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Resumo

A deterioragdo microbiolégica afecta frequentemente as colecgdes fotogrificas e é considerada uma das principais formas de
deterioragao da gelatina fotografica. Contudo, sao raros os estudos de isolamento de microrganismos contaminantes. Este trabalho
teve como objectivo isolar e identificar os microrganismos contaminantes de espécies fotograficas com emulsdo de gelatina. Foram
investigadas trés colecgdes fotograficas de diferentes instituigdes da cidade de Lisboa: a colecgdo Bourdin de Macedo, do Arquivo
Fotografico Municipal, a colecgdo Horacio Novais, do Arquivo de Arte da Fundagdo Calouste Gulbenkian, e a colecgao da Sociedade
Portuguesa de Geografia. Foram testados varios métodos de amostragem. Dos 60 estirpes isoladas a partir de 131 amostras, os
fungos dos géneros Penicillium (35%) e Aspergillus (23%) foram os mais comuns, seguidos pelos do género Cladosporium (12%). Os
resultados sdo discutidos cruzando informagao relacionada com a constituicao das espécies fotograficas estudadas, das colecgées de

proveniéncia e com os microrganismos isolados.
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Abstract

Microbial deterioration frequently affects photographic collections, and has been considered a major cause of gelatine deterioration.
However, there are no detailed studies of this topic. The goal of this study was to isolate and to identify the microbial contaminants
of gelatine emulsion photographs belonging to three Lisbon collections: Bourdin de Macedo collection from the city council archive,
Horacio Novais collection from the Calouste Gulbenkian Foundation Art Archive, and the collection from the Portuguese
Geographical Society. Several isolation methods were tested. In about 60 strains isolated from 131 samples, the most common fungi
belong to the genera Penicillium (35%) and Aspergillus (23%), followed by the genus Cladosporium (12%). The microorganisms identi-

fied were discussed in relation to the photographic materials affected and the collections.
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M Introducio

A deterioragiao microbiolégica afecta frequentemente as
colecgoes fotograficas e é considerada uma das
principais formas de deterioragio da gelatina fotografica
[1,2]. A bibliografia sobre este tema é escassa e sio
raros os estudos de isolamento de microrganismos
contaminantes [3]. O objectivo deste trabalho foi o
isolamento e a identificagio de microrganismos
contaminantes de espécies fotograficas com emulsao de
gelatina. Foram analisadas trés colecgdes fotograficas de
diferentes instituicdes da cidade de Lisboa: a colecgido
Bourdin de Macedo do Arquivo Fotografico Municipal, a
colecgio Horacio Novais do Arquivo de Arte da
Fundacio Calouste Gulbenkian e a coleccio da
Sociedade Portuguesa de Geografia. Estas colecgdes
estavam em fase de tratamento na altura da amostragem
(2003) e os documentos fotograficos contaminados que
serviram para este estudo n3o tinham sofrido
intervengoes. Na colec¢ao Bourdin de Macedo a
amostragem incidiu sobre negativos e provas a preto e
branco (P&B), na colecgdo da Sociedade Portuguesa de
Geografia sobre diapositivos a P&B em vidro, e na
coleccdo Horacio Novais sobre diapositivos a cor em
pelicula. Este estudo fez parte do projecto de final de
licenciatura em conservacio e restauro realizado no
CREM-SABT na FCT/UNL no ano de 2003.

B Procedimento
Il B Amostragem

Inicialmente foram testados varios métodos de
amostragem, dos quais a maioria é referida na
bibliografia consultada [4-7]. As principais condicio-
nantes para a escolha do método de amostragem foram
a impossibilidade de utilizagdo de métodos invasivos que
provocassem danos nos materiais ou deixassem algum
tipo de residuos, e a impossibilidade dos documentos
fotograficos contaminados sairem das respectivas
instituicoes. Os métodos de amostragem testados
encontram-se descritos no Quadro 1.

A amostragem foi feita a medida que se observaram as
caixas e os documentos fotograficos de cada colecgao.

No decorrer desse processo identificaram-se as
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espécies fotograficas que apresentavam contaminagao,
independentemente dos materiais constituintes
afectados. Foi adoptado um sistema de catalogagio em
que se utilizou uma numeragao sequencial, com o nome
da coleccio e respectiva instituicio proprietaria.
Normalmente foram efectuados trés ou quatro
amostragens na mesma zona contaminada. Registaram-se
ainda dados especificos que se julgaram de algum modo
relevantes para a interpretacio dos resultados. As
colecgcbes da Sociedade Portuguesa de Geografia e
Bourdin de Macedo estavam em inicio de tratamento
pelo que n3o estavam inventariadas e catalogadas. Nao
havia um conhecimento preciso acerca das espécies
fotograficas e materiais presentes, bem como do tipo de
deterioragSes que as afectava. Na colecg¢ao Horacio
Novais apenas se teve acesso a diapositivos a cor que
estavam em tratamento na altura. Deste modo nio foi
possivel levar a cabo uma amostragem com uma
representagio igual de amostras recolhidas de cada tipo
de material e espécie fotogrifica.

Antes da amostragem efectuou-se uma apreciagiao
preliminar das espécies fotograficas das colec¢des que
foram objecto de estudo. Concluiu-se que a maior parte
do crescimento microbiano era devido a fungos, visto que
se notou frequentemente a existéncia de micélio
(estruturas vegetativas filamentosas). As contaminagoes
na sua maioria estavam pouco desenvolvidas.

O procedimento de amostragem foi quase sempre feito nas
salas de arquivo das colecgbes. Considerou-se que a inoculagao
das amostras em meio de cultura deveria ser efectuada em
laboratério e ndo nas salas de arquivo, de modo a evitar
contaminagoes provocadas pelos conidios existentes no ar

Fig. 1 Método de amostragem com cotonete colocada sobre meio
de cultura. a) cotonete para amostragem e capsula plastica.
b) placa com cotonete e fungo ja desenvolvido.

Numero 2 2005



A deterioracdo microbioldgica de espécies fotograficas com emulsao de gelatina:

isolamento de microrganismos contaminantes de trés colecgdes pp. 13-19
’6uadro 1 Procedimentos de amostragem testados
Métodos de "
Descricdo Vantagens Desvantagens
Amostragem

Inoculagio directa

Retirar pequena amostra
de microrganismo
contaminante com ansa
de repicagem e
transferir directamente
para placa com meio de
cultura (inoculagao).

Rapidez do processo; menor
probabilidade de alteragio
da amostra (contaminagao e
perda de viabilidade).

O microrganismo contaminante tera
de estar suficientemente desenvolvido
para ser possivel retirar a amostra
sem danificar o documento; a
inoculagdo directa necessita de
condigoes de assepsia s existentes
em laboratorio.

Amostragem directa

Retirar pequena amostra
de microrganismo
contaminante e
transferir para recipiente
estéril.

Possibilidade de armazenar a
amostra num recipiente e
inocular depois.

O microrganismo contaminante tera
de estar suficientemente desenvolvido
para ser possivel retirar a amostra
sem danificar o documento;
necessario esterilizar a ansa entre
cada repicagem; maior manipulagio da
amostra.

Amostragem
com cotonete

Tocar na zona
contaminada com
cotonete previamente
esterilizada e transferir
para placa com meio de
cultura.

E possivel tirar amostra de
microrganismos pouco
desenvolvidos sem danificar
a superficie do documento.

Possibilidade de haver alguma perda
da quantidade de amostra visto que ha
um “substrato secundario” para
transferéncia; maior manipulagao da
amostra; maior cuidado na
interpretagdo dos resultados da
inoculagdo.

Amostragem indirecta
— materiais associados
ao acondicionamento
de fotografias
comtaminadas

Utilizagio de bolsas de
plastico ou de papel que
servem para
acondicionamento, e que
por vezes surgem
contaminadas
juntamente com as
espécies fotogrificas.

Manipulagdo minima da
espécie fotogrifica;
possibilidade de armazenar a
amostra de material
contaminado num recipiente
e experimentar varios
métodos de inoculagio
depois.

Nem sempre é possivel utilizar este
método, porque as espécies
fotograficas nem sempre estio
acondicionadas deste modo; maior
cuidado na interpretagao dos
resultados da inoculagao.

Fig.2

Colocagio de pequenos pedagos de sleeve contaminados em meio de cultura. a) aspecto de uma sleeve com pontos de contaminagao; b) pedago
contaminado de sleeve colocado em meio de cultura; c) desenvolvimento inicial de um fungo.
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Por isso foi utilizada uma cotonete com capsula plastica,
capaz de suportar a esterilizagio em autoclave (20
minutos a 120 °C) (Fig. 1). Considerou-se que este
instrumento de amostragem com recipiente era apto para
guardar, transportar e catalogar cada amostra.

Na coleccdo Horacio Novais também se utilizou
um método de amostragem indirecta. Varios diapo-
sitivos a cor desta colecgdo possuiam bolsas plasticas
transparentes como involucro, vulgarmente designadas
por sleeves. Nalguns casos, as contaminagdes dos
diapositivos passaram para as sleeves. Através de
amostras das sleeves tentou-se saber quais os microrga-
nismos que contaminavam os diapositivos. A colocagio
directa de pequenos pedacos de sleeve contaminada
em meio de cultura revelou-se o melhor procedimento
de inoculagio (Fig. 2).

Il B Isolamento dos microrganismos

Tendo em conta o leque de microrganismos que se
esperava encontrar (maioritariamente fungos), o meio
de cultura utilizado foi o PDA — Potato Dextrose Agar.
O isolamento dos microrganismos deve ser feito com
recurso a meios solidos para que possam ser
observadas as caracteristicas das colonias de
microrganismos (cor, consisténcia, tamanho e forma) [6].
O PDA é um meio de cultura sélido e é adequado para
o cultivo de fungos e outros microrganismos
heterotroficos. Tem sido utilizado em estudos na area
da biodeterioragao de materiais de arquivo [4,5,8-10].
Cada uma das amostras estudadas foi colocada no
centro de uma caixa de Petri com PDA. O tempo
decorrido entre a recolha das amostras e a sua
colocagdo em meio de cultura nunca foi superior a
vinte e quatro horas. Todas as operagdes de
manuseamento de microrganismos foram realizadas
cuidadosamente, segundo as técnicas de assepsia
comuns na pratica microbiologica.

As placas com amostras foram incubadas a
temperatura ambiente (19-24°C). O tempo de
incubacio foi variavel, mas, regra geral, ndo ultra-
passou vinte dias. As culturas obtidas durante o
isolamento foram transferidas para o mesmo meio e,
posteriormente, foi feita a identificacio de cada

microrganismo.

Il B Caracterizagdo dos microrganismos

A descricio e comparagio da morfologia das estruturas
celulares caracteristicas dos microrganismos foi realizada
recorrendo a um microscépio éptico com varias ampliagdes
(150x, 600x e 1500x) e a bibliografia especializada.

A identificagdo dos fungos baseou-se quase
exclusivamente na morfologia dos esporos assexuados
(também designados por conidios) e das estruturas que
os produzem (conidiéforos), bem como no modo como
sdo produzidos (conidiogénese) [1]. Para as bactérias
apenas se efectuou a coloragao de Gram.

Inicialmente a classificagao dos fungos foi levada até ao
género, observando-se apenas as principais carac-
teristicas morfologicas dos conidiéforos [11,12]. Depois
de identificados os géneros mais comuns foram
estabelecidas prioridades devido a condicionantes de
tempo e de meios para classificar todos os fungos até ao
nivel da espécie. Aprofundou-se a identificagio dos
e Penicillium [13,14]. Dada a

complexidade da identificagdo dos géneros Aspergillus e

géneros  Aspergillus

Penicillium até a espécie, apenas se efectuou uma
caracterizagdo até ao nivel do subgénero e secgao.

[l Resultados e discussio

A lista das estirpes isoladas, bem como a sua
classificagdo e distribuicio pelas colecgcdes de
proveniéncia, é apresentada no Quadro 2. Verifica-se
que apenas 60 das 131 amostras recolhidas tiveram um
resultado positivo, isto é, desenvolveram crescimento
microbiano. Nas restantes amostras ou niao houve
desenvolvimento microbiano, ou ocorreu conta-
minagdo da placa antes de ser possivel visualizar o
crescimento. O maior numero de estirpes surgiu na
colecgdo Bourdin de Macedo (31), seguindo-se a
colec¢do Horacio Novais (19), e por ultimo a colecgao
da Sociedade Portuguesa de Geografia (10).

A distribuicdo das estirpes por género ou grupo é
apresentada na Figura 3. Verifica-se que a grande
maioria pertence ao grupo dos fungos e apenas 10%
sdo bactérias. No caso dos fungos, os géneros
Penicillium (35%) e Aspergillus (23%) sio os mais
comuns, seguidos pelo género Cladosporium (12%).
Deste modo, 70% dos fungos isolados pertencerao ao
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Quadro 2 Nimero de estirpes isoladas, consoante a sua classificagio e coleccio de proveniéncia.
Bourdin de Horacio S. P. Totalidade das
Macedo Novais Geografia coleccdes
Fungos 26 19 9 54
Aspergillus 13 0 1 14
Subgénero Nidulantes Secgio Versicolores 12 0 1 13
Subgénero Circumdati Secgao Nigri 1 0 0 1
Penicillium 5 14 2 21
; 1 : :
Subgénero Biverticillium
Se::io Simplicia L 9 g L
Subgénero Furcatum
Serf:oiurcat:mw L 4 4 1
Subgénero Aspergilloides
Se::io A.sperg.‘:ﬂ:;fes 0 * e 4
Cladosporium spp. 2 4 1 7
Basipetospora 1 0 0 1
Nio identificados 5 1 5 11
Leveduras 1 0 0 1
Bactérias 4 0 1 5
Gram + 4 0 0 4
Gram — 0 0 1 1
Total 31 19 10 60
N.? de amostras 54 52 25 131

filo Ascomycota, ainda que apenas se tenha observado
o seu estado anamorfico ou assexual.

Constata-se que a maioria dos fungos do género
Penicillium proveio da colecgdo Horacio Novais (espécies
a cor, cromogéneas), enquanto que quase todos os
fungos do género Aspergillus pertencem a colecgio
Bourdin de Macedo (espécies a P&B). Estas colecgdes
tém histérias e proveniéncias distintas. Por isso, é
possivel que diferentes condi¢des ambientais dos locais

de armazenamento estejam na base destas diferengas e
que as populagdes de fungos que colonizaram estas
colecges efectivamente sejam distintas. Como os
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium sao saprofitas
ubiquos e frequentemente sio isolados de varios mate-
riais em ambiente interior [3], nada sugere que as
diferengas de contaminagio estejam relacionadas com a
diferente constituicdo material das espécies fotograficas
das colecgdes Bourdin de Macedo e Horacio Novais.
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Quadro 3 Ndmero de estirpes isoladas, consoante os materiais fotogréficos e as colecgdes de proveniéncia *.
Materiais fotograficos
Emulsio de Peliculas - lado Suporte de papel Vidro de
gelatina oposto a emulsdo em provas diapositivos
Bourdin de Macedo
(peliculas e provas em papel 13 11 6 1
a P&B)
Horacio No?als (diapositivos 4 0 0 0
a cor em pelicula)
S. P. Geografia (diapositivos
P&B de vidro, com pequena 4 0 1 3
moldura de papel preto)
Total 23 11 7 4

* Nio foram contabilizadas 15 estirpes isoladas das sleeves da colecgdo
Horacio Novais. Nio foi possivel saber qual o diapositivo que
correspondia a cada sleeve e por isso foi impossivel saber quais os lados
contaminados.

Aspergillus
23%

Penicillium

35%

Bactérias/
leveduras
10%
Cladosporium
Outros fungos 12%
20%
Fig. 3 Percentagem de estirpes isoladas, consoante o género
ou o grupo.

As bactérias também foram quase todas isoladas de
espécies fotograficas da colecgdo Bourdin de Macedo.
E possivel que as condigbes ambientais do local de
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armazenamento estejam relacionadas com esta situagao.
Tendo em atencao as maiores necessidades de agua das
bactérias [15,16], provavelmente terdao existido ai
elevados teores de humidade.

No Quadro 3 s3o contabilizadas as estirpes segundo o
tipo de material fotografico de proveniéncia. Verifica-se
que a maioria provém de emulsGes contaminadas. Tanto
no caso das espécies a P&B como a cor, e em qualquer
dos suportes,a emulsio surge sempre como o material de
onde foram isolados mais estirpes. Seguidamente surgem
as peliculas P&B contaminadas do lado do suporte,
pertencentes a colec¢ao Bourdin de Macedo. Salienta-se
que estes resultados sao apenas indicativos pois existem
condicionantes na amostragem que n3ao permitem uma
interpretacio directa dos dados.

B Conclusio

Na globalidade os resultados obtidos neste estudo vao
no mesmo sentido do que € referido na bibliografia.
As estirpes isoladas provém maioritariamente de
emulsdes contaminadas, o que esta de acordo com a ideia
de que a emulsao é um dos constituintes fotograficos
mais susceptiveis ao ataque microbioldgico. Os fungos
parecem ser os principais responsaveis pela deterioragao

microbioldgica de espécies fotograficas, especialmente os

Numero 2 | 2005



A deteriorag&@o microbiolégica de espécies fotograficas com emulsédo de gelatina:

isolamento de microrganismos contaminantes de trés colecgdes

fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus, que sao dois dos
géneros mais comummente isolados neste tipo de estudos.
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