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SumARIO

Nas ultimas décadas, vérios estudos revelaram que os microrganismos s&o agentes de deterioracao
do vidro, sendo que os fungos se destacam com particular relevancia. Os vitrais histéricos possuem
elementos modificadores como Ca, K e Na que os tornam particularmente vulneraveis a agressoes
ambientais (corrosdo) e a corrosdo induzida pelos microrganismos. Deste modo, realizou-se um
estudo de biodeterioragdo acelerada através da inoculacdo de duas espécies de fungos
seleccionadas de um caso de estudo (Penicillium sp. e Cladosporium sp.) efectuada sobre amostras
de vidro de trés variedades (cores), preparadas a partir do estudo da composigdo de dois vitrais. A
alteragcdo das superficies foi estudada por u-EDXRF, y-Raman e p-FTIR, microscopia o6ptica e
SEM-EDS, tendo-se comparado dois estados iniciais de superficie: superficies de vidro ndo corroidas
e corroidas. As principais conclusdes deste estudo sdo que: 0os organismos sao capazes de produzir
dano morfoloégico e quimico apdés somente 2,5 meses de incubagcdo em todas as superficies,
independentemente do seu estado inicial de corrosdao, quando ha condi¢gbes de elevada humidade
relativa e temperatura moderada. A biocorrosao ocorre de forma diferenciada em termos de taxa de e
grau de ataque para os vidros das trés cores. Verifica-se, ainda, que as amostras de controlo, sem
meio de cultura (fonte de nutrientes) desenvolveram colonizag&o biolégica ao fim de 4,5 meses num

ambiente previamente esterilizado.

Palavras-Chave

Vitrais, fungos, corrosao, biodeterioragao.






ABSTRACT

Over the past decades, several studies revealed that microorganisms can act as biodeteriogens of
glass surfaces. They also revealed that fungi play an important role in this matter. Since historic
glasses and stained glasses are very rich in modifying elements, such as potassium and calcium, they
are particularly vulnerable to environmental aggressions and also to microbial attack (microbially
induced corrosion) that will promote glass biodeterioration. Thus, an accelerated biodeterioration study
was carried out by the inoculation two fungal species selected from a case study (Penicillium sp. and
Cladosporium sp.) on three glass types (colours and compositions), prepared from study of the
composition of two stained glass windows. Glass surface alteration was studied by y-EDXRF (X-ray
florescence), p-FTIR and p-Raman spectroscopy, optical microscopy and scanning electron
microscopy (SEM-EDS). Two glass surface initial states (non corroded and corroded surfaces) were
produced and compared over time. The main findings of this study are that the inoculated
microorganisms are capable of producing morphological and chemical damage over all the surfaces
after only 2.5 months of incubation, regardless of its initial state of corrosion, in high humidity and
moderate temperature conditions (80-90% RH, =23°C). The biocorrosion of the three glass colours
occurs with diferent rate and different degree of damage for each colour. We also found that the
control samples without culture medium as nutrient source show biological colonization after 4.5

months in a sterilized environment.

Keywords

Stained glass, fungi, corrosion, biodeterioration.

Vi



vii



INDICE DE CONTEUDOS

1. INEFOAUGAO. ...t 1
1.1 Deterioracao Fisica € QUIMICA. .......ueiiiiiiieei it e e e 1
1.2 DeterioraGao BiOlOGICa. .......uuuiiii i 2
LIRS @ o =T 31170 - SR 4

B 0 =3 o 2 e L= = ¥ ' o N 5
A IO Y 1 OSSP PEPR TS 5

2. 1.1 Vitrais EStUAAdOS. ......ooo it eeeaees 6

3. Materiais @ MEtOUOS. ........ccviiiiiiiiiiiciicsiemeerr e s e rs s ss s ss s s s ssmmss s e s e e e e s e s e essaassasssennnnnnsssssnennnnnn 7
3.1 Estudo da Composig¢ao de dois Vitrais da colecgao de D. Fernado Il..................ovuennne.. 7
3.2 Preparacao das Reprodugdes dos VIidroS........oocuueeiiiiiiiiieieeae e 7
3.3 Identificagdo e SeleCGa0 dOS FUNQGOS.......uiiiiiiiiieiee e 7
3.4 Inoculacéo e Incubacéo dos Fungos sobre os Vidros Reproduzidos.............cccceuvvuieennn. 8
3.5 Estudo do Efeito dos Fungos sobre os Vidros Reproduzidos............cccooeeiiiiiiiiiiiinnnnnnnn. 9

4. Resultados € DiSCUSSA0........ccuiiiiiieiisissnnnmnrrrrrrrrrresssssssssssssssssssnsssssssssssessasssssssssssnsmnssssssnsnnns 1"
4.1 Composicao de dois Vitrais da colecgdo de D. Fernado ... 11
4.2 Reprodugdes dos Vidros no Estado Inicial..............coooiiiiiiiiii e 12
4.3 Efeito dos Fungos sobre 0s Vidros Reproduzidos............ccueieeiiiiiiieeeeiiiiiiee e 12

4.3.1 Alterag0es MO OIOGICAS. ... ..uiiiiiiiiieee et e e e e ettt e e e et e e e e e st e e e e eeeeeeeeeeeseessennennnes 12
4.3.2 Alteracao Quimica Induzida pelos FUNGOS.........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiee e 19
4.3.3 Sintese doS RESUIAUOS. .........coiiiiiiiiiiee e e e e e snraeeeees 23
4.3.4 Desenvolvimento de Fungos sobre Superficie de Vidro Limpa.............cccceeeeeii. 24

L 00T 3 e [T = o= PRt 27

6 CoNSErvagao Preventiva..........cooiiiiiiiirrir e e 29

7 Perspectivas FULUIAS.........coviiiiiiiicccicimsecenisress s s s s ssssss s s ssssmssnn s s s s e s s s s ssssnssassssennnnsssssssenennnns 31

LS LT =Y = T = L= 33

Y 1= o TP 37

N 1= 2 N 37

FUNGOos: Breve INtrOAUGEO. .........uviiiiiieiei et s 38
Anexo Il — A Colecgdo de D. Fernando ll...........cooiiiieiiiiiiiccccccccmseceeer s e e 41
Anexo lll — Inoculagao e Métodos de Exame e Analise...........cccceeeviiiiiiimireirreccenseseeneseeenns 43

HoEDXREF ...ttt ettt e e e et e e e e ettt e e e e e ettt e e e e e e tbaeeeeeaantteeaeeeatraeeeeeeeranrnes 44

YL PSSR 44

LY PP PPRPPPPE 45



U N P 46
ANeXo IV — Mapeamentos........ccccuuiiirrrmmrmrmemmmmnnsssssssssssssrrrrressesnsmssssssssssssssssesnnssssennsssrsnnsssennn 47
ANexo V — ReSUItados....... ... 49

U L3 )PP 49

LY PPt 51

HRAMIAN. ...t e et e e e e e e e e e e e e ——— 53

O I | P PPRPPPPIRE 60

ST USSP 63



INnpice pE Ficuras

Fig. 3.1: Design analitico: sequéncia de analises a realizar ao longo da experiéncia laboratorial, de

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

41:

4.2:

4.3:

4.4.

4.5:

4.6:

4.7:

4.8:

4.9:

1.1:
1.2:
1.3:
1.4:

4.11:

modo a acompanhar a evolugao da corrosao e biodeterioragao das superficies de vidro...... 9

Espectros de comparagdo das composi¢cdes em oxidos (%m e desvio padrao a média dos
pontos analisados), dos vidros de VA € VSt 11

Microfotografia digital obtida: (a) em condicbes de contraste de interferéncia (IC) e
ampliacdo 1000x para superficies de vidro incolor; (b) pela analise de SEM utilizando
electrées retrodifundidos (BSE), que mostra a superficie corroida das amostras incolores em
510100 TP 12

Microfotografias opticas de ampliagdo 200x e 50x das superficies de vidro incolor (setas
brancas indicam cristais e setas pretas organismos e danos consequentes)....................... 14

Microfotografias dpticas com ampliacées de 500%, 200x e 100x das superficies de vidro
purpura (setas brancas indicam cristais e setas pretas organismos e danos
CONSEUUEINTES ). eieie ettt ettt e e ettt e e e e eab bt e e e e e s bbbt e e e e e aabb et e e e e s anbbeeeeeeeeeennne 15

Imagens resultantes das analises de SEM das superficies das amostras de vidro incolor nos
tempos de incubagdo f, e t;s obtidas com electrbes secundarios (SE) ou electrbes
retrodifundidos (BSE), como indicado, e cujas diferentes ampliagdes foram escolhidas de
modo a salientar os pormenores mais relevantes.............coooviveiiiiicicccce e 16

Imagens resultantes das analises de SEM das superficies das amostras de vidro purpura
nos tempos de incubagao f, e f;5 oobtidas com electrées secundarios (SE) ou electrbes
retrodifundidos (BSE), como indicado, e cujas diferentes ampliagbes foram escolhidas de
modo a salientar 0s pormenores mais relevantes............oovvvvveeieiiiicciie e 17

Imagens resultantes das analises de SEM das superficies das amostras de vidro castanho
nos tempos de incubacgao f, e t;5 oobtidas com electrées secundarios (SE) ou electrbes
retrodifundidos (BSE), como indicado, e cujas diferentes ampliagbes foram escolhidas de
modo a salientar 0s pormenores Mais relevantes. ... 18

Espectros obtidos da série de analises realizada as superficies das amostras de coloragao
incolor (esquerda) e castanha (direita) inicialmente ndo corroidas (i.n.c.) e corroidas (i.c.), de
to a ts, por espectroscopia FTIR, e respectivos ajustes lorentzianos para os picos
correspondentes as vibracdes das liga¢des Si—-O-Si (ca. 1010) e Si—O" (ca. 910)............... 21

Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro incolor em f,5 € a uma
depressao claramente empobrecida em Ca e Na, e com menor empobrecimento em K......22

4.10:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro purpura em t;5s € a uma

depressao claramente empobrecidaem Ca e K. 23
Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro purpura em f,5 € a uma
depressao claramente empobrecida em Ca € Na.........oooviiiiiiiie i 23
Desenho esquematico da aparéncia de uma hifa — filamento com ramificagées ................. 38
Desenho esquematico da evolugéo de um esporo para um micélio...............oooevvvvviniiunnnnnnn.. 38
Esquematizagéo dos conidios (a esquerda) e micélio do género Cladosporium................... 39

Esquematizagéo dos conidios (a esquerda) e textura das coldnias (a direita (a) lanosa e (b)
funiculosa) do género PEniCilliUm................ccuueeiiiiiiiiiie e 39

xi



Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

I1.1:

I1.2:

.A1:

I.2:

1.3:

IV.1:

IV.2:

IV.3:

IV.4:

V.1:

V.2:

V.3:

V4.

V.5:
V.6:

V.7:

V.8:

V.9:

V.A10:

Vitral que representa St. Agostinho ou St. Ambrésio, com associagdo a S. Lucas pelo

atributo (0 boi), ca. séc. XV, AlemManha............cooooiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 41
Vitral brasonado, com trés niveis de representagédo, encerrada em espago arquitectonico,
(o= T o= We (oY= Yo QYA | T T o= TSP 41
Design experimental da incubacgio: separagdo e disposicdo das varias amostras nas
respectivas caixas de Petri — exemplo para dois dos quatro casos............ccceeeeeevvveviivvnvnnnnn.. 43
Design experimental da iINOCUIAGAO. ..........cooi i 44

Espectro py-Raman exemplificativo dos realizados as amostras de vidro das 3 diferentes
cores (neste caso, vidro de coloragdo castanha), respectivos ajustes e atribuicao de
componentes Qn e Qn' que foram separadas em picos individuais. ...........ccccceeeeeeeeeeennnnnn.. 45

Mapeamento de todos os pontos relativos as analises de Y-EDXRF realizadas ao VS —
considerados os pontos realizados sobre o vidro, sendo que as restantes coloragdes séo
obtidas com pintura a grisalha, amarelo de prata € esmaltes..........ccccccvevevieieeiieccccies 47

Mapeamento das zonas onde foram recolhidas amostras biolégicas localizadas sobre o
vitral — assinaladas a vermelho — nos fragmentos do VS..........ccooiiiii 47

Mapeamento de todos os de analise de y-EDXRF realizados ao conjunto VA (direita) e
pequenos paineis individuais (esquerda) (pontos n correspondem ao reverso e n'
corresponde ao anverso dO PAINEI).........oiiuiiiiie i 48

Mapeamento das zonas onde foram recolhidas amostras biolégicas localizadas sobre o
vitral — assinaladas a vermelho — nos fragmentos do VA e paineis mais pequenos
= ESLS Yo T = Lo [o L J OO PPPPPPPPTPPN 48

Composigdo média (%m) dos o6xidos constituintes dos vidros dos paineis de vitral em
ESTUOD. ..ttt eeeeeeaaaeeeee e ————————————— 49

Espectros de UV-Vis das amostras de diferentes colorag¢des: (a) vidro purpura, (b) vidro
castanho, (C) VIAro INCOION. ...t e e e e e e e e e e eeeeeeeeees 51

Microfotografia digital obtida em condigbes de contraste de interferéncia (IC) e ampliagdo
1000x% para superficies de: (a) vidro purpura (b) vidro castanho ..........ccccccccvveviciciiciciiiennnn, 51

Microfotografias Opticas de ampliagdo 200x das superficies de vidro castanho (setas
brancas indicam cristais e setas pretas organismos e danos consequentes)....................... 52

Espectros obtidos para as superficies das amostras incolores (de t, a ), por y-Raman......53

Espectros obtidos das analises de u-Raman realizadas as superficies das amostras
[1U 401U = TSSOSO RPPPPR 54

Espectros obtidos das analises de p-Raman realizadas as superficies das amostras
(o7= 5] ¢= 1] 0 F= TSP 55

Espectro obtido por py-Raman apds t,s, sobre cristais na superficie de vidro incolor e
purpura inicialmente nao corroida e corroida inoculadas, como ilustrado no exemplo para o
(oz=E-{o o (SR To | (oI o [e7o] (o] FA TP PPPPPPPPPRPPPPPIIN 56

Espectro obtido por y-Raman apés 5 sobre cristais na superficie de vidro incolor inicial-
mente ndo corroida (i.n.c.) inoculada, como ilustrado...........cccceveeiiiieii e 56

Espectro obtido por y-Raman apds f,s, sobre cristais na superficie de vidro incolor
inicialmente corroida (i.c.) ndo inoculada e inoculada, como se ilustra no exemplo para o
011 41T o I o= 1= o TP 56

Xii



Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
Fig.

Fig.
Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

V.11: Espectro obtido por py-Raman apos t,5, sobre superficie de vidro castanho inicialmente
corroida nao inoculada, onde se identificam picos potencialmente correspondentes a cristais
na superficie, COMO USTrAdO. .........coiiiii i e 57

V.12:Espectro obtido por p-Raman apds {45, sobre cristais em vidro castanho inicialmente n&o
corroido (i.n.c.) ndo inoculado, como ilustrado. Foi também obtido para vidro incolor e
purpura inicialmente n&o corroido n&o inoculado e purpura corroido ndo inoculado............. 57

V.13:Espectro obtido por y-Raman apés fs, sobre formagdes cristalinas em vidro incolor inicial-
mente corroido (i.c.) ndo inoculado, COMO IlUSLradO. ......ccovvieiiiiiiiiee e 57

V.14:Espectro obtido por p-Raman apods ts, sobre formacgdes cristalinas em vidro incolor
inicialmente ndo corroido (i.n.c.) e inoculado, como ilustrado, e no purpura ndo corroido
1 ToTo N1 F=To [o TP 58

V.15:Espectro obtido por y-Raman apds ts, sobre formagdes cristalinas em vidro incolor e purpura
inicialmente nao corroido (i.n.c.) ndo inoculado, como ilustrado para o primeiro caso.......... 58

V.16:Espectro obtido por p-Raman apds ts, sobre vidro purpura inicialmente corroido (i.c.)
[TaToel0] F=To [o M oTo] 3 s o 1 [V F) 1 = o [ TR 58

V.17:Espectro obtido por py-Raman apds t,s, sobre cristais na superficie de vidro castanho
inicialmente corroida (i.c.) € ndo inoculada, como ilustrado. .........ccccooiiieiiiiii 59

V.18:Espectro obtido por yRaman apds fs;, sobre uma das superficies de vidro castanho,
inicialmente corroida (i.c.) e inoculada, como ilustrado, onde se observa uma pelicula

SUPEITICIALL ...ttt e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaa e e aaaeena 59
V.19:Espectro obtido por u-FTIR para as superficies incolores inicialmente ndo corroidas
L T2 TR PSR 61
V.20:Espectro obtido por py-FTIR para as superficies incolores inicialmente corroidas (i.c.)......... 61

V.21:Espectro obtido por uy-FTIR para as superficies castanhas inicialmente ndo corroidas
[ 0 T30 TP OSSP PP PP PPPPPPPPPP 62

V.22: Espectro obtido por p-FTIR para as superficies castanhas inicialmente corroidas (i.c.)......62

V.23:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro purpura em f, € a um dos
aglomerados ricos em Ca SODBIre 0 MESMO.......uuiiiiiiiieeee e e i it e e e e e e e e e e e e e e aaaas 63

V.24:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro incolor em t;5 € a dois dos
aglomerados ricos em Ca SODre 0 MESMO.......oiuuiiiiiiiiiiiii e 63

V.25:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realiza-das ao vidro incolor em t,5 € a dois dos
aglomerados ricos em Ca e a um outro enriquecido em Na, sobre 0 mesmo....................... 63

V.26:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realiza-das ao vidro purpura em t,5 ndo corroido
e nao inoculado, a dois dos aglome-rados ricos em Ca encontrados...............ceevvvvvvveernnnnnns 64

V.27:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realiza-das ao vidro purpura em t;5 inicialmente
corroido e ndo inoculado que apresenta, como ilustrado, zonas enriquecidas em Ca.......... 64

V.28:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realiza-das ao vidro purpura em t,5 inicialmente
corroido e inoculado que apresenta, como ilustrado, estruturas enriquecidas em Na e Al.. .64

V.29:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro purpura em t;5 inicialmente
corroido e inoculado, a dois dos aglomerados ricos em Ca encontrados............cccccceeennn.. 65

V.30:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro purpura em t,5 inicialmente
corroido e inoculado, a dois dos aglomerados ricos em Na e Cl encontrados...................... 65

xiii



Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

V.31:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro castanho em t,5 inicialmente
nao corroido e ndo inoculado a uma das zonas ricas em Ca sobre 0 mesmo...................... 65

V.32: Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro castanho em t, 5 inicialmente
corroido e ndo inoculado a uma das zonas ricas em Ca sobre 0 mesmMo............ccccevvvernnnn. 66

V.33:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro castanho em t,5 inicialmente
nao corroido e inoculado a uma das zonas ricas em Ca sobre 0 mesmo...........ccccccvuevenneeen. 66

V.34: Espectro obtido das analises de SEM-EDS realiza-das ao vidro incolor em {5 inicialmente
corroido (i.c.) e inoculado a uma das zonas ricas em Ca sobre 0 mesMo...............cccevveeeee. 66

V.35: Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro castanho em {,5 inicialmente
nao corroido (i.n.c.) e inoculado a uma das zonas ricas em Ca sobre o mesmo.................. 67

V.36:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro castanho em {; a uma zona
de alteragao com clara variagao das intensidades relativas de elementos como Si, Ca, K, Na

V.37:Espectro obtido das analises de SEM-EDS realizadas ao vidro castanho em {; a uma zona
de alteragao com clara variagdo das intensidades relativas de elementos como Si, Ca, K e

V.39:Graficos de variagdo da concentracdao elementar do vidro purpura em fungdo da
1o Ul aTe o b= Te Lo € PSR 69

V.40:Graficos de variagdo da concentragdo elementar do vidro castanho em fungdo da
o101 0T aTe [0 b=To LI (e 2 T 70

Xiv



INpicE DE TABELAS

Tabela 1.1 — Mecanismos e Consequéncias da Biodeterioragao do Vidro por Fungos...................eeee... 3
Tabela 3.1 — Afiliagao filogenética dos fungos encontrados na superficie dos VitraisAe S................... 8

Tabela 3.2 — Componentes Qn e Qn' em que se decompdem Asp € A UM espectro Raman de
10 [ TSP TP PPPPPPRPPPIN 10

Tabela 4.1 — indices de Polimerizagdo correspondestes as amostras de vidro das trés tipologias
(incolor, purpura e castanho), obtidos nas varias etapas de desenvolvimento dos organismos
(o LTV o R o F=To | = [ IS O 10 PP PPPP TP 19

Tabela 4.2 — Compostos detectados e identificados sobre as superficies de vidro, analisados por

Tabela 4.3 — Sumario dos danos observados. Os danos estao classificados de forma semi-quantitativa
numa escala de 0 a 10 (desde inexistente a muito pronunciado, considerando parametros
como densidade, quantidade € dIMENSBES) ....coeiiiiiiiiiiiiiiee e 24

Tabela 1.1 — Fungos identificados em vidro historico e noutros materiais inorganicos.............cc........... 37

Tabela V.1 — Composicdo em %m (e respectivos desvios padrao a média de pontos analisados) dos
oxidos dos vidros dos paineis de Vitral Alemao € SUICO............cooeiiiiiiiiiiiieeeieeee e 50

Tabela V.2 — Composi¢do média (%m) dos 6xidos constituintes dos vidros reproduzidos e respectivo
desvio padrao a media dos pontos analiSados. .........eeeeeiieiiiiiiiieee e 50

Tabela V.3 — Centros aproximados dos componentes Qn de cada amostra incolor estudada (posicdes
em numeros de onda em cm™, admitindo um erro de +#3 cm” em todos os casos ndo
1 Lo [Tor=To [0 1= PP 53

Tabela V.4 — Centros aproximados dos componentes Qn de cada amostra castanha estudada
(posigdes em numeros de onda em cm, admitindo um erro de +3 cm™ em todos os casos ndo
gl [lez=Te (o1 3= Well g =T o (o ) HA P PP PPRPPPPPP 54

Tabela V.5 — Centros aproximados dos componentes Qn de cada amostra purpura estudada
(posicbes em niimeros de onda em cm™, admitindo um erro de +3 cm™ em todos os casos ndo

gl [ez=To (o1 3= Werl g =T o (o ) AR 55
Tabela V.6 — Centros aproximados dos componentes vibracionais v Si-O-Si e vSi-O e
correspondentes areas dos picos, obtidos por ajustes lorentzianos.............ccccvviiieeeiinnennnn. 60

Tabela V.7 — Razado entre as areas dos picos, auxiliar a avaliagdo da variagdo das intensidades
FEIATIVAS. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeaeeeaaaaearaaaes 60

XV






1 INTRODUGAO

O vidro de silica € um material inorganico que tem vindo a ser considerado quase inerte, ou
quimicamente muito resistente. A silica (SiO.) € a principal matéria-prima do vidro natural e histérico,
sendo responsavel pela durabilidade e resisténcia que |he sao atribuidas, e determinando os seus
comportamentos fisico e quimico. O vidro de silica tem grande dureza, elevada resisténcia a acidos e
ao choque térmico e uma temperatura de fusdo muito elevada (1725 °C). Todavia, na produgéo do
vidro sdo adicionados outros compostos, entre eles modificadores e estabilizadores de rede (em
particular 6xidos de ides alcalinos e alcalino-terrosos), que permitem a diminuicdo da temperatura de
fusdo assim como da temperatura de trabalho do vidro. Estes compostos alteram as propriedades do
vidro, entre elas a sua estabilidade quimica [1,2,3]. Apesar da aparente estabilidade, o vidro encontra-

-se invariavelmente sujeito a interaccdo com o ambiente e com a comunidade biolégica que o

envolve, estando, por consequéncia, sujeito a deterioracao [4].

A grande diversidade de microrganismos vive em comunidade. Estas comunidades podem participar
na degradacdo — por vezes, pela sua mera presenga fisica —, podendo levar a destruicdo do material
[5]. S&o, essencialmente, efeitos de corrosédo induzida (processo de corrosdo desencadeado ou
catalisado pelos microrganimos) os que mais afectam o patriménio de vidro, como se tem vindo a
verificar [6]. Para compreender os fendmenos de biodeterioracdo provocados pelos mesmos, deve

realizar-se uma revisao das vias de deterioragdo do vidro.

1.1 Deterioragao Fisica e Quimica
A deterioracgéo fisica, que resulta de fendmenos de expansao e/ou retracgdo, tensdes internas, acgéo
humana, ou tensdes e pressdes exercidas externamente, da-se devido a forcas mecanicas, podendo

resultar em fissuras, fracturas, desgaste superficial, entre outros [7].

No que respeita a deterioragdo por via quimica, ou corrosdo do vidro, conhece-se actualmente que
este ocorre, essencialmente, na presenca de agua. O contacto da agua com a superficie do vidro
desencadeia a lixiviagdo dos ides alcalinos e alcalino-terrosos da matriz vitrea, através de um
conjunto de reacgdes de troca idnica com os ides H* e/ou H;0" (resultantes da auto-dissociagdo da
molécula de H;0). Desta lixiviagao resulta a formagdo de uma camada rica em silica, porosa e
hidratada (pela entrada de moléculas de agua). A camada de silica-gel assim formada ¢é ja uma
camada de corrosdao que, com o tempo, tendera a propagar-se para o interior, respondendo
mecanicamente de forma diferente da matriz vitrea e estando susceptivel a maiores danos, quando
exposta a modificagbes bruscas de humidade relativa (HR). O contacto dos ides alcalinos e alcalino-
terrosos com os anides dissolvidos na agua, pode dar origem a formacgéo de cristais na superficie do
vidro — as caracteristicas crostas de corrosédo. Por outro lado, se a solugdo em contacto com o vidro
ndo for renovada, a tendéncia sera para que haja subida de pH a superficie — aumento da
concentragao de ides alcalinos OH™ na agua — e para que se dé a quebra de ligagbes silicio-oxigénio

a partir de um pH critico (pH= 9) [8,9].



1.2 Deterioragao Biolégica

De um modo geral, a acgdo microbiana na corrosédo do vidro histérico foi, até as ultimas décadas do
seculo XX, um processo subestimado e, consequentemente, pouco estudado. Anteriormente, sabia-
se que a deterioracdo de vidro exposto a condigdes ambientais ndo controladas (como é o caso de
vitrais in situ) derivava de processos fisico-quimicos. Ao longo do ultimo século, varios estudos
contribuiram para se compreender que o fendmeno de biodeterioragéo efectivamente ocorre e que se
traduz essencialmente na participacado activa de microrganismos na corrosdo do vidro, através de

processos biofisicos e bioquimicos [3,10].

Os factores determinantes para o estabelecimento dos microrganismos sobre o substrato de vidro
foram estudados por varios autores [e.g. 11,12,13]:

» factores ambientais, tais como HR, temperatura, flutua¢des de HR e temperatura e tempo
durante o qual a superficie do vidro se encontra humida;

» factores antropogénicos, tais como a concentragao e tipo de nutrientes carbonicos devido,
por exemplo, a camadas orgéanicas protectoras e poluentes;

» propriedades do vidro e comportamento de corrosao: intrinsecas (composicao e durabi-
lidade quimica do vidro, rugosidade e produtos de corroséo) e extrinsecas (actividade da
agua na superficie' [11], capacidade de mobilizagdo dos minerais e ides metalicos do
vidro essenciais ao crescimento dos microrganismos);

» depdsitos organicos, como por exemplo, depdsitos de poeiras, residuos mortais de
fungos, bactérias ou outros organismos, ou devido aos residuos dos seus produtos
metabdlicos;

De acordo com os factores enumerados, na literatura considera-se que a existéncia de uma camada de
silica-gel influencia a bioreceptividade do vidro, tornando-o mais acessivel ao ataque de micror-
ganismos, em particular, a adeséo e penetracdo de células em crescimento, sendo responsavel pela
retencdo da humidade na superficie [13]. Schabereiter-Gurtner et al. refere que a actividade biolégica
sobre o vidro ocorre devido a uma conjugacéo favoravel dos factores acima referidos e que apenas uma
comunidade complexa, que inclua diferentes espécies de liquenes, algas, fungos e/ou bactérias, seja

passivel de sobreviver sobre um substrato inorganico pouco favoravel ao crescimento bioldgico [12].

Os efeitos que tém vindo a ser observados relativamente aos danos causados por microrganismos
sobre superficies inorganicas como minerais e vidro sdo essencialmente os seguintes [14]:
e 0s microrganismos formam biofilmes, alterando assim a difusdo, o comportamento quimico e
a condutividade da superficie do vidro, no que respeita a sua interacgdo com o ambiente
(parametros fisicos, como o pH, o potencial redox e 0 ataque mecanico);
e 0s microrganismos oxidam, reduzem ou agem, selectivamente, como agentes quelantes
sobre uma série de elementos quimicos, dos quais preferem: o fésforo (P), o potassio

(K), o ferro (Fe), o manganés (Mn), o calcio (Ca) e alguns metais pesados.

1 A actividade da agua é uma medida relativa a agua disponivel na superficie de determinado material para
desenvolvimento de microrganismos.



Deste modo, verifica-se que a colonizagdo microbiana modifica e, geralmente, acelera os processos
fisico-quimicos ja decorrentes, através de reacgdes de catalise [13].

De entre os varios tipos de microrganismos acima referidos como parte de comunidades
colonizadoras, focaremos doravante os fungos em particular, visto que, de acordo com a literatura,
estes parecem ser o grupo dominante na deterioragdo de vidros e vitrais medievais, surgindo em
grande escala em biofilmes ja estudados [e.g. 3,12,15,16]. Os diversos fungos que até a actualidade
foram encontrados em vitrais encontram-se sumariados em anexo, Tabela I.1. A biocorrosao de vidros
histéricos, ligada a filmes de fungos, ocorre com taxas de ataque extraordinarias, que levam a que,
apesar de num curto periodo de tempo as consequéncias ndo serem visiveis, os danos provocados
serem irreversiveis [14,15,17]. Segundo as experiéncias realizadas nos Uultimos anos, estes
microrganismos provocam, para além de danos quimicos e alteragbes acima referidas, danos fisicos
devido a sua estrutura e a instalacdo do seu micélio (Anexo ). Por conseguinte, os mecanismos de

accao determinados pelo seu crescimento celular sdo bioquimicos e biofisicos [14] (cf. Tabela 1.1).

Dano Mecanismo Tipo de Dano

Perda de Transparéncia: alteragao das propriedades opticas do vidro pela

Bioquimico oxidagdo de alguns dos seus constituintes metalicos [10].

Alteragoes
Cromaticas

Patina Biolégica: primeira consequéncia evidente do crescimento do micélio
dos fungos sobre a superficie de vidro: acumulagdo destas estruturas
altamente ramificadas, diminuindo a transmissdo de luz. No caso de existir
uma fonte de carbono, o desenvolvimento do micélio ocorre e, ao incorporar
humidade, ides e poluentes, pode tornar-se corado [14,15].

Biofisico

Lixiviagdo e bioeteching: a presencga do biofilme contribui para o aumento da
camada de silica-gel, participando ainda na remogé&o de alguns ides do vidro
[13], e as hifas presentes no biofilme excretam substancias metabdlicas
extracelulares e acidos (principalmente acidos acético, citrico, glucénico,
oxalico, entre alguns outros), que, como noutros casos de organismos
quimio-organotréficos, podem diminuir o valor do pH da superficie até 2-4
[13,19], que podem atacar quimicamente o substrato, juntamente com a
humidade presente na superficie [15].

Bioquimico

Biopicamento: como consequéncia do fendmeno anteriormente descrito,
bem como através da penetracado das referidas hifas, ha a formagao de
pequenos sulcos sobre a superficie [13,19].

Bioquimico e

Biocorrosao Biofisico

Formacéo de crostas ou depositos de biominerais: ocorre através de:

A) mobilizacao e lixiviagdo de elementos pelos microrganismos e conjunto
de reacgdes quimicas com os acidos produzidos pelos mesmos, formando-
se minerais caracteristicos como a weddellite, apatite, singenite, gesso e
calcite, entre outros [13,20,19];

B) Se, por via quimica ou bioquimica ja tiver ocorrido deterioragdo, o
micélio pode remover particulas hidratadas de silica e incorpora-las em
crostas complexas, de uma forma puramente fisica [14,15].

Bioquimico
(A)
e Biofisico

(B)

Redes de microfissuras ou microfracturas: estas podem ser causadas por:

Alteragoes
Estruturais

Bioquimico
(1)e
Biofisico
(2,3)

1. dissolugéo quimica do vidro (neste caso particular, catalisada) [6,14,18],
2. pela penetragao das hifas dos microrganismos no mesmo [3],
3. ou pela deposi¢cdo de minerais biogénicos em fissuras ou pequenas
fracturas pré-existentes, proporcionando-se a sua expansdo ou agrava-
mento, por via fisica, dado o elevado volume dos cristais [14,15].




Em resumo, verifica-se que os processos de deterioragido pela agua, gases e por via biolégica podem
ocorrer simultaneamente ou em sequéncia [21], podendo causar severos danos. Estes danos, por sua

vez, podem ser agrupados em trés tipos principais — Tabela 1.1, para o caso particular dos fungos.

Diversos autores tém vindo a estudar os diferentes processos e efeitos dos microrganismos sobre o
substrato de vidro, nomeadamente nas areas da saude e alimentacéo [e.g. 22], armazenamento de
residuos toxicos [e.g. 14], instrumentos Opticos [e.g. 14, 23, 24], bem como existem também alguns
estudos sobre a biodeterioragdo do patriménio cultural [e.g. 3, 10, 11, 12]. Alguns autores referem,
inclusive, que os vidro de janela e os vitrais medievais sao alguns dos maiores testemunhos em vidro
da passagem dos séculos, constituindo bons casos de estudo e uma oportunidade excepcional do

estudo da durabilidade do material face ao ambiente [3,25].

1.3 Objectivos
De acordo com o contexto anteriormente apresentado, os principais objectivos deste trabalho séo:

1. Levantamento do estado actual do conhecimento relativo ao tipo de microrganismos
colonizadores das superficies vitreas e seus mecanismos de acgao;

Estudo da composigéo dos vitrais dos séculos XV e XVII da colecgéo de D. Fernando ll;
Identificacdo dos principais fungos que colonizam os vitrais mencionados no ponto
anterior (antes da limpeza dos vitrais).

4. Realizagdo de reprodugdes de trés tipos de vidro com trés diferentes cores, utilizando a
composicao dos vitrais analisada no ponto 2, produzindo-se superficies ndo corroidas e
corroidas, simulando vidro «novo» e vidro alterado, respectivamente;

5. Estudo da biodeterioracdo das reprodugdes de vidros através da inoculagdo dos fungos

seleccionados no ponto 3.



2 Caso pe Estupo

2.1 O Vitral

O vitral € uma arte antiga. Os mais antigos foram encontrados no Ocidente (Inglaterra), datando de ca.
686 d.C.. As suas origens sao incertas, dado que o vidro colorido soprado era usado desde os
Romanos, em janelas, pelo menos desde o século V. Adquire a sua expressdo maxima na Ildade Média
respondendo aos requesitos da Igreja Catdlica. Predomina, naturalmente, a tematica religiosa,
constituindo o elo entre o edificio e a luz do céu, entre o terreno e o divino. A evolugdo das formas
arquitectonicas permitiu a criagcdo de grandiosas paredes de luz colorida. Durante aquele periodo e o do
Renascimento, foi considerado objecto de valor, intimamente ligado a estética das pedras e metais

preciosos, recebendo lugar de honra no edificio que o incorporava [9,26].

“Do ponto de vista estrutural, um vitral € um conjunto de vidros — incolores, corados na massa
ou coloridos por sobreposi¢do de camadas de vidro durante o processo de fabrico, pintados ou
ndo, montados em calhas de chumbo cujos pontos de unido sdo soldados (...).”
Pedro Redol [27]
Para a realizagao de um vitral, a ideia comegava por ser materializada na tabua do vitralista (prancha
de madeira, posteriormente substituida por cartdo), delineando-se limites, linhas de corte e elementos
do posterior trabalho de pintura. O vidro era cortado em fragmentos segundo as formas e cores

indicadas na tabua e, por fim, aplicavam-se os detalhes pintados, por exceléncia, a grisalha [9,27].

O vidro antigo tratava-se essencialmente de vidro soédico, fabricado com cinzas de plantas marinhas
ou com um mineral denominado natrdo, importado do Egipto. A partir do declinio do império Romano
e com a interrupgdo das rotas comerciais, a dificuldade de aceder a matéria-prima promoveu a
evolugao técnica da producéo de vidro no Norte da Europa, no séc. X, e o vidro sddico € substituido
pelo potassico, produzido com cinzas de madeira de faia, matéria-prima mais disponivel [28]. Assim,
os vidros utilizados na produgdo do vitral na Idade Média eram, em geral, vidros potassicos,
produzidos a base das referidas cinzas e de areia. Infelizmente, no dmbito da conservacgéo, este
ultimo tipo de vidro sofre uma degradagéo mais rapida por corrosdo, quando comparado com o vidro
sodico, sendo mais susceptivel a corrosao atmosférica por reacgdo com o vapor de agua e,

posteriormente, outros gases, resultando na sua menor durabilidade [9,27]

O vidro era fabricado por processo de sopro, em que o vidreiro colhia a matéria fundida com a ponta
da sua cana e soprava a mesma em bola, que poderia ser tornada plana ao ser transferida para o
pontel em rotagdo, fabricando-se um disco, ou a partir do alongamento da bola em cilindro que
posteriormente sofria um corte longitudinal e nas extremidades, abrindo-se com o calor até se obter a
chapa. No final, o vidro era recozido para aliviar tensdes. O vidro produzido poderia ser transparente,
ou colorido pela adigdo de 6xidos metalicos (6xidos de Co, Fe, Cu, Mn). O vidro era depois cortado e
pintado de acordo com o projecto, montado numa estrutura de calhas de chumbo e, finalmente, o

vitral era instalado na janela. [1, 9,27].
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D. Fernando Il, Rei Consorte de Portugal (1837-1853), ocupou a ala conventual do Palacio das
Necessidades, em Lisboa, apds a morte da rainha D. Maria Il, sua esposa. Tendo recolhido inUmeras
obras de arte, juntou entdo, em trés janelas da Casa de Jantar, uma colecgéo de vitrais de producao
da Europa Central — Suigca, Alemanha e Holanda —, recolhidos de igrejas, mosteiros, ateliers de
artistas ou mansdes de aristocratas. Durante a Republica, o conjunto de vitrais foi transferido para as
reservas do Palacio da Ajuda, onde permaneceu até 1949, data em que é transferido novamente,
desta vez, para a localizagdo onde permaneceu até aos dias de hoje, no Palacio Nacional da Pena,
num ambiente de elevada humidade relativa (HR) e com temperaturas moderadas — HR médias da
ordem de 80% e temperaturas entre os 18-25°C [29,30,31] (cf. Anexo ).

Para este estudo, seleccionaram-se dois vitrais representativos de subconjuntos. O primeiro caso de
estudo pensa-se que possa representar St. Agostinho ou St. Ambrésio, com associagdo a S. Lucas
pelo seu atributo (o boi), a quem aparece uma Virgem com o Menino (Fig. 11.6, Anexo Anexo II).
Trata-se, aparentemente, de uma producédo do século XV, de origem alema (pelo que, doravante,
sera denominado Vitral A ou VA). O segundo painel seleccionado trata-se de um vitral brasonado de

origem suiga, datado do século XVII (pelo que, doravante sera Vitral S ou VS) (Fig. 1.5, Anexo II).

Os critérios de selecgao destes vitrais foram: (i) representatividade, no que respeita a proveniéncia
dos paineis da colecgao; (ii) possibilidade de deslocagdo para estudo da sua composicao; (iii)
caracteristicas iconograficas que nos permitem deduzir que se tratem de paineis representativos de

centros de produgdo comum a outros da mesma colecgao.



3  Marteriais E METobos

3.1 Estudo da Composic¢ao de dois Vitrais da colecg¢ao de D. Fernado Il

A composicdo do vidro, esmaltes e de outros componentes dos dois vitrais foi determinada por
pU-EDXRF (Micro Fluorescéncia de Raios X Dispersiva de Energia) — cf. Anexo lll. Este é um método
nao destrutivo que nos permite o acesso a informagédo sobre a composigdo elementar. Os pontos de
aquisi¢cdo encontram-se assinalados no mapeamento em Anexo (Anexo IV). Realizaram-se analises

semelhantes a padrbes cujas composigdes sdo conhecidas [32] para uma analise quantitativa.

3.2 Preparacgao das Reproducdes dos Vidros

A realizagdo das reprodugdes de vidros teve por base a composigdo dos vitrais estudados, em
particular de trés das coloragcbes presentes: vidros incolor, de coloragdo purpura e de coloragéo
castanha. Para a sintese, utilizaram-se composi¢bes aproximadas das da Tabela V.1, utilizando
matérias-primas puras (reagentes de laboratério, cf. Anexo lll; valores apresentados na Tabela V.2,
Anexo V), sendo que cada vidro foi fundido num cadinho de cerédmica refractaria a 1300 °C durante
24h. O vidro obtido foi soprado em disco (fire polished), recozidos a 500° C (patamar de 4h),
seguindo-se um arrefecimento lento (~20h), e depois cada um dos discos foi cortado em poligonos de
dimensbes aproximadas de (10x10x2)mm?3, utilizando uma ponta de diamante. Estudou-se a

composic¢ao, apos sintese, por y-EDXRF, do mesmo modo que descrito anteriormente.

Metade de um total de 24 amostras de cada cor foi colocada em agua, para aceleragado do processo
de corrosao, durante cerca de 4-6 meses, até se observar uma superficie corroida. As restantes foras

guardadas em ambiente ndo humido.

Foram realizadas analises para o estudo preliminar das superficies dos vidros (veja-se a secgéo 3.5).

3.3 Identificagcao e Selec¢do dos Fungos

Para a recolha das amostras bioldgicas, foi utilizada uma zaragatoa humedecida em agua destilada
esterilizada, o que foi repetido em diferentes fragmentos dos vitrais (observem-se as Figs.IV.2 e V.4,
no Anexo IV). Esta amostragem foi efectuada, antes da limpeza dos vitrais, realizada na campanha
de restauro realizada entre 2010 e 2011, esfregando/passando a zaragatoa na totalidade da
superficie de cada fragmento do vitral. As amostras foram entdo colocadas a -80°C até a data da

realizacdo das analises de biologia molecular.

Os principais fungos presentes no vitral foram identificados (Tabela 3.1). Das espécies encontradas,
foram seleccionadas dois géneros (Cladosporium e Penicillium — espécies assinaladas) para inocular
sobre os vidros modelo, seguindo os seguintes critérios:

e aquelas que evidenciaram a sua presenga em mais do que uma area dos fragmentos dos

vitrais analisados;



e géneros de estirpes que foram também encontradas em outros vidros ou vitrais (Tabela I.1),
» disponibilidade das espécies (tendo sido encontradas e isoladas de culturas recolhidas

nos azulejos vidrados do mesmo ambiente — Palacio da Pena).

Tabela 3.1 — Afiliagao filogenética dos fungos encontrados na superficie dos Vitrais A e S.

Fungos N° de Acesso Similaridade (%) VA VS
Alternaria tenuissima HM210840.1 929 X
Ascomycete sp./ » AM410610.1/FJ490621.1 100 X
Cladosporium cladosporioides

Cladosporium sphaerospermum GUO017501.1 100 X
Cladosporium sp. AJ971409.1 99 X
Chaetomium cristatum GU183110.1 100 X
3;‘%’}’;;’;’57’;3;2%%‘;1{’;% ellagra £167570.1/EU520054.1 99/98/98 x
Penicillium brevicompactum AY373897.1/HM210834.1 99/100 XX
Penicillium citreonigrum EF198646.1/EF198647.1 99 XX X
Penicillium corylophilum AF033450.1 100 X X
Penicillium roseopurpureum GU566239.1 99

Sistotrema sp. 178 GU062211 929 X

As analises de biologia molecular foram efectuadas em colaboragdo com o Instituto de Recursos Naturales y
Agrobiologia de Sevilla - Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (IRNAS-CSIC) (Espanha).

3.4 Inoculagao e Incubagao dos Fungos sobre os Vidros Reproduzidos

Antes de realizar a inoculagéo, cada conjunto de 18 vidros de cada cor (9 superficies corroidas e 9
nao corroidas) foi colocado no interior de uma caixa de Petri (de vidro), com agua destilada no fundo
e uma rede que evita o contacto directo da agua com as amostras. As 3 diferentes cores foram
separadas em caixas Petri diferentes. As 18 amostras de diferentes cores (9+9), foram ainda
separadas em conjuntos de 3 (para fins estatisticos), dispostos na mesma caixa. As amostras de
controlo (6 superficies ndo inoculadas) foram separadas por cores e por superficie inicialmente ndo
corroida e inicialmente corroida, formando igualmente grupos de 3. As amostras e respectivas caixas
de Petri, bem como a agua destilada, foram levadas a autoclave a 121 °C, para esterilizagdo. Este
modo de incubagédo para crescimento dos fungos sobre as amostras foi concebido de forma a manter

0 ambiente mais estéril possivel e garantir a humidade necessaria aos microrganismos estudados.

Para a inoculagdo, colocaram-se ambas as espécies de fungos seleccionados, lado a lado, sobre
todas as 18 amostras de cada cor. No final, as caixas de Petri foram ainda colocadas dentro de caixas
de vidro acrilico com agua no fundo. Garantiu-se um ambiente himido no exterior de cerca de
75-80% HR, sendo a temperatura controlada a cerca de 22-23°C, de modo realizar um estudo de
biocorrosdo acelerada. Além disso, os fungos foram colocados com um pouco de PDA (meio de
cultura orgéanico) de forma a simular material orgénico que se encontrava sobre os vitrais antes da

limpeza (poeiras, bactérias, material organico particulado).



Para uma melhor compreensao do design experimental, veja-se a Fig. 1ll.1 para a incubagao e Fig.

[1l.2 para a inoculagéo, no Anexo llI.

3.5 Estudo do Efeito dos Fungos sobre os Vidros Reproduzidos

O estudo foi realizado com base em técnicas analiticas (descritas no Anexo Ill) que permitem avaliar
alteracdes fisicas e quimicas. Seguiu-se o design analitico definido (Fig. 3.1). As amostras foram
analisadas sucessivamente, pretendendo-se avaliar diferentes fases de crescimento dos organismos,

considerando-se os seguintes tempos de incubagéo:
* to — estado inicial: superficies inicialmente nao corroida e corroida;
¢ t,5 — amostras apdés um periodo de 2,5 meses de incubacéo;
e ty5 — amostras apos um periodo de 4,5 meses de incubacgao;

¢ s — amostras apds um periodo de 6 meses de incubacao.

— Composicéo Quimica —_ u-EDXRF )

— UV-Visivel )

( aﬁzfi’;?:o ( Analise Estrutural —_ y-Raman )
T )

—— Andlise de Superficie _ Microscopia Optica )

— )

SEM-EDX

Fig. 3.1: Design analitico: sequéncia de analises a realizar ao longo da experiéncia laboratorial, de modo a
acompanhar a evolugdo da corrosdo e biodeterioragdo das superficies de vidro.
O estudo das superficies dos vidros foi realizado através de microscopia 6ptica (MO), espectrometria
de absorgéo optica no UV-Vis (ultra violeta-visivel proximo), micro Espectrometria Raman (u-Raman)
e micro Espectrometria de Infra-Vermelhos por Transformada de Fourier (u-FTIR) e microscopia
electrénica de varrimento com detecgdo de raios X (SEM-EDS) de modo a avaliar os efeitos

provocados pelos fungos.

As analises de MO foram realizadas as superficies de controlo e as superficies com organismos
(apds remocéao do excesso de meio de cultura) bem como apds o processo de limpeza suave por via
humida2.

A espectroscopia UV-Vis, realizada em f,, permite a determinagéo do estado de oxidagcado e geometria
coordenacao dos ides metalicos adicionados (geralmente, catibes de metais de transi¢cdo responsa-
veis pela cor do vidro, com orbitais d n&o totalmente preenchidas e se coordenam com anides na
rede). Tal associagéo permite, por sua vez, a identificagcdo desse ido a sua fungéo na rede vitrea [9].
Nos casos das anadlises de p-Raman (realizadas antes da limpeza) e p-FTIR (apos limpeza), a

informagédo obtida é relativa a estrutura e de natureza local, sendo que o estudo destas gamas

2 — Semelhante ao utilizado na limpeza de paineis de vitral em conservagao e restauro que consiste na utilizagao

de cotonete impregnado numa solugéo de agua:etanol 1:1
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espectrais complementares permite a identificagdo dos grupos funcionais das amostras [9,33],
acompanhar a alteracdo quimica das superficies e a identificacdo de produtos de corrosao
eventualmente formados. Os espectros obtidos para os vidros inorganicos sdo compostos por
diversos picos que geralmente se sobrepéem em bandas, pelo que foi realizada a separagdo em
picos individuais com ajustes matematicos, por forma a poder ser extraida informagéo relativa as
alteragbes estruturais. Os parametros de posigao, largura e intensidade caracteristicas de cada um
dos picos, fornecem, regra geral, informagao sobre a estrutura do vidro.

Os espectros de p-Raman do vidro traduzem a estrutura da rede tridimensional e covalente de
tetraedros SiO4, que retém um forte caracter polimérico e cuja assinatura vibracional € bem definida,
estando presente a informacao sobre a estrutura e a composi¢ao das fases vitreas [34,35,36]. Neste
tipo de espectros (cf. Fig. 1ll.3) encontram-se geralmente duas regides espectrais: Asq (pico mais
intenso a ca. 500 cm™), que corresponde a vibragdo de flexdo da ligagdo Si—O (Q™), e Ao (ca. 1000
cm™), correspondente a distens&o da ligagdo Si—O (Q") [35]. A nomenclatura atribuida associa-se aos
componentes da estrutura da rede (Tabela 3.2), decomponiveis com ajustes gaussianos,
considerando a desordem estrutural do material [33,34,35], como foi feito. O parametro indice de
polimerizagdo é dado pela razdo entre as duas areas sob as regides de flexao e distensao, ou seja:
Io = (Asoo/A1000), fornecendo informagéo sobre a alteracdo das suas intensidades relativas, afectada
pela alteragdo da estrutura e composi¢cao quimica (como pela adigdo ou remogédo de modificadores
de rede) [34].

Tabela 3.2 — Componentes Q" e Q" em que se decompdem Asoo € A0 NUM espectro Raman de vidro [34].

Nome Oxigénios em ponte Estrutura Banda Q" Banda Q"
Q/Q” zero (tetraedro isolado) SiO; isolado ca. 800-850 cm™ ca. 260 cm™
Q'/Q" um (tetraedro ligado) Si,O7 ca. 900 cm™ ca. 300 cm™’
QAQ* dois (tetraedro ligado) cadeias de Si ca. 1050-1100 cm ca. 470 cm™
QQ* trés (tetraedro ligado) em folha ca. 1100 cm™ ca. 500 cm”
QY quatro (silica pura) SiO,, tectossilicato ca. 1150-1250 cm"" ca. 570 cm™

No caso dos espectros de P-FTIR, a anadlise a regido superficial em modo ATR (cf. Anexo Ill) permite
obter informagéo de teor semelhante, sendo que nestes espectros de silica vitrea ou quartzo se
destacam duas bandas caracteristicas, uma associada a distens&o do grupo Si—-O-Si (ca. 1100 cm™)
e outra a presenga de grupos Si—O (ca. 900-950 cm™) [9,37].

O recurso a técnica de SEM-EDS permite a analise da superficie e das secgdes transversais ao nivel

morfolégico e obter informagéo relativamente a alteragdo da composigao elementar.
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4 ResuLtapos E Discussao

41 Composicgao de dois Vitrais da colec¢ao de D. Fernado I

A composicdo média dos paineis de vitral em estudo encontra-se no Anexo V, nas Fig. V.1 e Tabela

V.1. AFig. V.4 resume as razdes entre os principais 6xidos constituintes dos vidros analisados.

Todos os vidros analisados sao do tipo alcalino-misto ou rico em calcio. Numa discussdo sumaria, o
grafico da Fig. V.4 (a) sugere que a fonte de silica e alumina (areia) € a mesma para todos os vidros
do VA e diferente para o VS, tal como esperado, sendo estes de épocas e centros de produgao
diferentes. A partir dos graficos das Fig. V.4 (b) e (c), € ainda possivel assumir que no caso do VA dois
tipos de composigdes foram utilizados. O contetdo superior de K,O num dos grupos, relativamente ao
outro, pode estar associado a diferentes receitas ou a matérias-primas de diferentes origens, usadas
para a mesma receita (como diferentes partes do tronco da arvore da qual as cinzas sao fonte de
fundentes) [38]. No caso do VS verificamos que se trata de um vidro de produgéo diferente, sendo o
conteudo de sodio muito superior. A concentragdo de P,Os proxima de 2%m (percentagem em massa)

nestes vidros, aponta para a utilizacdo de cinzas nao purificadas [39].

SiO; vs. Al,O; CaO vs. K:0

50 5 g0/ 50 65 12 14 16 18 20 2 2 26
i m o
2! 70 CaO / %m

Na,0+MgO vs. K20

Fig. 4.1: Espectros de comparagdo das
154 (c) composicdes em oxidos (%m e desvio padrdo a
média dos pontos analisados), dos vidros de VA e
VS:

(a) 6xidos formadores da areia (SiO; e Al,Os);

(b) 6xidos fundentes potencialmente provenientes
de cinzas de plantas (CaO e K;0);

K,0 / %m

(c) o6xidos fundentes potencialmente provenientes
de cinzas de plantas (Na,O+MgO e K;O).

T T T 1

8 10 12 14 16
Na,O + MgO / %m
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4.2 Reproducgoes dos Vidros no Estado Inicial

Os vidros produzidos foram analisados semi-quantitativamente por y-EDXRF (composigao na Tabela
V.2, onde se observa o acréscimo de elementos vestigiais, que poderao derivar das reacgdes
quimicas decorrentes as altas temperaturas do forno com os componentes da ceramica refractaria do
cadinho). Considerando o erro (desvio padrao), a composicao superficial das amostras varia entre

nao corroidas e corroidas.

A Espectrometria UV-Vis, cujos espectros se apresentam em Anexo (Anexo V), evidencia os ibes
responsaveis pela coloragédo dos vidros produzidos: o Fe** para o caso do vidro castanho e, menos
claramente, o seu efeito no vidro incolor — como se observa pelas trés bandas de fraca intensidade

assinaladas —, e 0 ido Mn®*" no caso do vidro purpura — banda caracteristica a ca. 500 nm [1].

Comparando as superficies inicialmente ndo corroida e inicialmente corroida, observa-se, para
qualquer das trés cores, que as primeiras se matém lisas e sem estruturas relevantes (esquerda,
Fig. 4.2 (a)), enquanto que as segundas efectivamente apresentam corrosdo (direita, Fig. 4.2 (a)):
alteracao da morfologia por desenvolvimento de microfissuras e aglomerados, que, pelas analises de
SEM-EDS, revelaram ser ricos em Ca (preferencialmente no vidro purpura — Anexo V, Fig. V.8 —, o
que ja havia sido observado por outros autores [9]). A analise da estratigrafia realizada por SEM
(Fig. 4.2 (b)) revelou, ainda, a existéncia de uma camada em destacamento, considerada uma

camada de silica-gel, de acordo a literatura [9].

Superficie Nao Corroida Superficie Corroida Resina

Fig. 4.2: Microfotografia digital obtida: (a) em condi¢cdes de contraste de interferéncia (IC) e ampliagdo 1000x
para superficies de vidro incolor; (b) pela andlise de SEM utilizando electrées retrodifundidos (BSE), que
mostra a superficie corroida das amostras incolores em t, (5000x%).

4.3 Efeito dos Fungos sobre os Vidros Reproduzidos

O crescimento biolégico dos fungos foi avaliado por fases, como anteriormente referido, subdividindo-

-se o processo em diferentes tempos de incubacéo. O tipo de alteragdes das superficies foi estudado

de acordo com os pontos seguintes.

4.3.1 Alteracoes Morfolégicas

A avaliagéo do efeito provocado pelos fungos estudados €, em primeira instancia, a do possivel dano
estético e morfolégico associado a formagao de um bioflme. Deste modo, realizaram-se observagdes
a vista desarmada e de microscopia optica as superficies de todas as amostras, bem como analises

de microscopia electrénica (SEM), para observagéo de danos a escalas microscopicas.
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Nas observagbes a vista desarmada das amostras de controlo e inoculadas, feitas apds a limpeza,
ndo se observaram alterac¢des significativas da cor, rugosidade e morfologia. Exceptuam-se alguns

casos em ts, onde ja se observam alguns cristais na superficie.

Microscopia Optica
Os resultados obtidos por microscopia dptica (MO) permitiram observar a evolugdo do crescimento
dos organismos, desde f, até t;. Nas Fig. 4.3 e 4.4 apresentam-se os vidros incolor e purpura, que

evidenciam alteragdes mais distintas. O caso do vidro castanho econtra-se no Anexo V (Fig. V.4).

Amostras de Vidro Incolor
Os resultados de MO para o vidro incolor encontram-se na Fig. 4.3.
Nas amostras incolores inoculadas observa-se que o micélio se desenvolve e se torna cada vez mais
denso ao longo do tempo (& a ts). Observa-se, ainda, que existe uma elevada formagéo de estruturas
cristalinas para estes casos. Comparando com as amostras de controlo, ha uma clara a diferenca no
grau de deterioragao (e biodeterioragao).
Em todos os casos, apds a limpeza os microrganismos foram quase totalmente removidos,
permanecendo apenas alguns vestigios (discutido na secgéo 5).
Ao contrario do esperado, ocorre a presenga de colonizagdo biolégica sobre as amostras de controlo
em tys e ts (Fig. 4.3.3 e 4.3.4 (a) e (b)).

Amostras de Vidro Purpura
Os resultados de MO para o vidro purpura encontram-se na Fig. 4.4.
Nas amostras purpura inoculadas observa-se que o micélio se desenvolve e se torna pouco mais
denso, ao longo do tempo (f, a t). Quanto a formacdo de estruturas cristalinas, esta ocorre
esporadicamente em t;5, mas ndo aumenta nos tempos de incubagéo seguintes. Comparando com
as amostras de controlo, uma vez mais € clara a diferenga no grau de deterioracéo, principalmente no
que respeita a alteragcao optica das superficies.
Tal como para o vidro incolor, em todos o0s casos a limpeza das superficies purpura permitiu remover
quase totalmente os fungos, mas permaneceram alguns vestigios (discutido na secg¢éo 5).
Como ocorreu no vidro incolor, sobre as amostras de controlo purpura, em ts e t; (Fig. 4.4.3 e 4.4.4
(a) e (b)), observa-se colonizagao biolégica e formacao de algumas estruturas cristalinas.

Amostras de Vidro Castanho
Os resultados de MO para o vidro castanho encontram-se na Fig. V.4.
Nas amostras de vidro castanho inoculadas observa-se que o micélio se desenvolve e para pouco
mais denso ao longo do tempo (t, a ts). Quanto a formagao de estruturas cristalinas, esta é visivel em
t;5 apos a limpeza, mas ndo aumenta visivelmente nos tempos de incubagéo seguintes. Comparando
com as amostras de controlo, existe clara alteragdo Optica das superficies (marcas e manchas

deixadas pelos organismos) e uma clara diferenca no grau de deterioragdo de ambas as superficies.

Tal como sobre o vidro incolor e purpura, permaneceram alguns vestigios apds a limpeza (secgéao 5).
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Superficie Inicialmente Nao Corroida Superficie Inicialmente Corroida X L
] ' "M 5 Fig. 4.3.1: Estado inicial to.
Observa-se:

— que a amostra (b) apresenta rede
de microfissuras

Fig. 4.3.2: Tempo de incubacao ts.

Observa-se:

— superficies de controlo (a) e (b)
mais deterioradas;

— desenvolvimento de hifas até as
extremidades e cristais, sobre as duas
superficies inoculadas (c) e (d) (antes
da limpeza);

— marcas deixadas pelos fungos
sobre as superficies (e) e (f) e cristais
(ap6s a limpeza).

Controlo

Inoculada

Inoculada

Apos a Limpeza Antes da Limpeza

Fig. 4.3.3: Tempo de incubagao tss.

Observa-se:

— superficies de controlo (a) e (b)
mais deterioradas, evidenciando colo-
nizagao bioldgica;

— micélio desenvolvido sobre as duas
superficies inoculadas (c) e (d), bem
como maior numero de cristais (antes
da limpeza);

— marcas deixadas pelos fungos
sobre as superficies (e) e (f) e outros
cristais que anteriormente estariam
cobertos pelos fungos (apdés a
limpeza).

Fig. 4.3.4: Tempo de incubagao = ts.

Observa-se:

— superficies de controlo (a) e (b)
mais deterioradas, evidenciando colo-
nizacao bioldgica e cristais;

— micélio desenvolvido mais denso e
estruturas ou marcas sobre as super-
ficies inoculadas (c) e (d) (antes da
limpeza);

— marcas deixadas pelos fungos
sobre as superficies (e) e (f) e cristais,
principalmente nas superficies inicial-
b mente corroida (apds a limpeza).

Controle

£
”
|
4
r

Inoculada
Apos a Limpeza Antes da Limpeza

Inoculada

100um

Fig. 4.3: Microfotografias oOpticas de ampliagdo 200% e 50x% das superficies de vidro incolor (setas brancas
indicam cristais e setas pretas organismos e danos consequentes).
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Superficie Iniciaimente Ndo Corroida Superficie Inicialimente Corroida
[ 100 un 'j ; RR E 5 0 R ji i
P

Fig. 4.4.1: Estado inicial to.

Observa-se:

— que a amostra (b) apresenta rede
de microfissuras.

-
Controlo

Fig. 4.4.2: Tempo de incubagao t;s.

Controlo

Observa-se:

— as superficies de controlo (a) e (b)
estdo mais deterioradas;

o
ﬁé — desenvolvimento de hifas sobre as
t, 3 duas superficies inoculadas, até as
] K R
Ew extremidades (antes da limpeza) em
g (c)e(d);
— marcas e manchas deixadas pelos
§ fungos sobre as superficies e cristais
Be (ap6s a limpeza) — em (e) e (f).
=43
S w©
3
3

Fig. 4.4.2: Tempo de incubacgao tss.

Controlo

Observa-se:

— superficies de controlo (a) e (b)
mais deterioradas e evidenciando co-
lonizagéo bioldgica;

— micélio desenvolvido sobre as duas
superficies inoculadas (c) e (d), mas
em certas zonas aparentemente
menos denso (antes da limpeza);

— marcas e manchas deixadas pelos

fungos sobre as superficies (e) e (f)
(ap6s a limpeza).

Inoculada
Antes da Limpeza

Inoculada

Apbs a Limpeza

Fig. 4.4.2: Tempo de incubagéo = te.

Controlo

Observa-se:

— superficies de controlo (a) e (b)
mais deterioradas, evidenciando colo-

5 nizacao bioldgica e cristais;
a e . 7
BE — micélio desenvolvido e €& menos
t 28 denso em certas zonas, e estruturas
Eé ou marcas sobre as superficies ino-
< culadas (c) e (d) (antes da limpeza);
— marcas e manchas deixadas pelos
L] Y]
%E fungos ?obre as superficies (e) e (f)
iE (ap6s a limpeza).
i
<

Fig. 4.4: Microfotografias dpticas com ampliagdes de 500x, 200x e 100x das superficies de vidro purpura (setas
brancas indicam cristais e setas pretas organismos e danos consequentes).
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Também neste caso (em t,s e t5) ocorreu colonizagdo bioldgica sobre as amostras de controlo e

formacéo de estruturas cristalinas de dimensdes consideraveis (cerca de 30 ym).

Os resultados mais representativos das observagdes por SEM encontram-se nas Figs. 4.5a4.7.

Superficies de Vidro Incolor

Como ilustrado na Fig. 4.5, existe evolugao das superficies do vidro incolor ao longo do tempo.

2,5

4,5

Controlo

Inoculada Controlo

Inoculada

inoculada

Superficie i.n.c. Superficie i.c.

Em t, observa-se:

— as amostras de controlo
inicialmente ndo corroida sdo muito
homogéneas

— as inicialmente corroida sao
menos homogéneas, existindo
microcristais dispersos

Em t;5 observa-se:

— evidéncias do inicio do processo
de corrosdo pela agua, devido ao
aparecimento de estruturas cristalinas
de diferentes dimensdes, ricas em
Ca, nas superficies de controlo

— nas superficies inoculadas existe
prova da presenga dos fungos pelo
aparecimento de marcas de forma
ndo geométrica sobre as superficies,
em ambos os casos

Em t,s observa-se:

— aumento do numero e dimensodes
das crateras sobre as superficies
inicialmente nao corroida e
observacao pouco conclusiva
relativamente as inicialmente corroida

Em t; observa-se:

— marcas na superficie inicialmente
nao corroida e crateras que se supde
serem devidas aos fungos.

Fig. 4.5: Imagens resultantes das andlises de SEM das superficies das amostras de vidro incolor nos tempos de
incubacéo t, e t,5 obtidas com electrées secundarios (SE) ou electrdes retrodifundidos (BSE), como indicado, e
cujas diferentes ampliagdes foram escolhidas de modo a salientar os pormenores mais relevantes.



Salientam-se os sinais de alteragdo morfoldgica das superficies nao corroidas inoculadas: em &5, L5

e t;, observam-se crateras com deplecdo de alguns elementos (cf. espectro de SEM-EDS na secgao

4.3.2) e, em ts, marcas da anterior presenga de hifas. Nas superficies corroidas inoculadas, parece

haver evolugéo das crateras observadas em t;s, para ts (porém, os dados de t,5 sdo inconclusivos).

Superficies de Vidro Purpura

Como se pode observar na Fig. 4.6, o vidro purpura evolui ao longo do tempo de incubacéo.
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Superficie i.n.c.

Superficie i.c.

Em t, observa-se:

— as amostras de controlo
inicialmente ndo corroida (i.n.c.) sédo
muito homogéneas

— as inicialmente corroida (i.c.) sédo
menos homogéneas, existindo
microcristais dispersos

Em t,5 observa-se:

— evidéncias do inicio do processo
de corrosdo pela agua, devido ao
aparecimento de estruturas cristalinas
de diferentes dimensodes, ricas em
Ca, nas superficies de controlo

— nas superficies inoculadas existe
prova da presengca dos fungos pelo
aparecimento de marcas de forma
ndo geométrica sobre as superficies,
em ambos os casos

Em t,s observa-se:

— proliferagdo das marcas (com
diferentes formas) e crateras nas
superficies inicialmente nao corroi-
das, e aparecimento nas corroidas

Em ts observa-se:

— proliferacdo e aumento das
dimensdes das marcas e crateras.

Fig. 4.6: Imagens resultantes das analises de SEM das superficies das amostras de vidro purpura nos tempos de
incubacao to e t;5 obtidas com electrées secundarios (SE) ou electrdes retrodifundidos (BSE), como indicado, e
cujas diferentes ampliagdes foram escolhidas de modo a salientar os pormenores mais relevantes.



Neste caso, ressaltam os sinais de alteragdo morfolodgica nas superficies purpura inicialmente néo

corroidas logo ao fim de t,5, enquanto que 0 mesmo n&o se observa para as inicialmente corroidas.

No entanto, ao fim de t,5 e t; ambas as superficies estdo marcadas e apresentam crateras com

deplecao de elementos (veja-se a secgéo 4.3.2) devido a presenga dos organismos.

Superficies de Vidro Castanho

Como ilustrado na Fig. 4.7, existe alguma evolugao do estado das superficies do vidro castanho.

Inicialmente Nao Corroida Inicialmente corroida

~
Controlo

Controlo

2,5

Inoculada

Em t, observa-se:

— as amostras de controlo inicial-
mente ndo corroida sdo muito
homogéneas

— as inicialmente corroidas séao
menos homogéneas, existindo micro-
cristais dispersos

Em t,5 observa-se:

— evidéncias do inicio do processo
de corrosdo pela agua, devido ao
aparecimento de estruturas cristalinas
de diferentes dimensbes, ricas em
Ca, nas superficies de controlo

— nas superficies inoculadas inicial-
mente ndo corroidas, 0 que se pensa
serem marcas causadas pela
presenca dos fungos, mas nenhuma
alteracao significativa nas corroidas

4,5

~—
Inoculada

~
Inoculada

Em t,s observa-se:

— marcas ou vestigios que se supde
serem causados pela presenca dos
microrganismos.

Em ts observa-se:

— alteragdo fisica e quimica clara-
mente provocada pelos fugos nas
superficies incialmente nédo corroidas
— cristais e vestigios que se supde
serem causados pela presenga dos
fungos nas superficies corroidas

Fig. 4.7: Imagens resultantes das analises de SEM das superficies das amostras de vidro castanho nos tempos
de incubacéo t, e t;5 obtidas com electrées secundarios (SE) ou electrdes retrodifundidos (BSE), como indicado,
e cujas diferentes ampliagdes foram escolhidas de modo a salientar os pormenores mais relevantes.
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No caso do vidro castanho, ressaltam o que se pensa serem sinais de alteracdo morfolégica ou
vestigios (produtos metabdlicos ou substancias afins) nas amostras inicialmente ndo corroidas em t,s,
que aumentam em t,s. Nas inicialmente corroidas estes sinais s6 aparecem ao fim de t;5. Nas
superficies inicialmente ndo corroidas, em #t;, existe ja clara evidéncia do ataque fisico e quimico

provocado pelos fungos (dadas as formas circulares e fendas ramificadas).

Ao confrontar os resultados, verifica-se que os fungos se encontram a provocar dano ao nivel
morfolégico, em escalas microscépicas e em forma de corroséo incongruente (ou localizada) [13], na
maioria das amostras. As observagdes sugerem que sao primeiramente atacadas (ou de forma mais
predominante) as superficies inicialmente ndo corroida. Comparando as varias cores, amostras de
vidro purpura parecem ser as mais susceptiveis. As superficies do vidro castanho apresentam menor
alteracdo e n&o apresentam crateras (nem deplecdo de elementos, veja-se a secgdo 4.3.2), embora

os dados relativos a ts (ndo disponiveis até a data) possam fornecer novas informacgdes.

As analises realizadas as secgdes transversais até t,s revelam que nio existe penetragédo das hifas.

4.3.2 Alteracao Quimica Induzida pelos Fungos

Como referido, as analises de espectroscopia e o SEM permitem a analise da eventual alteragdo

quimica das superficies, acompanhada ao longo do decorrer desta experiéncia.

M-Raman
Os resultados mais representativos da caracterizagdo das superficies dos trés vidros por py-Raman
apresentam-se nas Fig. Fig. V.5 a Fig. V.7, em Anexo, conjuntamente com a respectiva sintese
(Tabelas V.3 a V.5, Anexo V) dos valores dos centros dos modos vibracionais, extraidos através de
ajustes com curvas gaussianas. Serdo considerados para a discussdo seguinte, os valores do modo
de flexao (cf. Anexo V). As areas das bandas foram usadas para o célculo do indice de polimerizagéo
(Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — indices de Polimerizagdo correspondestes as amostras de vidro das trés tipologias (incolor,

purpura e castanho), obtidos nas varias etapas de desenvolvimento dos organismos (desvio padréo <0,2).

e Asoo Amostras t. Amostras t> = Amostras ta= Amostras t«
P Ao n.c. c. n.c. c. n.c. c. n.c. c.
controlo 1,3 1,2 1,2 1,1 1,2 1,1 1,1 1,1

Incolor
inoculada - - 1,2 1,1 1,2 1,1 1,1 1.1
) controlo 1,5 1,6 2,0 1,8 1,9 1,7 1,6 1,7

Purpura
inoculada - — 1,7 1,9 1,6 1,7 1,6 1,6
controlo 1,5 1,6 1,5 1,6 1,6 1,6 1,5 1,5

Castanho
inoculada - - 1,7 1.7 1,6 1,5 1,6 1.6

n.c. — amostras inicialmente nao corroidas; c. — amostras inicialmente corroidas

Para o vidro incolor observa-se uma fraca evidéncia de alteragdo na estrutura molecular. Nao
existindo variagéo significativa no pico mais intenso Q* a ca. 600 cm™, existe, porém, um pequeno
desvio dos picos Q* e Q° para nimeros de onda mais baixos (Tabela V.3 e Fig. V.5). No que respeita

as superficies do vidro purpura também n&o se observa qualquer variagéo significativa no pico Q¥,
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mas, aparentemente, ha um pequeno desvio para nimeros de onda inferiores do pico que na amostra
ndo corroida em f, se situa a cerca de 681 cm™ (Tabela V.4 e Fig. V.6). Quanto as amostras de vidro
castanho, ha também um pequeno desvio para nimeros de onda mais baixos de Q", de Q* e do pico
que se situava a cerca de 683 cm™ em t, ndo corroido, além do desvio do pico mais intenso Q*
(Tabela V.5 e Fig. V.7). Contudo, em qualquer dos trés casos esta variagao parece ser idéntica para
amostras inoculadas com organismos e amostras de controlo, independentemente do estado inicial
de corrosao, nao ficando demonstrada a influéncia da presencga dos fungos. Ocorre algo semelhante
com os valores dos indices de polimerizagdo (apresentados na Tabela 4.1) cujas variagbes

esporadicas e incongruentes nao permitem retirar conclusdes sobre o efeito dos microrganismos.

N&o obstante os resultados anteriores serem inconclusivos, identificaram-se por p-Raman alguns dos
cristais observados por microscopia 6ptica e SEM. Estes ocorrem preferencialmente sobre superficies
inoculadas, nos vidros incolor e purpura. Os cristais identificados encontram-se brevemente

sumariados na Tabela 4.2 (os espectros correspondentes sao apresentados no Anexo V).

Maioritariamente, observa-se a formagcao de carbonato de calcio uma consequéncia comum da
corrosao do vidro por contacto com agua [9]. Porém, nalgumas superficies foram identificados alguns
sulfatos (gesso, sulfato de sédio hidratado e glauberite (Na.Ca(SO.).)) e, ainda, alguns silicatos
(CaSiOs;, NaAlSi;Os, SiO,), os quais podem ser indicio da presenca de &cidos produzidos pelos
organismos (referido em 1.2) e dos complexos mecanismos envolvidos na biocorroséo [13]. Ao fim de
t45, as amostras nao inoculadas apresentam compostos distintos dos das inoculadas. Conjugando
estes dados com as observagbes realizadas por MO, ha a sugestdo de que o0s microrganismos
pioneiros, detectados sobre as primeiras, possam ter alguma influéncia na formagao destas estruturas

cristalinas.

Tabela 4.2 — Compostos detectados e identificados sobre as superficies de vidro, analisados por y-Raman.

Amostras t, Amostras t,5 Amostras t;s Amostras ts
n.c. c. n.c. c. n.c. c. n.c. c.
¢ | contr. - - - - CaCO; NaAlISizOg CaCOs -
£ | inoc. - - CaCO; CaCO; NaSO,*H,0 NaAISizOg NaSO,*H,0 CaSiOs + n.i.
g | contr. - - - - CaCoO; - CaCO;s -
& | inoc. | - | - CaCOs CaCOs - - - NaSO.+H;0
. +n.i + 3Si4O1¢
g (.30ntr. - - - - CaCO; C,\?;:Zg; (Sig):)z - Mg “.S”((;j 7(()"‘_/) ?
inoc. - - - - - - - SiO; + n.i.

n.i. — detectado, mas ndo identificado; contr — controlo; inoc — inoculadas; n.c. — ndo corroidas; c. — corroidas

u-FTIR
Apresentam-se na Fig. 4.8 os espectros FTIR para o vidros de coloragbes castanha e incolor. Sao
claramente visiveis os dois picos associados aos modos vibracionais das ligagbes Si—O-Si (~1020
cm™) e Si-O (~900 cm™) [9,37,40] (veja-se o conjunto de espectros e respectivos ajustes no Anexo V,
bem como as Tabelas V.6 e I.1). Nao foi possivel obter o mesmo tipo de informagao espectral para o

vidro purpura, como em estudos semelhantes [9].
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No vidro incolor, observa-se (Fig. 4.8, esquerda) um aumento da intensidade do pico associado a
vibragédo das ligagbées Si—-O-Si (oxigénios em ponte) conjuntamente com o tempo de incubagao das
amostras. Isto sucede para as superficies inicialmente corroidas e nao corroidas. No entanto,
verificam-se diferencas entre ambas no que respeita a presenca de organismos, pois as superficies
inicialmente nao corroidas revelam maior alteracdo das bandas vibracionais do que as corroidas.
Comparando as amostras inicialmente ndo corroidas inoculadas em t;5 € t;5, com as de controlo,
verifica-se que ha aumento da intensidade relativa do pico de Si—O-Si. Este aumento é menos
evidente nas amostras inicialmente corroidas para o mesmo t. Existe, ainda, o deslocamento do pico
de Si—O, no primeiro caso. Em t;, ha uma diminuicdo da intensidade do pico de Si—O-Si nas
amostras inicialmente ndo corroidas inoculadas, o que n&do se observa nas corroidas. Coloca-se a
hipotese de se tratar de uma corrosdo incongruente ou da dissolugao rede de silica da primeira

camada de corrosao.

No caso das superficies de vidro castanho, observa-se (Fig. 4.8, direita) o mesmo comportamento
que no vidro incolor relativamente a presenga ou auséncia dos fungos: uma variagdo do pico da
vibragdo Si—-O-Si de ca. 998 para, no caso mais extremo, 1058 cm™. O centro do mesmo pico
desloca-se para niumeros de onda superiores, de t, (ndo corroido) a & (em qualquer caso). O centro

do pico de Si-O" encontra-se deslocado para niumeros de onda mais baixos, em alguns casos.

Vidro Incolor Vidro Castanho
4 — Superr[c@e inoculadain.c., to { —— Superficie inoculadain.c. t
| ——— Superficie inoculada i.n.c., tas 4 =——— Superficie inoculada in.c., tos

J Superficie inoculada in.c., tas
Superficie inoculada i.n.c., ts

J Superficie inoculada in.c., tas
i Superficie inoculada in.c., ts

14 L

' \

- "

i
B Superficie inoculadaic. to ] —_— SuperT[c@e inoculadaic. to
4 —=—— Superficie inoculadaic. tzs 4= SuperT[c!e !noculada ic. fas
i Superficie inoculadai.c. tas i SuperT[c!e !noculada ic. tas
J Superficie inoculadaic. ts i Superficie inoculada ic. ts

I T I I I T I T T T I T I T I
1200 1100 1000 900 800 700 120 1100 1000 900 800 700

Nuimero de Onda / cm? Nlmero de Onda / cm™

[=]

Fig. 4.8: Espectros obtidos da série de andlises realizada as superficies das amostras de coloragéo incolor
(esquerda) e castanha (direita) inicialmente ndo corroidas (i.n.c.) e corroidas (i.c.), de t, a ts, por espectroscopia
FTIR, e respectivos ajustes lorentzianos para os picos correspondentes as vibragdes das ligagdes Si—-O-Si (ca.
1010) e Si—O" (ca. 910).
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As duas alteragbes referidas revelam uma modificagdo estrutural, associada a deterioragdo da
superficie e formacdo de uma camada enriquecida em silica, de acordo com a literatura [9]. O
aumento da intensidade das ligagées Si—O-Si deve-se a diminuigdo de ides alcalinos [40]. Por outro
lado, o deslocamento do segundo pico para menores numeros de onda indica que o numero de
atomos de oxigénio ndo ligados e de ides alcalinos diminui [9]. No que respeita a avaliagdo dos
efeitos dos organismos neste processo, os dados sdo indicativos de diferente grau de deterioragao
entre as amostras inoculadas, relativamente as nao inoculadas com o mesmo periodo de incubacgao,

sugerindo um efeito ou acgao catalitica dos fungos no processo de alteragdo quimica da surperficie.

SEM

Pelas analises de SEM-EDS aplicadas as superficies, € possivel constatar que existem zonas com
empobrecimento em alguns elementos, correspondentes a zonas marcadas pela presenga dos
microrganismos, como se comprova pelos espectros das Figs. 4.9, 4.10 e 4.11, (superficies
inoculadas de vidro incolor e purpura, apés t;s, e purpura apds tssrespectivamente; cf. Anexo V, Fig.
V.36 e Fig. V.37 para casos semelhantes ao fim de t).

No espectro da cratera sobre o vidro incolor (Fig. 4.9), verifica-se que existe menor intensidade dos
picos de Ca, K e Na, comparativamente ao obtido para a superficie de vidro envolvente. De modo
analogo, o espectro do vidro purpura obtido para a zona da depresséo (Fig. 4.10) possui menor

intensidade dos picos de Ca e K quando comparado ao do vidro adjacente.

t:5 - Incolor Corroido Inoculade

l(Si vidro
K Depressao/Cratera

i

Depressio

Fig. 4.9: Espectro obtido das
analises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro incolor em t,5 € a
uma depressao claramente
empobrecida em Ca e Na, e
com menor empobrecimento
em K.

comil M0 AT
L (Lo | il
Cald i AtV

0 1 2

Estas andlises sugerem a ac¢do dos organismos sobre as superficies, logo no periodo de incubagéo
t,s. Como referido na literatura, apesar de os danos ndo serem visiveis a a vista desarmada, tudo
indica que estardo a ocorrer em micro-escala por catalise, sendo ja irreversiveis [14,15,17].

Apbs t,5 (e nos casos analisados em t;) observa-se que os danos nas superficies dos vidros se
voltam a manifestar, nomeadamente no vidro purpura inicialmente corroido (Fig. 4.11). No entanto,

esta situacao ndo é semelhante em todos os casos, aparentando tratar-se de corrosao incongruente.
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Fig. 4.10: Espectro obtido das
Koy analises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro purpura em t,5 e
a uma depressao claramente
empobrecida em Ca e K.
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Fig. 4.11: Espectro obtido das
analises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro purpura em ;5 e
a uma depressao claramente
empobrecida em Ca e Na.

Nao sendo passiveis de extrapolagéo directa para o caso real, os resultados obtidos indicam, ainda
assim, uma forte possibilidade de, na eventualidade de se ter desenvolvido um filme de origem
biolégica nos vitrais da colecgéo, haver danos, pelo menos ao nivel microscopico.

As andlises semi-quantitativas realizadas as secgodes transversais para t, e t;s (Anexo V) nao foram

conclusivas na analise da variagdo da composi¢ao desde a superficie até ao interior.

4.3.3 Sintese dos Resultados
O conjunto de todos os resultados obtidos encontra-se sintetizado na Tabela 4.3 para facilitar a sua
analise comparativa e permitir a identificagdo das correlagdes entre os diferentes tipos de amostras e

também das correlagbes com origem nos processos a que estas foram sujeitas.
No vidro incolor inoculado observa-se uma evolugao aproximadamente linear de todos os tipos de
alteragdo, com excepgao de alteragéo da cor da superficie (manchas), que nao é observada.

O vidro purpura inoculado apresenta uma evolugdo mais complexa. As superficies estdo bastante
marcadas e machadas, em zonas que se julga terem tido micélio mais denso antes da limpeza
(visiveis em baixas ampliagbes de MO apds a limpeza) e a alteragdo da superficie aumenta de uma

forma progressiva, mas a densidade do micélio ndo acompanha esta evolugéo.
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Tabela 4.3 — Sumario dos danos observados. Os danos estéo classificados de forma semi-quantitativa numa
escala de 0 a 10 (desde inexistente a muito pronunciado, considerando parametros como densidade,

quantidade e dimensdes)*.

® Incolor Purpura Castanho
§ Controlo Inoculada Controlo Inoculada Controlo Inoculada
G n.c. C. n.c. C. n.c. C. n.c. C. n.c. C. n.c. C.
to 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S | O 0 5 5 0 0 5 5 0 0 6 6
S lts| 1 1 6 6 1 1 5 5 1 2 5 5
ts 2 2 7 8 3 2 5 5 3 3 5 5
o | b 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0
? |ts| 3 4 6 6 3 4 6 6 2 3 5 6
S |ts 4 4 7 7 4 4 6 7 3 3 7 7
ts 5 5 8 8 5 5 8 8 4 4 7 7
| to 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E ts| O 0 2 2 0 0 7 7 0 0 5 5
2- tis| O 0 2 2 0 0 8 8 0 0 5 5
<t | o 0 4 4 0 0 8 8 0 0 6 6
to 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S tbs| O 0 3 3 0 0 1 1 0 0 1 1
&lts| o0 0 5 4 1 ni | onic | onio |1 1 1 ni
ts 1 1 5 7 1 n.i. n.i. 1 n.i. 1 n.i. 2
ol b 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ES tas 0 0 2 1 0 0 2 1 0 0 n.i. n.i.
g tus - - 2 ? - - 2 2 - - 1 n.i.
ts - - 2 2 - - 2 2 - - 2 n.i.

Legenda: n.i. — néo identificado/encontrado; — — analises néo realizadas; ? — inconclusivo; n.c. — superficies inicialmente
nao corroidas; c. — superficies inicialmente corroidas; Alt. Crom. — Alteragdes cromaticas (marcas e manchas)

No vidro castanho inculado, tal como no caso do vidro purpura, ndo ocorre uma evolugao crescente
da densidade do micélio. Além disso, tanto a corrosdo como as marcas e manchas, aumentam de
forma pouco expressiva, ap6s uma rapida subida inicial. Ndo foram detectadas crateras com
deplegéo de elementos no caso deste tipo de superficie, quer corroida, quer ndo corroida (apesar de

ser necessario o ultimo tempo de andlise para conclusées relativas a este ponto).

Comparando qualquer das amostras inoculadas com as amostras de controlo, verifica-se que existe

influéncia da presenca dos organismos para o grau de deterioragédo da superficie.

E, ainda, de salientar, que se detectou (ao fim de t,s) colonizag&o biolégica nas amostras de controlo.

4.3.4 Desenvolvimento de Fungos sobre Superficie de Vidro Limpa

As amostras de controlo, introduzidas no ambiente incubado semelhante ao das amostras inoculadas
com as duas espécies de fungos escolhidas e conhecidas, revelaram alguns resultados inesperados
e interessantes. Estas amostras seguiram o mesmo processamento que as demais, mas nao foram
inoculadas. Seguiu-se 0 mesmo nivel de exigéncia no que respeita a esterelizacdo do ambiente: as
superficies foram lavadas e autoclavadas, incubadas num ambiente humido e estéril (ou pensado

como 0 mais possivel), e 0 manuseamento foi realizado em cadmara de fluxo laminar.
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No entanto, estas amostras apresentaram colonizagéo bioldgica por fungos sobre as suas superficies
ao fim de 45, que logo ao fim de ts estes ja haviam proliferado, o que se comprovou por MO (Figs. 4.3,
4.4 e V.4). O facto de se terem encontrado maior numero de cristais nestes dois ultimos periodos de
incubacéo sobre estas amostras, podera estar correlacionado com este desenvolvimento de filme

biolégico. Note-se que:

1. Apesar de ndo se terem identificado as espécies através de mera observagio, sendo
outras analises necessarias € nao passiveis de realizar em tempo util para o presente

trabalho, deduz-se pelo observado que se tratem de hifas de fungos airborne.

2. O ambiente revelou-se, por conseguinte, ndo ser totalmente estéril. Considera-se que é
possivel que, ou os espdéros ndo tenham sido eliminados na autoclave, ou que tenha
entrado um pequeno fluxo de ar para o interior das caixas de Petri esterelizadas. Os pds
no interior das mesmas ou que penetraram, a par dos esporos dos fungos (e que
eventualmente se terdo depositado devido ao ambiente humido), terdo sido meio suficiente

de desenvolvimento destes microrganismos colonizadores.

3. Como ja referido, nao foram colocados quer qualquer meio nutritivo, quer microrganismos,
propositadamente sobre estas superficies. Assim sendo, estes desenvolveram-se em

ambiente, ao que tudo indica, altamente oligotrofico.

4. Os fungos sdo organismos quimio-organotréficos, pelo que ndo se encontram
necessariamente a alimentar-se do vidro, podendo, no entanto, estar a comecar a

provocar algum tipo de dano.

Sobre os eventuais contaminantes da superficie, produtos excretados por estes organismos, a sua
identificacdo e da fonte de nutrientes parece ser necessaria uma muito mais profunda investigacao,
com métodos como andlises de EPMA (Electron Probe Micro-Analysis), analises de biologia

molecular, ou outras afins, passiveis de determinar e estudar os mesmos temas.

Torna-se importante salientar que, apesar de alguns autores [4,6] ja terem referido a capacidade
ubiqua dos organismos, e, em particular, a capacidade dos fungos se desenvolverem sobre vidros ou
compostos de silicio polidos e aparentemente limpos [15,41], ainda que outros tenham discordado
que o vidro possa servir per se como fonte de alimento [2,23], ndo se encontra qualquer referéncia ao
aparecimento de fungos em vidro num ambiente estéril ou dificilmente propicio & colonizagao, ainda
que humido e com temperaturas amenas. Todos os estudos onde foram detectados fungos sobre as

superficies de vidro, estas estavam em atmosfera natural.
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5 CoONCLUSOES

A presenca de fungos sobre todos os vidros testados provocou um efeito perfeitamente visivel na
corrosao (marcas, manchas, cristais e crateras), ocorrendo efectivamente biocorrosao.
Entre os varios tipos de vidro, observam-se as seguintes diferengas principais:

e o vidro incolor apresenta muito mais formagéo de estruturas cristalinas que os demais;

* note-se que o desenvolvimento do micélio também é mais acentuado e sistematico para
aquele tipo de vidro;

e 0s vidros purpura e castanho apresentam mais alteragdes ao nivel das propriedades
Opticas (manchas e marcas, que se atribuem a acgao do filme de origem bioldgica)
relativamente ao vidro incolor;

e 0 vidro purpura apresenta, claramente, mais crateras com deplec¢ao de elementos que os
demais, aparentando ser o mais susceptivel;

* existe um igual grau de corrosao das superficies no final, no entanto, esta manifesta-se de
diferentes formas para cada cor, bem como difere entre amostras ou zonas da mesma
amostra, deduzindo-se que se trate de um tipo de corroséo incongruente (localizada).

Estas diferengas sugerem que a composic¢éo destes vidros influenciou o tipo e grau de alteragéo.

Da analise quimica, conclui-se que os elementos Na, K e Ca sido os que sdo removidos da camada
superficial na zona das crateras encontradas, podendo ser assimilados pelos organismos ou reagirem

com os seus produtos de corrosao (geralmente, acidos).

Relativamente as superficies inicialmente ndo corroidas e corroidas, nao foi possivel concluir se
existe uma forte influéncia do factor “estado inicial” para o agravamento ou o tipo de dano provocado
pelos fungos. No entanto, os resultados parecem apontar para que o facto de existir uma camada
inicial de silica-gel ndo promoveu em, qualquer dos casos, a formagado de um biofilme mais denso ou
mais fisicamente ligado a superficie, como referido por Krumbein et al. [13]. Pelo contrario, as
superficies inicialmente ndo corroidas inoculadas formam frequentemente mais cristais € manchas
nas primeiras fases de desenvolvimento, acabando por aparentemente se equilibrar o estado de

ambas ao fim de fs. Além disso, ndo houve penetracdo do micélio.

Ao que tudo indica, do ponto de vista da conservagéo, uma limpeza suave por via humida pode nao
ser suficiente para remover a totalidade de um filme de origem biolégica, podendo este voltar a
estabelecer-se, aparentemente, em meio altamente oligotréfico, como se verificou, biodeteriorando ou
continuando um processo de biocorrosdo ja iniciado sobre a superficie de um vidro de um vitral, em

particular, como sera o caso dos vitrais desta colecg¢ao, expostos a condi¢des de elevada HR.

Além dos resultados positivos do desenvolvimento dos fungos nas amostras inoculadas, todas as
amostras de controlo desenvolveram organismos, mesmo num ambiente o mais estéril possivel, o

que é necessario investigar em maior profundidade.

Revelou-se, ainda, ao nivel metodoldgico, que as analises de MO e SEM-EDS sdo uma boa
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conjugacao ao nivel do estudo das alteragbes morfoldgicas das superficies de vidro biodeterioradas,
bem como as anadlises de p-FTIR se verificam ser Uteis e esclarecedoras para avaliar a alteragao
estrutural ao nivel da camada superficial do vidro, enquanto que as analises de py-Raman sao
particularmente positivas na identificacdo de estruturas cristalinas que se possam associar a origem

biogénica — retirando-se o resultado positivo de esta metodologia poder ser seguida em estudos
futuros.
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6 ConNservAGAO PREVENTIVA

Ao nivel da conservagao da colecgéo cujos dois paineis foram tomados como caso de estudo e, em
particular, & conservagao preventiva, devemos retirar deste estudo de biocorrosdo acelerada que é
necessario adoptar um procedimento cuidadoso, dadas as condicbes de exposicdo e reserva dos
vitrais da coleccgao de D. Fernando Il, no Palacio da Pena. Futuramente, deve ter-se em atengao:
a) a monitorizagao do estado das superficies dos vidros (com intervalos nunca superiores
a 6 meses),
b) uma limpeza regular e cuidadosa das superficies, por via suave,
c) idealmente, manter estes objectos com temperaturas correntemente recomendadas
entre 18-22 °C e HR entre 45-55% [7,42,43],
d) e que o local de exposig¢édo dos vitrais seja bem arejado, de modo a evitar a deposigao e
fixagao de esporos.
Estas serdo das principais medidas de prevencdo do desenvolvimento ou agravamento do dano
provocado por fungos, que se pode deduzir que ocorreu e podera ocorrer no futuro. Este estudo
deveria ser continuado durante mais de 6 meses, de modo a perceber melhor a acgdo dos fungos
inoculados sobre os vidros reproduzidos.

29



30



7 PerspecTtivas FuTuras

No que respeita ao resultados sobre a instalagdo de microrganismos filamentosos, que se supde
serem fungos airborne, sobre as superficies dos vidros, torna-se necessario realizar estudos mais

aprofundados relativamente a pontos chave de discussao:

a) em que circunstancias se estdo a desenvolver estes organismos, nomeadamente onde

estao a ir buscar nutrientes;

b) identificacdo destes organismos, para inferir quais os organismos pioneiros e que

correspondem a fase de biorreceptividade primaria deste substracto;

c) identificagdo do tipo de dano causado e condi¢des ideais de crescimento, procurando

determinar como se poderao evitar.

Outras questdes que seriam interessantes explorar, passam pelo estudo ou analise dos produtos
metabdlicos destes fungos e da sua interacgdo quimica com estas superficies, por forma a
melhor compreender os mecanismos envolvidos. Sugerem-se analises a composi¢do das
superficies, realizadas por y-EDXRF ou PIXE/PIGE (Proton induced gamma- ou x-ray emission)
e, ainda, ICP-AES (Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy) para estudo de
produtos de lixiviagdo (que nao foram possiveis realizar no presente estudo por limitagbes

técnicas).
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Anexo |

ANEXOS

Tabela 1.1 — Fungos identificados em vidro histérico e noutros materiais inorgéanicos.

Fungos Tipologia Proveniéncia Observagoes Refs.

Acremonium spp. Vidro de vitral Vitrais alemées e Produzem  substéncias  poliméricas [15]

franceses extracelulares.

Alternaria spp. Vidro 6ptico Zona do canal do [13,23]

Panama ’

Aspergillus spp. Forest Glass, Vitral | Alemanha, llha Excregdo de produtos metabdlicos (12,14

A. fumigatus e A. niger | Vidro optico na costa da agressivos. Vo
e 23,44]
Flérida,

Aureobasidium spp. Vitral, vidro éptico Alemanha, Excrecdo de produtos metabdlicos [12,14
A. pullulans ou Franga, zona do agressivos, nomeadamente substancias 15 ‘23]’
Pullularia pullulans canal do Panama poliméricas extracelulares. ’

Bassisosporium spp. Vidro éptico Zona do canal do 23]

Panama
Capnobotryella spp. Vitral Alemanha Crescimento lento.
C. renispora Altamente resistentes a ambiente seco | [12]
e aradiagdo UV.
Cladosporium spp. Vidro 6ptico Zona do canal do [14,23]
Panama ’
Coniosporum spp. Vitral Alemanha Crescimento lento.
C. perforans Altamente resistentes a ambiente seco | [12]
e aradiagéo UV.

Engyodontium spp. Vitral Alemanha Excrecdo de produtos metabdlicos

E. album agressivos. [12]
Fungos micofilicos (vivem em material
organico morto).

Eurotium spp. Vitral Tem um papel importante na corrosédo [14]
do vidro (Ohtsuki (1962), cit. em [14]).

Geomyces spp. Vitral Alemanha Excregcdo de produtos metabdlicos
G. panorum agressivos. [12]

G. asperulatus

Kirschsteiniothelia spp. Vitral Alemanha [12]
K elasterascus

Leptosphaeria spp. Vitral Alemanha [12]
L. maculans

Monilia sitophola Vidro o6ptico llha na costa da 23]

Flérida

Penicillium spp. Forest Glass, Alemanha, llha [20,14

P. frequentens* Vitral, Vidro 6ptico na costa da .
. 23,45]
Flérida

Himenoascomycetidae Vidro optico Zona do canal do 23]

Grupo: pirenomicetes Panama

Rhodotorula spp. Vitral Alemanha Excrecdo de produtos metabdlicos 2]

R. minuta agressivos.

Stanjemonium spp. Vitral Alemanha [12]
S. ochroroseum

Trimmatostroma spp. Vidro de vitral Alemanha e Produzem substancias poliméricas [15]

Franga extracelulares.

Género Ustilago spp. Vitral Alemanha [12]

Verticillium spp. Vitral Alemanha Excrecdo de produtos metabdlicos
V. lecanii agressivos. Fungos micofilicos (vivem | [12]

V. psalliotae

em material organico morto).
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Fungos: Breve Introducao

A fisiologia das células dos fungos tem um impacto significativo no ambiente, nos processos
industriais e na saude humana. No que respeita aos aspectos ecoldgicos, no seu ciclo natural, estes

s&o organismos decompositores de matéria organica (quimio-organitréficos) [46].

A maioria dos fungos s&o organismos filamentosos e multicelulares. Existem, ainda as leveduras,

unicelulares, mas que nao serao aqui desenvolvidas [46].

Os fungos microscopicos (que, em particular, nos interessam) séo diversos. Um olhar atento pelas
suas estruturas revela que s&o compostos por agregados de filamentos longos e ramificados
chamados hifas (Fig. I.1), organizados para suportar os esporos que sao as células responsaveis pela
sua reproducdo e disseminagao. As hifas destas estruturas aéreas estendem-se e ramificam-se
dentro do substrato que as suporta, como uma rede, denominada micélio (Fig. 1.2). Estas sédo as
primeiras estruturas a estenderem-se, quando os fungos se instalam, sendo que lhes permite
adequarem-se de forma eficiente ao espago, s6 depois se iniciando a formagdo de células
reprodutoras. Colonias de fungos em substratos ricos em nutrientes (eutréficos) frequentemente
ramificam, produzindo um micélio denso para exploracao dos recursos, enquando que as hifas
colonizadoras de um substracto pobre em nutrientes (oligotréfico) ramificam menos, produzindo um

micélio espalhado, apropriado a procura de recursos [46].
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Fig. 1.1: Desenho esquematico da aparéncia de Fig. 1.2: Desenho esquematico da evolugdo de um
uma hifa — filamento com ramificagdes [47]. esporo para um miceélio.

lateral

O alimento ideal para o crescimento dos fungos é rico em carbono e simultaneamente proporciona
um ambiente acido (em laboratério, um meio complexo composto de PDA (potato-dextrose agar) é
ideal para o crescimento destes microorganismos). As células dos fungos utilizam uma vasta gama de
nutrientes e aplicam diversas estratégias para a obtengéo desses nutrientes. Os fungos sdo imoveis,
saprofitas (decompositores) ou, por vezes, parasitas, e quimio-organotroficos. Exibem uma interacgao
dindmica com o seu ambiente nutricional, o que pode ser exemplificado pelas alteragdes

morfoldgicas, por vezes observadas, dependentes da disponibilidade de nutrientes [46].

A maioria dos fungos vive em ambiente quente, acido, aerébico e com disponibilidade de agucares. A
gama de temperaturas de crescimento € ampla, mas a maioria das espécies crescem bem a cerca de
25° C.

Os dois géneros de fungos filamentosos estudados neste trabalho (Penicillium e Cladosporium) sao

aqui utilizados como exemplo de esquematizagao taxonémica:
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Cladosporium sp. — O género Cladosporium ainda ndo se encontra muito bem definido
taxonomicamente. Os seus conidiéforos sdo compridos e escuros, formando conidios (esporos) em
cadeias ramificadas. Os conidios podem apresentar varias formas, nomeadamente eliptica e
cilindrica, e uma marca escura em cada extremidade (Fig. I.3). Este género € muito comum no ar de

exterior e interior [48].

Penicillium sp. — O género Penicillium apresenta um micélio esponjoso e volumoso, com conidiéforos
(simples ou ramificados) que terminam em aglomerados de filiades, nas quais se produzem os
conidios, em cadeia (Fig. 1.4). Este género é muito frequente nos solos. Algumas espécies podem
produzir toxinas [48].

YY

jus

Cladosporium
Fig. 1.3: Esquematizacéo dos conidios (& esquerda) Fig. 1.4: Esquematizacdo dos conidios (a esquerda)
e micélio do género Cladosporium. e textura das colénias (a direita (a) lanosa e (b)

funiculosa) do género Penicillium.
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Anexo Il — A CoLeccio pe D. Fernanbo Il

D. Fernando Il entrou na dinastia de Braganga através do casamento com D. Maria Il. Nasceu e foi
educado entre a aristocracia romantica da corte de Viena, oriundo de uma familia tradicionalmente
ligada a cultura e civilizagdo alemas. Apdés a morte da rainha (1843), habitou no Palacio das
Necessidades, onde juntou a colecgao de vitrais de produgao da Europa Central — Suiga, Alemanha e
Holanda —, coleccionados e recolhidos de igrejas, mosteiros, ateliers de artistas ou mansdes de
aristocratas. Apds a entrega do Palacio ao Ministro dos Negdcios Estrangeiros, durante a Republica,
o seu conteudo foi gradualmente disperso e o conjunto de vitrais foi transferido para as reservas do
Palacio da Ajuda, onde ficou até 1949. Nesta data, é transferido novamente, desta vez, para a
localizagdo onde permaneceu até aos dias de hoje, no torredo do Palacio Nacional da Pena.
Recentemente, esta colec¢do sofreu uma intervengdo de restauro e foi, pela primeira vez,
apresentada ao publico [29,30].

O primeiro painel seleccionado pensa-se que possa representar St. Agostinho ou St. Ambrésio, com
associagdo a S. Lucas pelo seu atributo (o boi), a quem aparece uma Virgem com o Menino (Fig. 11.1).
Trata-se, aparentemente, de uma produgéo do século XV, de origem alema.

O segundo painel seleccionado trata-se de um vitral brasonado de origem suica, datado do século
XVII. Observa-se uma organizagéo bipartida, de uma composi¢do heraldica colocada num quadro
arquitectonico de colunatas perspectivadas com entablamen-tos. O espago arquitectonico que
encerra as figuras encontra-se dividido em trés pisos, onde se encontram dois Anjos Tenentes
suportando o brasao, dois Santos Patronos (cré-se que Sado Martinho e Sao Cristévao), a figura de

Cristo Ressuscitado e uma Virgem com o Menino, em Majestade, ao centro (Fig. 11.2).

Fig. 1l.1: Vitral que representa St. Ambrésio Fig. |1.2: Vitral brasonado, com trés niveis de representagao,
(?), com associacéo a S. Lucas pelo atributo encerrada em espaco arquitecténico, cerca do séc. XVII, Suica.

(o boi), ca. séc. XV, Alemanha. Parques de Sintra — Monte da Lua © copyright
Parques de Sintra — Monte da Lua © copyright
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Anexo lll — InocuLagAo E METoDOS DE EXAME E ANALISE

Reproducao dos vidros

Foram utilizadas as seguintes matérias-primas puras (laboratoriais) para a produgdo dos vidros a
semelhanga das composi¢cdes dos vitrais estudados, analisadas por PY-EDXRF (veja-se pagina
seginte):

*  SiO; purum p.a. — Sigma-Aldrich, CAS: 60676-86-0
* CaCoO;s p.a. — Fluka/Sigma-Aldrich CAS:471-74-1

*  Ky;CO; p.a. — Sigma-Aldrich, CAS:584-08-7

*  MnO:; - Ridel-de Haén, CAS: 1313-13-9

¢ Fe;0; p.a. — Ridel-de Haén, CAS: 1309-37-1

¢« NaxCOs; p.a. — Panreac, CAS: 497-19-8

Inoculagao e Incubagio dos Vidros Reproduzidos

Cladosporium o
Penicillium

Colocacgao das duas
espécies de fungos lado a
lado, com algum meio de
cultura, sobre cada amostra

\/

” . Meio de
cultura

Rede que evita o contacto
1 directo do conjunto das 18

| / amostras com a agua
2~ (]

e o R — Caixas de Petri esterelizadas
com agua destilada no fundo
para garantir elevada HR

Caixa de vidro acrilico com
O Tl il = ———» agua no fundo, para garantir
ambiente de elevada HR

Fig. lll.1: Design experimental da incubacdo: separacédo e disposicdo das varias amostras nas respectivas
caixas de Petri — exemplo para dois dos quatro casos.
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- =g - —p

24 amostras 24 amostras 24 amostras

incolores purpura castanhas
v v
12 nao corroidas 12 corroidas
| |
v v v v
3 de controlo 9 inoculadas 3 de controlo 9 inoculadas

I e

h
Wilbl bl

% 2
AR AR

Fig. 1ll.2: Design experimental da inoculago.

p-EDXRF

Utilizou-se um espectrometro ArTAX, Intax®, do Laboratério Cientifico do Departamento de

Conservagéao e Restauro (Lab. Cientifico do DCR).

O espectrometro ArtTAX, Intax® esta equipado com um tubo de raios X com alvo de Mo e detector de
Si(Li) Xflash® refrigerado por efeito Peltier. O espectrometro foi operado com os seguintes
parametros fixos: em 40 kV, 600 pA e tempo de aquisicdo de 360 segundos, em atmosfera de Hélio.
Este equipamento possui uma camara acoplada, o que permitiu escolher a area de aquisicdo em
ambas as pecas. Para além dos referidos pontos, realizaram-se analises semelhantes aos padrdes
CMOG (Corning Museum of Glass) B, C e D, cujas composi¢des sao conhecidas [32], de modo a

obter os dados da quantificacao, através deste método.

Para a analise quantitativa, recorreu-se ao programa WinAXIL® (analysis of X-ray spectra by a non-
linear Interactive Least-squares). Para tal foram necessarios os padrdes acima referidos. A
capacidade do equipamento esta limitada a Z<13, ndo detectando sédio ou magnésio. A quantificagao

destes elementos foi realizada por diferenga [32].

MO

Utilizou-se um microscopio Axioplan 2, Zeiss, com maquina fotografica digital Nikon DMX acoplada.
Este microscépio tem obectivas de 5%, 10x, 20x, 40%, 50x e 100x%, esta ultima em modo contacto (com

ampliagdes 10x superiores, respectivamente, pela ampliagéo da ocular).

Utilizou-se um outro equipamento pertencente ao Centro de Investigagdo de Materiais (CENIMAT),
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sendo este um Microscépio Leica DMI5000M com foco Z motorizado, dotado de um jogo de 5
objectivas semi-apocromaticas (ampliagbes de 5%, 10%, 20x, 50x e 100x) e de uma camera digital
Leica DFC290, com maiores ampliacdes (até 1000x) onde se utilizaram condi¢cdes de bright-field
(campo luminoso) e contraste de interferéncia, bem como a funcionalidade multifocus para melhor

observagéo de amostras ndo planas.

UV-Vis

Neste trabalho, os espectros de absor¢do o6ptica foram obtidos com um espectrémetro Varian Cary
5G na gama UV-Vis-NIR.

M-Raman

No que respeita as analises de p-Raman, foram realizadas, na superficie dos vidros modelo,
utilizando o espectrémetro de Raman Horiba Jobin Yvon, modelo LabRaman 300, pertencente ao
Lab. Cientifico do DCR. Para a aquisicdo dos espectros utilizou-se o laser de estado sélido com linha
de excitagdo de 532 nm (500mW), focado com objectivas Olympus de 50x. Todas as analises foram
realizadas sem filtro e com os seguintes parametros fixos: 15 ciclos de 30 s de aquisi¢do, na gama
espectral entre 200 e 1300 cm™. A calibrag&o do aparelho ¢ realizada com um padréo de silicio.

A informagao contida num espectro Raman traduz a estrutura da rede tridimensional e covalente de
tetraedros SiO4, que retém um forte caracter polimérico e cuja assinatura vibracional € bem definida,
estando presente a informacao sobre a estrutura e a composi¢cao das fases vitreas [34,35,36]. A
polimerizagcédo é funcdo da composicdo e do equilibrio de temperatura de fusdo, podendo alterar se

sujeito a corrosdo [35,34]. A substituicdo de atomos de Si, por Na, K, Ca, Pb, etc, muda a

4| —— Naéo Corroido
———— Corroido
—— Curvas de Ajuste Gaussiano

Absorvancia (U.A.)

, . . ; . , , ! . . . ! , . . ; ; , : ;
200 400 600 800 1000 1200
Numero de Onda (cm-')

Fig. Ill.3: Espectro y-Raman exemplificativo dos realizados as amostras de vidro das 3 diferentes cores (neste
caso, vidro de coloragdo castanha), respectivos ajustes e atribuicio de componentes Q" e Q" que foram
separadas em picos individuais.
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conectividade e angulos da ligacdo Si—O e a carga iénica parcial dos oxigénios terminais, o que pode
modificar o comprimento da ligagédo e a polarizabilidade [33], do mesmo modo que a deplegéo destes
ides modifica a assinatura da rede no Raman.

Num espectro Raman de vidro, como os que se trataram neste trabalho, encontram-se geralmente
duas regbes espectrais, uma cujo pico mais intenso se localiza a ca. 500 cm™ (Asq) € corresponde a
vibragdo de flexdo da ligagdo Si-O (Q"), e outra a cerca de 1000 cm™ (As0), correspondente a
distensao da ligagdo Si—O (Q") [35]. A nomenclatura atribuida associa-se aos componentes da
estrutura da rede (Tabela 3.2 e Fig. 111.3), decomponiveis com ajustes gaussianos, considerando a
desordem estrutural do material [33,34,35]. Esta decomposicao foi realizada de acordo com o descrito
na literatura (considerados cinco ou menos picos para cada regido espectral) [33-36], embora o pico
entre 600-700 cm™ tenha sido necessariamente considerado para desconvolugéo, sem atribuigdo a

um componente dos modos vibracionais.

p-FTIR

As anadlises de P-FTIR foram realizadas na superficie dos vidros modelo utilizando o espectrometro
Nicolet Nexus equipado com um microscépio Continuum com objectiva IV 15%, e um detector de
semicondutor, Thermo Nicolet MCT (semicondutor ternario de mercurio, cadmio e teldrio), em modo
ATR (Attenuated Total Reflectance) com cristal de Si, analisando-se a 128 scans e com resolugéo de
8 cm™. Através desta técnica € possivel a identificagdo dos grupos funcionais dos compostos
existentes apenas na zona superficial da amostra, até profundidades de ~ 2 um. Os espectros foram
obtidos para a regido espectral entre 4000 cm™ e 650 cm”, gama habitualmente denominada
infravermelho médio [9,33].

Os espectros de FTIR foram tratados através de normalizagdo e ajustes lorentzianos, de modo a
decompor a banda entre 800-1200 cm™ essencialmente nos dois picos vibracionais informativos
relativamente a estrutura da rede vitrea: vibragdes das ligagbes Si—O-Si (cerca de 1000 cm™ para o

quartzo, deslocada na silica vitrea para cerca de 920 cm™) e Si-O" (ca. 900-950) [9].
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AnNexo IV — MapPEAMENTOS
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Fig. IV.1: Mapeamento de todos os pontos relativos as analises de p-EDXRF realizadas Fig- IV.2: _Mapeamgnto das zonas onde foram recolhidas amostras biolégicas localizadas
a0 VS — considerados os pontos realizados sobre o vidro, sendo que as restantes SObre o vitral —assinaladas a vermelho — nos fragmentos do VS.
coloragdes sao obtidas com pintura a grisalha, amarelo de prata e esmaltes.
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Fig. IV.3: Mapeamento de todos os de analise de y-EDXRF realizados ao conjunto
VA (direita) e pequenos paineis individuais (esquerda) (pontos n correspondem ao
reverso e n' corresponde ao anverso do painel).

Fig. IV.4: Mapeamento das

zonas onde foram recolhidas amostras bioldgicas
localizadas sobre o vitral — assinaladas a vermelho — nos fragmentos do VA e
paineis mais pequenos associados.
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ANexo V — REsuLTADOS

Na:0+MgO

Cuo

Incalor (VA)
Vermelho (VA)
Castanho Tipo1, (\VA)
Castanho Tipo2 (VA)

2]
Bal k= 1
1 Purpura Claro (WVA)
B
20

Outros f= Azul (VA)

Incolor (VS)
T sy g

T T T I T T T T I T T T T

5 10 "5’

Composicao / %m

Fig. V.1: Composicdo média (%m) dos o6xidos constituintes dos vidros dos paineis de vitral em estudo.
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Tabela V.1 — Composigao em %m (e respectivos desvios padrao a média de pontos analisados) dos 6xidos dos vidros dos paineis de Vitral Alemao e Suigo.

Oxidos: Si0, ALO; P,0s CaO KO MnO Fe;0; CoO CuO BaO PbO SnO, SrO TiO, 2ZnO NiO Rb,0 :ln:;%
VA — Séc.XV
572 280 160 230 468 129 049 001 026 072 004 011 009 010 0,04 7,60
Incolor (11) 108 £021 013 417 4049 009 003 "% £000 008 £007 002 001 001 001 2001 V&St Vet 4’5
580 333 200 230 533 098 057 044 037 051 003 013 009 012 0,03 7,05
Vermelho (3) 117 +058 000 400 023 004 2002 "% 1011 1004 4003 000 $002 £000 000 +0.00 vest 035
580 247 112 182 101 052 0,64 002 011 064 007 009 016 015 0,03 001 7,69
Castanho T1 (4) 11 %021 #0141 %09 202 002 2003 "% £000 $003 £003 001 002 £001 001 2000 'S 1000 2022
600 244 110 138 119 105 026 004 021 050 013 005 006 007 003 002 859
Castanho T2 (10) 5’5 4028 010 07 408 2004 2001 ™%  :003 014 +004 4013 4001 2000 001 2000 ' 4000 2081
. 502 281 103 173 128 125 028 002 011 068 005 010 010 011 0,03 002 724
Purpura (3) 105 027 $005 01 04 2001 2000 "% 001 002 003 003 2001 2000 2001 000 “*' 000 008
Azul (6) 58,3 2,94 1,42 20,5 5,84 0,99 0,81 0,24 0,05 0,24 0,63 0,04 0,09 0,09 0,09 0,03 0,05 vest 7,71
+1.7 043 012 +1.5 076 +005 020 007 +001 0.04 +0.03 +0.01 001 002 002 +0.01 +0.01 " +073
VS - Séc. XVII
530 375 103 2025 560 069 0,88 021 036 013 009 007 019 0,03 13,6
Incolor (4) 108 4050 010 410 4022 005 2004 M4 VeSSt 004 s002 005 002 $000 4001 000 VoSt Vest g

Legenda: vest. = vestigios (quantidades inferiores a 100 ppm); n.d. = ndo detectado.

Tabela V.2 — Composi¢cdao média (%m) dos 6xidos constituintes dos vidros reproduzidos e respectivo desvio padrao a media dos pontos analisados.

Oxidos: Sio, P.0s Cca0 K:0 MnO  Fe0,  CuO BaO Sro TiO; Zno 20 f‘h:;%
5 Vidro produzido 58,5 - 18,0 5,0 0,7 0,8 - - - - - - 17+0
8| Superficie ndo corroida 51,2#2,3  0,72+0,03 13,07+0,96 3,88+0,30 0,50+0,05 0,82+0,08 vestigios  vestigios 0,03+0,00 0,10+£0,02 vestigios n.d. 29,7
= Superficie corroida 56,0 +1,0 0,80+0,10 15,77+0,31 4,57+0,05 0,61+0,01 1,00+0,02 vestigios vestigios  0,03+0,00 0,13+0,00 n.d. n.d. 20,9
®© | Vidro produzido 64,4 - 16,8 12,6 1,2 0,3 - - - - - - 47+0
5 Superficie ndo corroida 67,7+2,3 0,73+0,12 15,93+0,45 12,07+0,35 1,12+0,04 0,45+0,03 vestigios 0,16+0,09 vestigios 0,05+0,00 vestigios n.d. 5,46
b:-s Superficie corroida 65,0+0,2 0,93+0,12 15,03+0,55 11,40+0,26 1,01+0,02 0,45+0,02 n.d. vestigios n.d. 0,09 0,02 n.d. 0,09 0,04 6,04
_8 Vidro produzido 62,5 - 17,0 11,2 0,8 0,5 - - - - - - 80+0
é Superficie ndo corroida 64,5+0,7 0,87+0,09 15,33+0,47 10,5+0,17 0,76+0,03 0,63%0,01 n.d. vestigios n.d. 0,12+0,01 n.d. 0,11+0,05 7,10
8 Superficie corroida 64,0+1,0 1,03+0,12 14,5#1,00 9,83+0,15 0,67+0,04 0,62+0,02 n.d. vestigios n.d. 0,13+0,02 n.d. 0,15+0,03 8,94
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Fig. V.2: Espectros de UV-Vis das
amostras de diferentes coloragdes: (a)
vidro purpura, (b) vidro castanho, (c)
vidro incolor.

Fig. V.3: Microfotografia digital obtida
em condicdes de contraste de
interferéncia (IC) e ampliagdo 1000x
para superficies de:

(a) vidro purpura;
(b) vidro castanho.




Controlo
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Inoculada
Antes da Limpeza

Inoculada

Apos a Limpeza

Controlo
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Inoculada
Antes da Limpeza

Inoculada
Controlo Apos a Limpeza

Ead
Inoculada
Antes da Limpeza

Inoculada
Apos a Limpeza

Superficie Inicialmente Nao Corroida

Supel

rficie Inicialmente Corroida
x EL T IR | :

Fig. V.4.1: Estado inicial (to).

Observa-se:

— que a amostra (b) apresenta rede de
microfissuras

Fig. V.4.2: Tempo de incubagao = t,5.

Observa-se:

— superficies de controlo (a) e (b) mais
deterioradas;

— desenvolvimento de hifas sobre as
duas superficies inoculadas (c) e (d),
que se estende até as extremidades
(antes da limpeza);

— marcas e manchas deixadas pelos
fungos sobre as superficies (e) e (f) e
cristais anteriormente cobertos pelas
zonas mais densas de organismos (apés
a limpeza)

Fig. V.4.3: Tempo de incubagao = ts5.

Observa-se:

— superficies de controlo (a) e (b) mais
deterioradas, evidenciando colonizagéo
bioldgica e estruturas cristalinas;

— micélio desenvolvido sobre as duas
superficies inoculadas (c) e (d) (antes da
limpeza);

— marcas e manchas deixadas pelos
fungos sobre as superficies (e) e (f) e
aparente iridiscéncia (apos a limpeza)

Fig. V.4.4: Tempo de incubagéo ts.

Observa-se:

— desenvolvimento da colonizagao
bioldgica em (a) e (b)

— micélio desenvolvido e estruturas ou
marcas sobre as superficies (c) e (d)
(antes da limpeza);

— marcas e manchas deixadas pelos
fungos em (e) e (f), aparente iridiscéncia
e, ainda, vestigios de organismos (apds
a limpeza)

Fig. V.4: Microfotografias dpticas de ampliagdo 200x das superficies de vidro castanho (setas brancas indicam
cristais e setas pretas organismos e danos consequentes).
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M-Raman

Devido ao facto de, na gama de 800-1200 cm™, as bandas correspondentes aos varios componentes
Q» se encontrarem significativamente sobrepostas, e ao facto de os espectros possuirem algum ruido,
caracteristico da situagdo experimental, as solugbes apresentadas para os centros ndo sdo univocas.

Vidro Incolor

L] Insculada - superficie i.c., t

B i Inoculada - superficie i.n.e., &
Referéncia - superficie i.c., &
Referéncia - superficie ine., t
- + Insculada - superficie i.n.e., L
—#— |noculada- superficie i.n.c., L.
[— —#—— Referéncia- superficie i.c., L.
. ======  Referéncia- superficiei.n.c., s
Insculada - superficie i.c., ts
Inoculada - superficie i.n.e., t.
Referéncia - superficie i.c., L.
Wttt Referéncia - superficie ine., t.
Superficie i.e., &

Superficie i.n.c., &

Absorvineia (U.A)

Nimero de Onda / em*

Fig. V.5: Espectros obtidos para as superficies das amostras incolores (de t; a ts), por y-Raman.

Tabela V.3 — Centros aproximados dos componentes Qn de cada amostra incolor estudada (posicbes em

numeros de onda em cm™, admitindo um erro de +3 cm™ em todos os casos néo indicados).

Amostras t, Amostras t;s Amostras t;s Amostras ts

o)
i;.', Nao Inoculadas |Nao Inoculadas| Inoculadas | Nao Inoculadas | Inoculadas | Nao Inoculadas | Inoculadas

n.c. (4 n.c. c n.c. (4 n.c. Cc n.c. (4 n.c. Cc n.c. (4
Q” 266 266 261 263 264 264 263 263 263 262 262 264 264 264
Q" 341 345 336 338 339 339 338 337 338 338 338 339 338 338
Q? 432 433 425 427 429 426 426 426 427 425 427 425 426 428
Q* 498 497 496 493 495 492 492 491 492 491 491 492 491 492
Q| 591 594 585 586 | 586 | 587 | 586 587 | 587 | 586 | 587 588 | 586 | 588
? 685 687 670 674 673 672 674 673 674 672 674 674 673 674
Q° 782 788 782 782 779 778 778 778 780 781 783 778 779 778
Q' 869 891 891 868 872 878 872 882 873 875 876 882 879 875
Q? 944 949 947 945 951 945 946 948 947 945 946 946 947 945
Q| 1017 1005 1052 1019 1020 | 1009 1019 1016 1015 | 1013 1018 1009 1011 1010
Q* | 1077 1075 1096 1078 1079 | 1076 1079 1078 1076 | 1076 1079 1075 1075 | 1076
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Vidro Pirpura

3 Inoculada - superficie i.c. ts
I Inoculada - superficie in.c., ts
i x, )gH( L Referéncia - superficie ic. te
it X Referéncia - superficie in.c. ts
7 X [ =—— |noculada - superficie in.c. tes
| =——#— |noculada - superficiein.c. t.s
?‘x —#—— Referéncia - superficie ic. tis
[ ——®—— Referéncia - superficiein.c., t,s
I w == Inoculada - superficie i.c., tzs
Y M 77" Inoculada - superficie in.c., tzs
}"Q e L Referéncia - superficie ic., tzg
Referéncia - superficie in.c. tas

Superficie i.c., to
Superficie i.n.c., to

Ahsorvancia (LA

200 400 &on ao0 1000 1200
MNumero de Onda (cm™)

Fig. V.6: Espectros obtidos das analises de y-Raman realizadas as superficies das amostras purpura.

Tabela V.4 — Centros aproximados dos componentes Qn de cada amostra castanha estudada (posicbes em

numeros de onda em cm™', admitindo um erro de +3 cm™' em todos os casos n&o indicados a cinzento).

Amostras t, Amostras t;s Amostras tss Amostras ts

1a 1b | 1a-3a | 1b-3b | 4a—6a | 4b—6b | 1a-3a | 1b-3b | 4a—6a | 4b—6b | 1a-3a | 1b—3b | 4a—6a | 4b-6b
Q" | 266 | 260 | 261 | 259 | 261 | 263 | 261 | 261 | 261 | 261 | 263 | 262 | 261 | 262
Q" | 343 | 338 | 336 | 338 | 337 | 338 | 338 | 337 | 337 | 337 | 337 | 338 | 338 | 338
Q7 | 428 | 422 | 425 | 421 | 426 | 423 | 424 | 423 | 424 | 423 | 426 | 424 | 423 | 423
Q¥ | 499 | 493 | 496 | 491 | 498 | 495 | 496 | 495 | 497 | 494 | 498 | 496 | 495 | 494
Q" | 589 | 586 | 585 | 586 | 584 | 585 | 584 | 584 | 584 | 584 | 584 | 585 | 584 | 583

Pico

Q° 784 788 782 783 786 785 785 783 786 785 783 784 783 786
Q' 904 891 928 930 890 881 880 881 883 889 880 881 889 881
Q? 946 948 947 949 946 946 945 944 945 949 924 946 947 946
Q® 1044 1022 1052 1018 1052 1027 1055 1052 1052 1017 1052 1057 1053 1057
Q* 1094 1092 1096 1088 1096 1093 1097 1094 1096 1087 1097 1096 1092 1095
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Vidro Castanho
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Fig. V.7: Espectros obtidos das andlises de p-Raman realizadas as superficies das amostras castanhas.

Tabela V.5 — Centros aproximados dos componentes Qn de cada amostra purpura estudada (posicoes em

numeros de onda em cm™, admitindo um erro de +3 cm™ em todos os casos ndo indicados a cinzento).
Amostras t, Amostras t;s Amostras tss Amostras ts

1a 1b 1a-3a | 1b—-3b | 4a—6a | 4b—6b | 1a—3a | 1b—3b | 4a—6a | 4b—6b | 1a—3a | 1b—-3b | 4a—6a | 4b—6b
Q 271 268 260 261 261 262 261 262 261 262 261 263 262 262
Q" 346 344 336 335 336 336 337 336 336 336 337 336 337 337
Q? 435 430 425 426 427 427 426 427 426 427 426 428 427 427
Q* 502 498 493 494 495 495 495 496 494 494 496 496 495 495
Q“ | 587 | 585 | 581 | 580 | 582 | 581 | 581 | 582 | 581 | 582 | 581 | 581 | 581 | 581
? 683 679 673 674 672 673 673 673 673 675 675 674 674 674
Q° 793 789 786 785 786 786 787 786 788 787 785 785 786 786
Q' 878 916 870 873 876 891 876 881 884 877 890 873 881 887
Q? 946 951 947 946 946 946 945 947 948 946 946 948 948 950
Q® 1057 1023 1024 1019 1024 1048 1026 1023 1017 1020 1046 1024 1015 1014
Q* 1101 1093 1088 1087 1091 1092 1092 1092 1089 1089 1092 1090 1087 1085

Pico

Em seguida, apresentam-se os espectros de cristais e outros tipos material estranho encontrados
sobre a superficie de vidro das diversas amostras (0os espectros de referéncia foram retirados de
bases de dados [e.g. 49,50]):

to — ndo encontrados quaisquer cristais ou outro material estranho
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Fig. V.8: Espectro obtido por p-Raman
apos t,5 sobre cristais na superficie de
vidro incolor e purpura inicialmente
ndo corroida e corroida inoculadas,
como ilustrado no exemplo para o
caso de vidro incolor.

Fig. V.9: Espectro obtido por p-
Raman apods t.5 sobre cristais na
superficie de vidro incolor inicial-
mente ndo corroida (i.n.c.) inoculada,
como ilustrado.

Fig. V.10: Espectro obtido por p-
Raman apés tis sobre cristais na
superficie de vidro incolor inicialmente
corroida (i.c.) n&o inoculada e
inoculada, como se lustra no
exemplo para o primeiro caso.
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Fig. V.11: Espectro obtido por
p-Raman apéds tss sobre superficie
de vidro castanho inicialmente
corroida ndo inoculada, onde se
identificam picos potencialmente
correspondentes a cristais na
superficie, como ilustrado.

Fig. V.12: Espectro obtido por
p-Raman apos ts 5 sobre cristais em
vidro castanho inicialmente nao cor-
roido (i.n.c.) ndo inoculado, como
ilustrado. Foi também obtido para
vidro incolor e purpura inicialmente
ndo corroido ndo inoculado e
purpura corroido ndo inoculado.

Fig. V.13: Espectro obtido por
p-Raman apods ts, sobre formacdes
cristalinas em vidro incolor inicial-
mente corroido (i.c.) ndo inoculado,
como ilustrado.
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Fig. V.14:  Espectro obtido por
p-Raman apéds ts sobre formagoes
cristalinas em vidro incolor inicial-
mente ndo corroido (i.n.c.) e inocu-
lado, como ilustrado, e no purpura
nao corroido inoculado.

Fig. V.15: Espectro obtido por
p-Raman apéds ts sobre formagbes
cristalinas em vidro incolor e
purpura inicialmente nao corroido
(i.n.c.) ndo inoculado, como ilustra-
do para o primeiro caso.

Fig. V.16: Espectro obtido por
y-Raman apdés ts, sobre vidro
purpura inicialmente corroido (i.c.)
inoculado, como ilustrado.
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Fig. V.17: Espectro obtido por
p-Raman apos ts 5, sobre cristais na
superficie de vidro castanho
inicialmente corroida (i.c.) e néo
inoculada, como ilustrado.

Fig. V.18: Espectro obtido por
pRaman apés te, sobre uma das
superficies de vidro castanho,
inicialmente corroida (i.c.) e inocu-
lada, como ilustrado, onde se
observa uma pelicula superficial.



p-FTIR

Tabela V.6 — Centros aproximados dos componentes vibracionais v Si—O-Si e v Si-O" e correspondentes
areas dos picos, obtidos por ajustes lorentzianos.

v Si-O" 909 119 908 131 907 104 900 121
_. | Controlo - -
5 v Si-O-Si | 1014 208 1020 224 998 213 1005 223
2 v Si-O° - - 941 53 902 159 908 105
- Inoculada - -
_g v Si—O-Si - - 1023 267 1027 209 996 170
g v Si—O 904 106 903 107 = = 904 120
= Controlo - -
= v Si—-O-Si 996 197 1002 229 — - 1010 210
o
o v Si-O" = - 909 126 907 107 908 148
Inoculada - -
v Si-O-Si - - 1012 213 999 168 1032 214
v Si-O 917 89 914 100 915 80 900 98
. | Controlo - -
g v Si-O-Si 998 191 1009 202 990 192 1031 236
2 v Si-O - - 912 138 918 150 918 93
o
p= Inoculada - -
c v Si-O-Si - - 1046 228 1046 213 1002 198
‘Q v Si-O" 911 111 914 90 916 91 900 147
o Controlo - -
e v Si-O-Si | 1022 228 1003 216 1003 205 1058 221
o
o v Si-O - = 906 113 915 87 916 153
Inoculada - -
v Si-O-Si — - 1040 226 1009 226 1053 247

s | Controlo 0,57 0,58 0,49 0,54
% € | Inoculada - 0,20 0,76 0,61
2| .| Controlo 0,53 0,48 - 0,57

° Inoculada - 0,59 0,63 0,69
o | ¢ | Controlo 0,47 0,50 0,42 0,42
€| < | Inoculada - 0,61 0,70 0,47
8
@ | | Controlo 0,49 0,42 0,44 0,67
© | ° [Nnoculada - 0,50 0,38 0,62
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V.19: Espectro obtido por p-FTIR para as superficies incolores inicialmente nao corroidas (i.n.c.).
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V.20: Espectro obtido por pu-FTIR para as superficies incolores inicialmente corroidas (i.c.).
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Fig. V.21: Espectro obtido por y-FTIR para as superficies castanhas inicialmente nao corroidas (i.n.c.).
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Fig. V.22: Espectro obtido por pu-FTIR para as superficies castanhas inicialmente corroidas (i.c.).
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Fig. V.23: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro purpuraem t, e a
um dos aglomerados ricos em
Ca sobre 0 mesmo.

Fig. V.24: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro incolorem t;s e a
dois dos aglomerados ricos
em Ca sobre o mesmo.

Fig. V.25: Espectro obtido das
analises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro incolorem t;s e a
dois dos aglomerados ricos
em Ca e a um outro
enriquecido em Na, sobre o
mesmo.
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Fig. V.26: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro purpura em t,s
ndo corroido e ndo inoculado,
a dois dos aglome-rados ricos
em Ca encontra-dos.

Fig. V.27: Espectro obtido das
analises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro purpura em t;s
inicialmente corroido e néo
inoculado que apresenta,,
como ilustrado, zonas enri-
quecidas em Ca

Fig. V.28: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro purpura em t;s
inicialmente corroido e inocu-
lado que apresenta, como
ilustrado, estruturas enriqueci-
das em Na e Al.
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Fig. V.29: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro purpura em t;s
inicialmente corroido e inocu-
lado, a dois dos aglomerados
ricos em Ca encontrados.

Fig. V.30: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro purpura em t;s
inicialmente corroido e inocu-
lado, a dois dos aglomerados
ricos em Na e Cl encontrados.

Fig. V.31: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro castanho em t,s
inicialmente n&o corroido e
ndo inoculado a uma das
zonas ricas em Ca sobre o
mesmo.
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Fig. V.32: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro castanho em t;s
inicialmente corroido e néo
inoculado a uma das zonas
ricas em Ca sobre o mesmo.

Fig. V.33: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro castanho em t;s
inicialmente ndo corroido e
inoculado a uma das zonas
ricas em Ca sobre o mesmo.

Fig. V.34: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro incolor em tis
inicialmente corroido (i.c.) e
inoculado a uma das zonas
ricas em Ca sobre o mesmo.
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Fig. V.35: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro castanho em ts5
inicialmente  ndo  corroido
(i.n.c.) e inoculado a uma das
zonas ricas em Ca sobre o
mesmo.

Fig. V.36: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro castanho em t; a
uma zona de alteracdo com
clara variacdo das intensida-
des relativas de elementos
como Si, Ca, K, NaeP.

Fig. V.37: Espectro obtido das
andlises de SEM-EDS realiza-
das ao vidro castanho em t; a
uma zona de alteragdo com
clara variagdo das intensida-
des relativas de elementos
como Si, Ca, K e Na.
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Fig. V.38: Graficos de variagdo da concentragao elementar do vidro incolor em fungdo da profundidade (t,-t;5).
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Fig. V.39: Graficos de variagdo da concentragao elementar do vidro purpura em fungéo da profundidade (f,-tz5).
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Fig. V.40: Graficos de variacdo da concentracao elementar do vidro castanho em fungdo da profundidade (to-t;5).
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