
0

0 <1 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0

0 2 0 0 0 0 0

N

0 5 0 0 0 0 0

i
©

56
Nd — ndo definido

Al | < I [N I RN I
alo |~ | > N[ |lo |~ |

<1
2
3
7
9
10
nd nd nd nd nd nd 0 - 0 0 0 0
a
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Tabela K.2 - Valores médios obtidos apds a medicdo da area de colonizagdo por ImageJ (%) em substrato de
vidro.

Substrato de vidro

Nao Envelhecido Envelhecido

dias s/adesivo Amido  A.S. CMC HPC MC |sladesivo Amido A.S. CMC HPC MC

0 0* 0 0* 0 0 0* 0 0 0 0 0 0
7 0 <1 0 0 0 0 0* 0* 0* 0* 0* 1.3
14 0 <1 0 0* 0* 0 0 <1 0 0 0 1.3
= 21 0 3 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1,3
? 28 0 - 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1,3
< 35 0 - 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3,2
42 0 - 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3,2
49 nd - nd nd nd nd 0 1,5 0 0 0 3,2

0*
7 0 <2 0 0 0 0 0 o or  0* 0 0*
" - 0 <2 0 o 0 o 0 <2 0 0 0 0
sl 2 >2 0 o 0 0 0o <« 0 o0 0 0
% - 0 >2 0 0 0 0 0 < 0 0 0 0
- 0 5 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0
- 0 8 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0
m nd nd nd nd nd 0 0 0 0 0
- K - : ;

0* o~ 0* 0* 0 0 0* 0 0 0*
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
=
= 0 0 0 0 0 <1 0 0 0 0
=
= 0 0 0 0 0 <1 0 0 0 0
=
=1 0 0 0 0 0 7 0 0 0 0
o
0 0 0 0 0 - 0 0 0 0
nd nd nd nd 0 - 0 0 0 0
0 0 0 0 0 - 0 0 0 0

Nd — ndo definido
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