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RESUMO

GUERRA, F. L. Avaliacao da eficiéncia de nanoparticulas de TiO2 no controle do
crescimento de fungos filamentosos deteriogénicos em argamassas historicas.
2018. Tese (Doutorado em Engenharia) — Programa de Pé6s-Graduagdo em
Engenharia Civil: Construcdo e Infraestrutura, Escola de Engenharia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2018.

Este estudo tem por objetivo analisar argamassas tipicas de revestimento de
edificacdes histéricas (inicio do século XX) com relacdo ao fenbmeno da
biodeterioragéo por fungos filamentosos, para posterior avaliagdo da eficiéncia do
fotocatalisador TiO2 contra isolados fungicos selecionados. Em uma primeira fase foi
definida uma edificacao historica, representativa para o estudo, onde foi realizado o
monitoramento microclimatico pelo periodo de 1 ano. Foram extraidas amostras de
revestimento de argamassa para caracterizacdo mineraldgica, através de Difracdo de
Raios X (DRX), Fluorescéncia de Raios X (FRX) e Analise Termogravimétrica (TG).
Determinou-se o proporcionamento ligante/agregado e distribuicdo granulométrica.
Foi feita a coleta de material biolégico para identificacdo de fungos filamentosos
através do método do microcultivo e analise molecular. Estimou-se o numero de
Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) dos isolados por grama de amostra coletada,
através do meétodo de diluicdo seriada. Com base nas analises realizadas a partir da
edificacao historica, foi desenvolvida a segunda fase, onde foram confeccionadas
amostras de argamassas de revestimento, com caracteristicas similares a argamassa
da edificacdo histérica, para inoculacdo com os fungos isolados mais frequentes.
Desta forma, foi avaliada a aplicacdo superficial do fotocatalisador nanométrico TiO2
Aeroxide P-25 quanto a sua eficiéncia autolimpante e potencial biocida, em condicdes
laboratoriais e expostas artificialmente a radiacdo UVA. As andlises da Fase 1
indicaram uma argamassa de revestimento predominantemente de CaCOs e/ou
MgCOs e areia quartzosa, com tracos, em massa, entre 124 e 154
(ligante:agregado). O monitoramento microclimatico indicou umidade relativa (UR)
média de 72,92% e média das temperaturas maximas e minimas de 30,43°C € 9,18°C
no interior da edificagdo, respectivamente. Foram isoladas 59 col6nias de fungos
filamentosos, sendo 15 identificadas como as mais frequentes nos ambientes
analisados. Dentre os fungos identificados, citam-se as espécies: Aspergillus niger,
Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium spp., Purpureocillium lilacinum,
Acremonium sp., Trichoderma atroviride e T. harzianum. O fotocatalisador, analisado
na Fase 2, apresentou um comportamento diferenciado para os diferentes isolados
selecionados para esta andlise, demonstrando maior efetividade contra o fungo
Aspergillus niger, quando exposto a periodos prolongados de luz UVA (4h/dia),
promovendo a redugdo no crescimento das coldnias. Verificou-se haver, também, a
influéncia da luz UVA, independente do fotocatalisador, principalmente nas amostras
inoculadas como consoércio de varios fungos, inibindo o crescimento das colénias.

Palavras-chave: Biodeterioracdo. Fungos filamentosos. Argamassas historicas. TiO2



ABSTRACT

GUERRA, F. L. TiOz efficiency evaluation against filamentous fungi normally
found in typical historic buildings mortar. 2018. Thesis (PhD of Science in Civil
Engineering) - Postgraduate Program in Civil Engineering: Construction and
Infrastructure, Engineering School, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, 2018.

This study aims to analyze typical mortars of historic buildings (early 20th century), in
relation to the phenomenon of biodeterioration by filamentous fungi, for further
evaluation of the efficiency of the TiO2 photocatalyst against selected fungal isolates.
In the first phase, a representative historical building was defined for the study, where
microclimatic monitoring was carried out for a period of one year. Mortar coating
samples were extracted for mineralogical characterization through X-Ray Diffraction
(XRD), X-ray Fluorescence (FRX) and Thermogravimetric (TG) analysis. The
binder/aggregate and particle size distributions were determined. Biological material
was collected to identify filamentous fungi through the microculture method and
molecular analysis. The number of Colony Forming Units (CFU) of the isolates per
gram of sample was estimated by the serial dilution method. Based on the analyzes
developed from the historical building, the second phase was developed, where
samples of coating mortars were prepared for inoculation with the most frequent
isolated fungi. In this way, the surface application of the TiO2 Aeroxide P-25
nanocrystalline photocatalyst was evaluated for its self-cleaning efficiency and biocidal
potential under laboratory conditions and artificially exposed to UVA radiation. Phase
1 analyzes indicated a predominantly CaCO3s and/or MgCOs coating mortar and quartz
sand, with mass traces between 1:2.4 and 1:5.4. The microclimatic monitoring had
72.92% average relative humidity (RH) and average maximum and minimum
temperatures of 30.43°C and 9.18°C inside the building, respectively. Fifty-nine
filamentous fungi colonies were isolated, of which 15 were identified as the most
frequent in the analyzed environments. Among the identified fungi are the following
species: Aspergillus niger, Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium spp.,
Purpureocillium lilacinum, Acremonium sp., Trichoderma atroviride and T. harzianum.
The photocatalyst, analyzed in Phase 2, showed a different behavior for the different
isolates selected for this analysis, demonstrating greater effectiveness against the
fungus Aspergillus niger, when exposed to prolonged periods of UVA light (4h/day),
promoting a reduction in the growth of colonies. It was also verified the influence of
UVA light, independent of the photocatalyst, especially in the samples inoculated as a
consortium of several fungi, inhibiting the growth of the colonies.

Keywords: Biodeterioration. Filamentous fungi. Mortar history. TiOz2.
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1 INTRODUCAO

Hueck (1965-1968)* apud Allsopp et al. (2016) definiu o fendmeno da biodeterioracéo
como “qualquer mudanca indesejavel nas propriedades de um material causada pelas
atividades vitais dos organismos”. Descoloracdo e desagregacdo estdo entre as
principais manifestagdes relacionadas ao crescimento e atividade de organismos nos
materiais das edificacBes. Tanto as edificagdes histéricas quanto as contemporaneas
estdo suscetiveis a este tipo de problema (GAYLARDE; GAYLARDE, 2002). Contudo,
alteracbes provocadas aos materiais histéricos sdo, muitas vezes, de dificil
recuperagdo, considerando aspectos de compatibilidade e valores inerentes aos

materiais originais, resultando em perdas de valor inestiméavel.

O estudo da biodeterioracao voltado a preservacédo dos bens histéricos de interesse
patrimonial, a partir de analises sistematicas e cientificas teve inicio principalmente na
década de 1980. Neste periodo, segundo Sterflinger et al. (2018a), iniciou-se a
aplicacdo de analises microbiologicas em monumentos e obras de arte por
pesquisadores considerados pioneiros nesta especialidade, tais como Wolfgang E.
Krumbein na Alemanha, Cesareo Saiz-Jiménez na Espanha, Rob Koestler nos
Estados Unidos, Michela Monte na Italia, Mayumi Inoue no Japéo e Dennis Allsopp na

Inglaterra.

No contexto nacional, a pesquisa voltou-se a esta tematica principalmente a partir da
década de 90, com o desenvolvimento de trabalhos relacionados a biodeterioracao
em materiais construtivos, tais como 0s revestimentos de argamassa e 0 concreto.
Citam-se alguns: Gaylarde e Gaylarde (1999); Barrionuevo (2004); Beato Sobrinho
(2008); Guerra (2012); Kiel (2005); Shirakawa (1994); Shirakawa et al. (1997);
Shirakawa et al. (2002, 2003, 2009 e 2015); Silva (2009), entre outros. No entanto, a
diversidade de agentes bioldgicos existentes, os mecanismos de deterioracdo e seus

1 HUECK, H.J. The biodeterioration of materials as part of hylobiology. Mater. Org., v. 1(1), 5-34, 1965.
HUECK, H. J. The biodeterioration of materials — an appraisal. In Biodeterioration of Materials. Eds. Walters, A.
H. and Elphick, J.S. Elsevirer, London, pp. 6-12, 1968.
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efeitos nos variados substratos colonizados, além das diferentes condicdes climaticas
entre as localidades estimulam a necessidade de maiores investiga¢cfes. Aliado a isto,
a disponibilizagdo de ferramentas cada vez mais sofisticadas e eficientes para o
estudo da biodeterioragcéo, impulsionam a pesquisa para nao so identificar os agentes,
mas correlacionar seus mecanismos de deterioracdo e as efetivas alteracbes nos
diversos substratos, sustentando, assim, um planejamento adequado para a

preservacao dos materiais.

De acordo com Gaylarde e Gaylarde (2002), os microrganismos formam biofilmes nas
superficies dos materiais pétreos das edificacbes, bem como nos revestimentos em
tinta, resultando em alteracdes estéticas e danos na estrutura do material. Os autores
mencionam como principais organismos responsaveis pela biodeterioracdo, as
bactérias, os fungos e as algas. Para Sterflinger (2010) os fungos sédo importantes
agentes de deterioracdo do patrimdénio cultural, devido a sua intensa atividade
enzimatica e habilidade de crescimento mesmo quando ha reduzida disponibilidade
de agua. Arroyo (2009) destaca que os fungos séo considerados 0s microrganismos

mais ativos neste processo.

No ambiente, os fungos séo os principais agentes responsaveis pela decomposicao e
reciclagem de materiais de natureza organica. No ambiente construido, estédo
associados a danos fisicos e estéticos, além de problemas relacionados a saude
humana, tais como alergias e reacdes toxicas (STEFANOWSKI; CURLING;
ORMONDROYD, 2017). Usuarios de ambientes contaminados por fungos podem
desenvolver problemas de saude, tais como, asma, tosse, chiado e infec¢des do trato
respiratorio superior, conforme descritos em He et al. (2018). Evidéncias
epidemioldgicas sugerem que o mofo (esporos fungicos e seus fragmentos de tecido)
aumenta o risco de doengas respiratorias, como rinite alérgica e asma (DE LA TORRE
et al.,, 1991). A contaminagdo por fungos também pode aumentar a incidéncia de
doencas raras, como alveolite, sinusite cronica e anafilatica. Além disso, pode ter
efeitos adversos, de carater psicoldgico, afetando, inclusive, a eficiéncia das pessoas
no ambiente de trabalho (HE et al., 2018). Fungos filamentosos sédo descritos com
frequéncia como agentes de deterioragdo em materiais construtivos, tanto em
ambiente interiores quanto exteriores (GAYLARDE et al.,, 2011; GUTAROWSKA,;
PIOTROWSKA, 2007; JOHANSSON; SVENSSON; EKSTRAND-TOBIN, 2013;
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MANSO et al., 2015; PAOLETTI et al, 2013; SHIRAKAWA et al., 2003;
STEFANOWSKI; CURLING; ORMONDROYD, 2017; VERDIER et al., 2014).

Os procedimentos para tratamento e prevencdo do crescimento fangico incluem a
utilizacdo de biocidas, frequentemente aplicados na conservacdo de monumentos
historicos. No entanto, o uso recorrente destes produtos pode promover o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia dos agentes biolégicos. Outra
questao relacionada aos biocidas convencionais remete a sua toxicidade, resultando

em possiveis problemas a saude humana (FONSECA, 2009).

Nas ultimas décadas, estudos vém sendo desenvolvidos com a aplicacéo de produtos
em escala nanométrica, como o fotocatalisador TiO2, conferindo propriedades
antimicrobianas e autolimpantes aos materiais construtivos, inclusive apresentando
compatibilidade com os materiais historicos. Citam-se Fonseca et al. (2010); Foster et
al. (2011); De Filpo et al. (2013), Gomez-Ortiz et al. (2013); Franzoni (2014), La Russa
et al. (2014), Barberio et al. (2015), Munafo; Goffredo; Quagliarini (2015); Ruffolo et
al. (2017) entre outros.

Neste contexto, o presente trabalho estuda as manifestacdes patolégicas
correlacionadas ao fenébmeno da biodeterioracdo de materiais construtivos,
provocadas especialmente por fungos filamentosos. Buscou-se com base no
referencial tedrico internacional, avaliar estratégias capazes de reduzir a recorréncia
do problema nos revestimentos de argamassa de edificacdes histéricas com as

caracteristicas locais propostas.

1.1 JUSTIFICATIVA

Conforme Gaylarde; Ribas Silva e Warscheid (2003), os custos associados ao
tratamento da deterioracdo dos materiais de construgdo por microrganismos Sao
dificeis de estimar, visto que incluem etapas de limpeza, reparo e pintura, sem
mencionar custos relativos as intervengfes em bens patrimoniais com potenciais

riscos de desfiguracéo e perda de material historico.

Sedlbauer (2001) e Gérny (2004) afirmam que, em 1996, somente na Alemanha, os

custos de investimento para tratamento de edificacOes afetadas pelo problema
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comumente denominado mofo, resultado do crescimento de fungos filamentosos, foi
estimado em 200 milhdes de euros por ano. Este fato resultou no largo investimento
em pesquisas, com vistas a mitigar os danos causados pelo crescimento de fungos
nos materiais das edificagfes. A Alemanha, hoje, é um dos paises com maior avango

tecnoldgico neste tema.

No Brasil, o assunto ainda € relativamente recente, principalmente quando
relacionado ao ambiente construido, incluindo os bens patrimoniais. Nota-se que
ainda ha uma certa dificuldade em avancar além das limitac6es impostas por estudos
interdisciplinares. A diversidade microbiana, a variedade de materiais suscetiveis a
biodeterioracdo, 0s aspectos microclimaticos, o desenvolvimento tecnoldgico,
dispondo de métodos e ferramentas aprimoradas de analise em cada area de
conhecimento, e 0 uso de novos produtos, como o fotocatalisador TiO2, sdo alguns
dos desafios trazidos pela interface entre as diferentes areas do conhecimento
abordadas. Desta forma, a demanda por estudos que possam aprofundar o
entendimento da biodeterioracdo, ampliar a listagem de agentes bioldgicos ja
identificados em edifica¢des historicas brasileiras e ainda propor e verificar a eficiéncia
de estratégias para o controle a recorréncia, justificam a escolha do tema abordado

neste trabalho.

O fotocatalisador TiO2z usado para o tratamento do crescimento biolégico foi escolhido
com base em inimeros artigos internacionais que mencionam a eficiéncia no combate
de fungos e bactérias. No entanto, muitos destes trabalhos destacam que ha um
comportamento diferenciado com relacdo aos diferentes microrganismos. Ainda é
vigente a discusséao sobre as formas de aplicagdo ao substrato, durabilidade, formas

eficientes de ativacdo da fotocatalise e aplicabilidade aos bens histéricos.

Em trabalho expedito, realizado em um trecho da fachada de um dos prédios do
conjunto de edificacdes histéricas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), prédio do Nucleo Orientado para Inovacédo da Edificagdo (NORIE), em
Porto Alegre (MASUERO et al., (2017), mostrado na Figura 1, verificou-se, ap0s cerca
de 6 meses de aplicacao superficial do fotocatalisador TiO2, observou-se a efetiva
autolimpeza do revestimento que apresentava um intenso crescimento bioldgico.

Embora ndo tenha sido realizada a identificacdo biolégica verificada, foi evidente o
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resultado observado. A realizacdo deste trabalho reforcou a motivacdo para o
desenvolvimento da presente pesquisa, considerando o uso de TiO2 contra agentes

biolégicos de deterioracdo nas superficies de edificacdes historicas.

Figura 1 — Efetividade da fotocatalise em superficie de edificagdo histérica da UFRGS com crescimento biol6gico

FACHADA DE EDIFICACAO HISTORICA -
PREDIO NORIE/UFRGS

Aplicacdo superficial de solugdo de TiO2 (5% em agua
deionizada) sobre crescimento bioldgico.

Observagdo:

Apds a aplicacdo da solu¢do do
fotocatalisador, logo em seguida a secagem,
notou-se o que a superficie ficou
“esbranquicada” resultado da deposi¢do do

pé de TiO2. Apds a lixiviagdo identificou-se a Superficie apos aproximadamente seis meses da
Inmp_eza com clar_e'amento da mancha aplicagdo - visivel clareamento do manchamento
previamente verificada. resultante de crescimento biologico.

1.2 OBJETIVOS

Com base no que foi exposto, a seguir sdo apresentados 0 objetivo principal e
especificos desta pesquisa.

1.2.1 Objetivo Principal

Avaliar a eficiéncia do fotocatalisador TiO2 contra fungos filamentosos normalmente
encontrados em argamassas de revestimento e isolados a partir de uma edificacdo
historica.

1.2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos desta pesquisa sao:
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a) caracterizar, através de andlises fisico-quimicas, substratos de argamassa de

revestimento em uma edificacao histérica representativa do inicio do século XX;

b) monitorar o microclima interior, umidade relativa e temperatura, da edificacao

em analise;

C) identificar os fungos filamentosos mais frequentes nos substratos da edificacao

historica selecionada;

d) Avaliar a eficiéncia da fotocatalise nas amostras de argamassa inoculadas com
os fungos selecionados mais frequentes, sob condi¢cdes controladas de temperatura,

umidade relativa e incidéncia luminica.

1.3 ORIGINALIDADE

No Brasil, desde a década de 90 sdo desenvolvidas pesquisas relacionadas a
biodeterioracdo de materiais construtivos. Shirakawa (1994) avaliou a biodeterioracao
do concreto a partir de amostras ambientais. Além disso, a suscetibilidade de
argamassas ao crescimento de fungos isolados de revestimentos em processo de
biodeterioragdo (SHIRAKAWA et al., 1997); o desenvolvimento de um teste acelerado
para avaliar a bioreceptividade de argamassas ao crescimento de fungos
(SHIRAKAWA; CINCOTTO; GAMBALE, 1999); o efeito de uma férmula com biocida
guanto ao crescimento de fungos em pintura de duas fachadas (SHIRAKAWA et al.,
2002); a influéncia de aditivos em argamassas de revestimento com pintura no
crescimento de fungos em condigbes de ciclos de molhagem e secagem
(SHIRAKAWA et al., 2009); e o tratamento de painéis de gesso com nanoparticulas
de prata para inibicdo de crescimento do fungo Cladosporium (SHIRAKAWA et al.,
2013).

Pinheiro (2003) analisou o impacto do desenvolvimento do fungo Cladosporium
sphaerospermum sobre a fase argamassa do concreto. Crispim (2003) estudou
cianobactérias em biofiimes de fachadas de prédios histéricos em Porto Alegre.
Barrionuevo (2004) investigou o biofilme formado por fungos e cianobactérias nas
ruinas jesuitas da regido das missdes no Rio Grande do Sul. Kiel (2005) avaliou a

diversidade bacteriana em fachadas de edificagbes historicas de Porto Alegre. Silva
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(2009) analisou a biodeterioracao de tinta latex com e sem biocida quando exposta ao
meio exterior e em experimento acelerado. Santos (2011) pesquisou a aplicacao de
biocidas na populacdo microbiana de biofilmes em monumentos historicos da Bahia.
Pereira (2012) realizou a analise da biodeterioracdo na biblioteca central da
Universidade Federal de Santa Maria. Guerra (2012) verificou o crescimento de

fungos filamentosos em Conjunto Historico do final do século XIX em Pelotas.

Os referenciais verificados quanto a pesquisa nacional relacionados a andlise de
agentes microbioldgicos de deterioracao foram, de um modo geral, desenvolvidos com
base nos métodos tradicionais de microcultivo, tendo, alguns, utilizado de modo
complementar a biologia molecular. No entanto verificou-se que estes trabalhos, em
sua maioria, voltaram-se ao estudo das superficies exteriores das edificagfes ou em

materiais de base cimenticia.

Neste trabalho buscou-se aprofundar o estudo dos fungos filamentosos com relacéo
as argamassas historicas de revestimento a base de cal, considerando o microclima
local da cidade de Porto Alegre. Os métodos aplicados sao o de identificacdo por

microcultivo e método molecular, visando a identificacdo em nivel de espécie.

Com base na identificacdo e isolamento dos fungos filamentosos mais frequentes foi
conduzida a verificacéo da eficiéncia do fotocatalisador TiO2 quanto a sua propriedade
antimicrobiana na aplicacdo em substratos de argamassas a base de cal. Além disso,
Nao se encontram pesquisas nacionais que avaliem a eficiéncia do fotocatalisador
com relacédo as argamassas historicas, considerando diversidade fungica e microclima

tipico para a regiao sul do Brasil.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serdo abordadas questdes referentes a importancia da intervencao em
edificacBes histdricas com vista a sua conservacgao, os fenbmenos de deterioracao, a
composicdo das argamassas de revestimento, bem como métodos relevantes a
analise de tais materiais. Além disso, sera discutida a biodeterioracdo por fungos
filamentosos e a fotocatalise heterogénea do Dioxido de Titanio e suas propriedades

autolimpantes.

Consideram-se estes, aspectos importantes na fundamentacao do estudo proposto.

2.1 A IMPORTANCIA DA CONSERVACAO

A intervencao em edificacdes historicas, sob uma perspectiva contemporanea, busca
o embasamento técnico-cientifico como suporte a tomada de decisdes para
preservacdo dos bens patrimoniais. Além da tentativa de superar as limitacdes
impostas por questdes politicas e econbmicas, percebe-se uma atuacdo mais critica
por parte dos profissionais com o objetivo ndo somente de recuperar fisicamente tais
edificacbes, mas avaliar possiveis estratégias preventivas capazes de conter a
recorréncia dos problemas, a denominada “Conservagao preventiva”. Ha, ainda, a
importante preocupacdo quanto a insercdo de tais edificacbes em uma dinamica
contemporanea, adequando-as, sempre que possivel, as necessidades atuais de uso,
bem como o atendimento as solicitacbes impostas pelas condicdes do ambiente

urbano atual.

Desta forma, destaca-se o tema das intervencdes em edificacdes histoéricas, visto que
a preocupacdo em preserva-las vai muito além dos indiscutiveis valores
arquitetbnicos, artisticos, de memoria, de historia, mas visa, também, ao
aproveitamento das pré-existéncias sob uma Gtica sustentavel, reutilizando materiais

e estruturas ainda em condic¢des de recuperacéo e funcionalidade (LERSCH, 2003).

A ciéncia, assim, volta-se a analise dos fenbmenos de deterioracdo correlacionados

ao estudo das propriedades dos materiais historicos servindo de embasamento
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fundamental para a proposicéo de estratégias conservativas eficientes, dando espaco,

inclusive, para adocdo de novas praticas.

Levando em conta o contexto deste estudo, segundo Lersch (2003), as edificacdes
construidas na primeira metade do século XIX, na regido de Porto Alegre — RS
apresentam, ainda, muitas caracteristicas da arquitetura luso-brasileira com relacéo
aos sistemas construtivos e materiais. Com a abertura dos portos em 1808, foi
intensificada a importacdo de materiais e equipamentos do exterior, permitindo a

execucao de edificacdes mais elaboradas e com acabamentos refinados.

Sendo assim, as edificagbes construidas no periodo anterior tiveram suas
caracteristicas modificadas para corresponder ao estilo internacional, principalmente
europeu. No entanto, suas paredes e fundacfes permaneceram com as técnicas
originais. O principal desenvolvimento correspondeu ao aperfeicoamento dos
acabamentos. Caracteristicas relacionadas as alvenarias de tijolo, bem como o0s
revestimentos de argamassa a base de cal e areia, pintados com motivos de carater
decorativos, foram, portanto, mantidos em muitas edificacbes (LERSCH, 2003). Estas
caracteristicas podem ser verificadas em muitos remanescentes em varias cidades do

Rio Grande do Sul, assim como em muitas outras cidades do restante do pais.

Muitas destas edificacdes que foram mantidas apresentam, portanto, caracteristicas
e materiais construtivos semelhantes, o que estimula o desenvolvimento de estudos
que conduzam a compreensdo dos fendmenos e a proposicdo de estratégias

aplicaveis a um conjunto importante de edificagcdes ainda existentes.

Os bens histéricos edificados sdo o suporte fisico da memdéria de uma época,
refletindo habitos, costumes, formas de habitar e construir. Sua conservagédo é
justificada, assim, por ser uma importante heranca a ser transmitida as geracoes

futuras.

A seguir serdo descritos aspectos importantes com relagdo a composicdo das

argamassas, com énfase nos materiais historicos.
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2.2 AS ARGAMASSAS HISTORICAS

De acordo com Carasek (2007), as argamassas sao materiais de construgdo com
propriedades de aderéncia e endurecimento, obtidos a partir da mistura homogénea
de um ou mais ligantes, agregado miudo (areia) e agua, podendo conter ainda aditivos
e adicdes minerais. Sdo materiais amplamente utilizados no assentamento de
alvenarias, nas etapas de revestimento (emboco, reboco ou camada Unica) de
paredes e tetos, além de contrapisos e assentamento e rejuntamento de

revestimentos ceramicos e pedras.

Conforme Cincotto et al. (2007), a cal é, certamente, o ligante mais antigo utilizado
pela humanidade para a composicdo de argamassas. Até a invencdo do cimento
Portland em 1824, era o Unico ligante utilizado nas constru¢cdes expostas a

intempéries.

Durante milénios e até meados do século XX, portanto, as argamassas eram
constituidas basicamente da mistura de cal e agregado miudo, geralmente de
proveniéncia local, utilizadas tanto em revestimentos interiores quanto exteriores
(VEIGA et al., 2004 e RECENA, 2011).

A cal é obtida essencialmente a partir da calcinacdo de rochas calcarias ou, em alguns
casos bem particulares, a partir de calcarios marinhos (MARQUES, 2005). E um
ligante inorganico composto basicamente de calcio e magnésio, apresentando-se na
forma de um po fino (CINCOTTO et al., 2007).

Conforme Cincotto (1985) sdo matérias primas para a cal os calcéarios e os dolomitos,
constituidos predominantemente dos minerais calcita e dolomita, respectivamente.

Estes carbonatos séo representados pelas formulas:
-CaCOs: calcita ou carbonato de calcio;
-(Mg, Ca) (COs)2: dolomita ou carbonato de célcio e magnésio.

De acordo com Cincotto et al. (2007) o processo de producao da cal inicia-se com a
mineracdo e transformacdo das rochas carbonaticas (calcarios e dolomitos), em

oxidos (cal virgem) e anidrido carbdnico (CO2). Nesta etapa, 0s minerais sao
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calcinados entre 900°C e 1.110°C, liberando o CO2 presente no carbonato. Os 6xidos
produzidos séo instaveis, reagindo espontaneamente com a agua ou com a umidade
presente no ar, formando os hidréxidos (cal hidratada). Esta reacgéo libera energia em
forma de calor de hidratacdo e provoca expansdao com aumento de volume
significativo. Os hidréxidos produzidos reagem espontaneamente com o CO2 presente
no ar, gerando carbonato, produto mais estavel. Essas reacdes compdem o

denominado “ciclo da cal” representado esquematicamente na Figura 2.

Figura 2 — Representagdo esquematica do Ciclo da Cal

(calcarios e dolomitos)
mineracao
(calcinagdo 900 — 1.100°C)
CaO e/ou MgO (Cal virgem)

(Exting&o da Cal)
Reacdo com H20 — Reacao exotérmica

Ca(OH)2 e/fou Mg(OH)2
(Cal Hidratada)

Carbonatacéo
(presenca de CO2)

Fonte: a partir de Cincotto et al. (2007)

Conforme Baia e Sabbatini (2008), o revestimento em argamassa de uma superficie
em edificagbes convencionais pode ser executado em uma unica camada,
denominado massa Unica, ou em duas camadas, denominado emboco e reboco. Nos
revestimentos de duas camadas, o0 embog¢o comporta-se como uma camada de
regularizacdo da base e o reboco como acabamento. No revestimento de uma Unica

camada, este cumpre ambas as func¢des, regularizacdo e acabamento.

De acordo com Veiga e Tavares (2002), os revestimentos antigos geralmente
possuiam mais de uma camada. As camadas de regularizacdo e protecdo eram
constituidas por argamassas de cal e areia. Normalmente as mais internas tinham
granulometria com maiores diametros de agregado que as externas e a deformacao

e porosidade tendiam a serem maiores no exterior com relacdo ao interior,
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proporcionando um bom comportamento quanto as deformacdes estruturais e a agua.
Cada uma das camadas poderia possuir outras subcamadas. Sobre a camada de
regularizacdo e protecao era executada a de acabamento e decoracédo, podendo ser
constituidas de argamassa de cal e areia fina. Por vezes, também era executada em
varias subcamadas, com finura crescente das mais interiores para as mais exteriores.
Estas, além da funcdo de acabamento, eram muito importantes para a protecado do
reboco. A coloracao das superficies poderia ser feita pela incorporacéo de pigmentos
minerais ou por camadas posteriores de pintura, em geral, a base de cal com a adi¢éao

destes mesmos pigmentos, podendo haver outras adi¢des.

2.3 DETERIORACAO EM EDIFICACOES HISTORICAS

Os materiais construtivos estado frequentemente expostos aos diversos fatores de
deterioracdo que tendem a atuar de forma dindmica e muitas vezes sinérgica. Com
relacdo aos materiais histéricos, esta interagcdo demonstra-se ainda mais complexa,
principalmente pelo tempo em que estdo expostas a estes fatores, bem como as

mudancas ocorridas quanto ao seu uso, entorno e intervengodes sofridas.

A deterioracao de materiais porosos, tais como as argamassas historicas, é causada
por processos mecanicos, fisicos, quimicos e biolégicos. Com frequéncia estes
diferentes processos ocorrem ao mesmo tempo ou em sequéncia, desta forma,
quando o material apresenta indicios de deterioracao, a identificacdo nem sempre é
facil, necessitando de analises interdisciplinares (TORRACA, 2009).

A deterioracdo mecanica pode ser ocasionada por tensdes estruturais, expansdes
térmicas, expansdes por corrosao de elementos metalicos, aumento de vibragdo no
entorno, devido a elevacgéao de trafego de veiculos, resultando na fissuracéo e ruptura

de elementos de argamassa de revestimento.

A deterioracdo através de processos fisicos envolve, em muitos casos a presenca de
agua, em seus diferentes estados fisicos. A porosidade e hidrofilicidade da maioria
dos materiais histéricos favorece a infiltracdo de agua e aumento da umidade nos
materiais, resultando no agravamento de danos quando associada ao fenbmeno de
gelo e degelo, cristalizacdo de sais solUveis e principalmente no favorecimento do
crescimento de agentes bioldgicos.
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A deterioracdo quimica pode ser explicada pela reacdo entre compostos presentes na
matriz das argamassas e poluentes quimicos presentes no ar, resultando em
incrustacbes e solubilizagdo de componentes, em principio insollveis, como o0

carbonato de célcio (CaCOs3) comumente presente nas argamassas historicas.

Com relacdo ao desempenho e vida util das edificacdes historicas, Lersch (2003) faz
uma adaptacdo do esquema de desempenho ao longo do tempo, exposto na Figura
3.

Figura 3 — Desempenho em funcao do tempo de edificagfes historicas.

Desempenho Restaurag3o 0] Intervencéo que promove
Reciclagem aumento no.desempenho., .
) superando, inclusive, o inicial.

Manutengao Reabilitagéo

Pequenos reparos Adocao, por exemplo, de
N medidas de adequac&o ao uso

contemporaneo.
f}q\ (n Intervencdo em que s&o
‘ \ devolvidas a edificacao,
) condi¢des minimas de
desempenho, mantendo-se
| estavel, com medidas de
manutencao basica.

(D) Nao é prevista a intervencéo
com vistas a recuperacao da
edificacdo. Esta atinge estado

Tempo de ruina, acarretando em
demoli¢éo e perda do
patriménio.

Abandono

Ruina i

Fonte: Lersch (2003), p.37

De acordo com a Figura 3, as intervencdes nas edificacdes histéricas, quando bem-
sucedidas e responsaveis, sao capazes de elevar o nivel de desempenho a patamares
acima, inclusive, da sua constituicao original, visto que, especificam medidas que
atendem também as exigéncias atuais de uso, compatibilizando-as com os aspectos

historicos e originais.

A auséncia de um planejamento de manutencdo continua, com a realizacdo de
pequenos reparos, pode conduzir a edificacdo a perda do desempenho minimo. Em
dltima instancia a ndo reabilitacéo, restauracao ou reciclagem, conduzira a edificacao
a ruina. Quanto mais a edificagcdo aproxima-se deste cenario, maiores 0S custos

envolvidos para a recuperacao dos materiais.
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Dentre os principais problemas relacionados aos revestimentos de argamassa das
edificacdes historicas, a acdo quimica e mecanica da adgua é apontada como uma das
maiores causas de deterioracdo, estando diretamente relacionada a permeabilidade
dos revestimentos (MARQUES, 2005).

De acordo com Baia e Sabbatini (2008), a permeabilidade esta relacionada a
passagem de agua pelas camadas de argamassa, sendo este um material poroso que
permite a percolacdo da agua tanto no estado liquido quanto de vapor. Esta
propriedade € bastante influenciada pelo conjunto base-revestimento. O revestimento,
portanto, para garantir uma maior durabilidade, deve ser estanque a agua, impedindo
ao maximo sua percolacdo, porém deve ser permeavel ao vapor para permitir a
secagem da umidade que eventualmente infiltra nas superficies, proveniente de

diversas fontes (condensacao, infiltragéo, ascensional, entre outras).

A umidade em excesso nos revestimentos € responsavel primeiramente por
alteracdes estéticas (manchas), contudo sua capacidade de dissolucdo e transporte
de substéancias, tais como poluentes presentes no ar e sais sollveis, intensificam seu
efeito destrutivo (SOUSA; PEREIRA; BRITO, 2005). Além disso, a disponibilidade de
agua é pressuposto basico para o desenvolvimento de qualquer tipo de microrganismo
nos diversos substratos (CANEVA et al., 2000).

As argamassas de revestimento sdo substratos propicios ao desenvolvimento de
diversas comunidades de seres vivos. A atividade biol6gica na superficie dos
revestimentos resulta na formacédo de biofilmes, manifestando-se como manchas
coloridas, incrustacdes e presenca de estruturas de reproducéo e crescimento. As
atividades metabolicas destes organismos (principalmente com a producdo de
polimeros extracelulares), a producao e liberacdo de oxidantes e acidos organicos
e/ou inorganicos, associados a presenca de pigmentos coloridos e as pressoes
mecanicas resultantes do crescimento de suas estruturas, induzem a diferentes tipos

de danos, de ordem fisica, quimica e estética. (SOUSA; PEREIRA; BRITO, 2005).

A partir da descricdo geral das caracteristicas construtivas das edificacbes da época
a ser estudada, bem como da abordagem geral quanto aos principais fendbmenos de
deterioracdo, as seguir serdo expostos aspectos quanto a caracterizacdo das
argamassas de revestimento das edificagfes historicas.
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2.4 CARACTERIZACAO DE ARGAMASSAS HISTORICAS

As argamassas, dependendo da época e local de construcao, podem ser constituidas
de diferentes ligantes. Portanto, para sua caracteriza¢do, € importante determinar
primeiramente o tipo de ligante utilizado. Os ligantes a base de cal sdo quimicamente
compostos de carbonato de calcio (CaCOs) ou também de carbonato de magnésio
(MgCO3). Em seguida, é importante identificar uma aproximacdo do traco desta

argamassa.

A caracterizacdo dos agregados também é importante, jA que suas caracteristica irdo
influenciar em propriedades como textura, porosidade e coloracdo. Os parametros
importantes a serem considerados sédo: a determinacéo do tipo de agregado, tamanho

e distribuicdo granulométrica, além da cor e forma dos graos.

Quanto a resistécia mecanica, geralmente s6 pode ser estimada, em funcdo de que
as amostras, geralmente, s6 podem ser extraidas em tamanho reduzido. Pode-se no
entanto, avaliar de um modo geral, esta caracteristica, a partir de outros parametros
relativos a sua composicao, densidade aparente, distribuicdo e tamanho dos graos de

areia.

Uma ultima caracteristica, também muito importante, refere-se a porosidade. Esta
estd correlacionada a higroscopicidade dos materiais (propriedade relativa ao
transporte de 4gua em estado liquido ou gasoso), aos mecanismos de desgaste
(pressao de cristalizacdo dos sais soluveis), a resisténcia (a compresséo e flexao) e
durabilidade das argamassas. Esta propriedade controla o contetdo de agua, relativos
a retencdo e evaporacdo da umidade, bem como penetracdo do ar nas estruturas,
estando, portanto, também correlacionada ao processo de carbonatacao do hidroxido

de calcio.

Sendo assim, para que seja possivel a caracterizacdo de argamassas historicas €
preciso seguir uma metodologia de analise, a partir da adequada obtencdo de
amostras, representativas dos materiais a serem verificados, assunto, este, abordado

a sequir.
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2.4.1 Método de amostragem

7

Primeiramente, € importante destacar que na escolha de uma metodologia a ser
adotada para obtencdo de amostras, deve-se ter em mente o claro objetivo das
analises a serem desenvolvidas. Além disso, deve-se considerar a limitagdo imposta
por tratar-se da retirada de materiais originais, cuja substituicio nem sempre é
simples. Desta forma deve-se procurar descaracterizar 0 quanto menos os locais a

serem analisados.

Kanan (2008) descreve alguns procedimentos a serem adotados para o

desenvolvimento das analises:

a) Definicdo do objetivo: definir as analises a serem realizadas, limitando o
ndmero de amostras necessarias, bem como definindo a quantidade minima

indispensavel, assegurando a representatividade das amostras.

b) Completa documentacao do edificio: informacdes sobre a localizagéo, data da
construcao, reparos, intervencdes anteriores, assim como condicdes fisicas das areas
de analise, tais como pontos visiveis de deterioracdo, presenca de manchas de
umidade, indicios de eflorescéncia e biodeterioracao, etc.

C) Correta quantificacdo das amostras: devem variar entre 20 e 300 gramas. A

autora destaca que com cerca de 150g ja é possivel realizar uma série de analises.

d) Equipamentos adequados: as amostras podem ser retiradas com um pequeno
cinzel (cortador, estilete, talhadeira) e um martelo, e guardadas em sacos plasticos
selados ou recipientes com tampa hermética, limpos e secos. As embalagens
contendo as amostras devem ser rotuladas indicando-se o numero da amostra,
identificagcéo do edificio, local da retirada, data de coleta e nome do responsavel. No
registro das amostras, deve-se tomar nota também da hora da coleta e das condicdes

climéaticas.

A seguir sdo descritos 0s principais métodos de analise utilizados para a
caracterizacdo de argamassas, considerados de relevante avaliacdo para o

desenvolvimento deste estudo.
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2.4.2 Método de analise de argamassas historicas

Geralmente, 0 passo inicial de qualquer exame em uma argamassa antiga, seja em
campo ou em laboratorio, € a observacao visual e a descricdo das caracteristicas do
material (KANAN, 2008). A partir desta primeira observacdo e considerando-se os
objetivos da andlise a ser desenvolvida, podem ser determinados 0s principais
ensaios, bem como o ndmero e a massa das amostras. A Figura 4 mostra
esquematicamente os principais ensaios de caracterizacdo das argamassas antigas
a partir de metodologia adotada pelo Laboratério Nacional de Engenharia Civil
(LNEC), em Lisboa (Portugal), descrito em Veiga et al. (2004).

Figura 4 — Representacéo esquematica de metodologia para caracterizacdo de argamassas antigas

OBJETIVOS AMOSTRAGEM
DA ANALISE

Observacdo em lupa binocular
(7,5x—120x)

Selegdo de amostras para caracterizagdo

Analise quimica DRX TG - ATD MEV-EDS FTIR
Fracdo soltvel Residuos
em agua insollveis em
acido

Cromatografia ionica
Espectrofotometria de
absorcdo atémica

Sais soluveis Teorde areia  Granulometria  Natureza dos Teor de cal Morfologia dos  Natureza dos
(sulfatos, cloreto, da areia constituintes constituintes, compostos
nitrato) e alcalis Diagndstico organicos

dos processos
de
deterioracdo

Fonte: Método LNEC (VEIGA et al., 2004)

A utilizacdo de microscopia Optica pode ser considerada uma das mais importantes
técnicas utilizadas para caracterizacdo de argamassas antigas (VEIGA et al., 2004).
Logo que extraidas, as amostras podem ser observadas em lupa binocular,
equipamento que permite a observacdo em baixas ampliacdes, geralmente menores
gue 100x. Esta andlise inicial permite detectar aspectos particulares das amostras,

dimensdo geral de poros, heterogeneidade da constituicdo, diferenciagcdo das
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diferentes camadas de pintura de um revestimento, permite inclusive verificacado da

presenca de alguns microrganismos.

A analise quimica envolve principalmente ensaios de caracterizagdo do
proporcionamento entre ligante e agregado, presenca de sais sollveis e
caracterizacao dos agregados. Este ensaio de proporcionamento permite uma relacao
aproximada entre o ligante e os agregados de natureza néo calcaria em uma amostra.
Genericamente baseia-se em um ataque com acido, normalmente o acido cloridrico
(HCI) ou &cido nitrico (HNO3). O ligante, sendo basicamente composto de CaCOs, é
definido a partir do material solivel no acido, e os agregados a partir do material
insoluvel. H& ainda um terceiro componente a ser considerado, correspondendo a
uma fracdo de compostos soluveis, sem producéo de diéxido de carbono, e que pode
ser interpretado pela maior ou menor quantidade de compostos hidraulicos formados
na argamassa. Uma limitacdo a esta técnica € a sua aplicacdo em argamassas
histéricas cuja composicédo dos agregados seja de natureza calcaria, visto que estes

materiais seriam conjuntamente atacados pelo acido.

Com base nesta andlise, para aplicacdo em argamassas historicas, sao descritos 0s
dois métodos frequentemente utilizados: o método desenvolvido pela Fundacédo de
Ciéncia e Tecnologia (CIENTEC), Porto Alegre (RS) e o método desenvolvido por
Teutonico (1988) no International Centre for the study of the Preservations and
Restoration of Cultural Property (ICCROM), em Roma, adotado pelo Nucleo de
Tecnologia da Preservacdo e da Restauracdo da Universidade Federal da Bahia
(NTPR-UFBA).

O método desenvolvido pela CIENTEC é descrito em Fonseca (2011). A analise
consiste na calcinagdo das amostras (em Forno Mufla a 700°C por 4 horas). Em
seguida as amostras sdo pesadas e atacadas com solucdo de cloreto de amdnia
saturada. As amostras sdo deixadas em contato com esta solugéo por seis dias. Esta
etapa tem por objetivo provocar uma reacao de troca catidnica, visto que esta solugéo
€ capaz de transformar componentes de uma pasta cimenticia em produtos altamente
soluveis. As amostras sdo, entédo, lavadas e depois atacadas com uma solucdo de
acido cloridrico (HCI) para dissolucao do ligante. O material é lavado com uma peneira
de malha quadrada com abertura 0,075mm, considerando que o material passante
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nesta peneira tem propriedades ligantes. O material retido na peneira (agregado) e os
finos passantes sdo secos em estufa a 100°C+5°C até constancia de massa. Por fim,
é feita a pesagem final correlacionando a massa de finos e de agregados com a massa
inicial da amostra, sendo a diferenca, considerada a massa de ligante (consumida

pelo acido).

O método desenvolvido por Teutonico (1988), adotado pelo NTPR-UFBA permite
determinar as proporc¢des dos trés principais componentes das argamassas historicas,
o ligante (basicamente (CaCOQs), parte solivel em acido, os finos (insollveis) e a

porcao de agregados (insoluveis).

O método constitui-se da coleta de amostras (40-50g, aproximadamente), exame
quanto a coloracéo, textura e caracteristicas gerais. Em seguida a amostra é dividida
em duas porgdes, em torno de 20-25g, sendo uma delas armazenada para outras
analises. A amostra é pulverizada e seca em estufa a 75°C por 24h. Em seguida é
pesada em uma balanca de precisao (0,01g). A amostra € disposta em um Becker de
600mL e misturada com agua deionizada. A amostra umedecida ¢ disposta uma
solucéo de &cido cloridrico para dissolucéo do ligante.

Logo apds a dissolucdo em acido é feita a separacéo e filtragem com auxilio de papel
filtro disposto em um funil. Para certificar-se de que todo o ligante foi consumido, é
preciso agitar a solucao e adicionar pequenas quantidades da solu¢cdo do acido até
que se verifique que ndo ocorre mais efervescéncia. Lentamente adiciona-se agua no
Béquer e inicia-se a filtragem cuidando para que os finos fiquem retidos no papel e os
agregados no fundo do Béquer. Esta etapa é repetida até que a agua contida no
Béquer com os agregados apresente coloragdo clara. Os finos retidos no papel filtro
sao secos em estufa por 24h e em seguida pesados. Os gréos de agregado também
sdo secos e em seguida pesados. Por fim, faz-se a ponderacdo da quantidade de
areia com relacdo ao total da massa da amostra inicial, 0 mesmo ¢ feito para os finos.
A porcentagem de ligante é expressa subtraindo-se o percentual de finos e agregados
do total de 100%.

Do agregado resultante desta analise, embora em muitos casos, em por¢des bastante
reduzidas, pode-se realizar o ensaio de granulometria, identificando, de um modo

geral, caracteristicas quanto a distribuicdo dos graos e modulo de finura. Além disto,
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esta amostragem permite uma verificagdo mais precisa quanto ao formato dos graos

e coloracao.

Além da analise quimica, as andlises microestruturais sdo bastante importantes
quanto a caracterizacdo dos constituintes das argamassas historicas. Dentre as
principais analises, destacam-se o uso da Difratometria de Raios X (DRX), a
Termogravimetria (TG), a Fluorescéncia de Raios X (FRX), a Microscopia Eletrénica
de Varredura (MEV) e a Porosimetria por intrusédo de mercurio. Estas anélises serdo

descritas brevemente:

a) DRX: este método de analise € o mais indicado na determinacdo das fases
cristalinas presentes em materiais. Esta analise permite, inclusive, a verificacdo da
presenca exclusiva de carbonatos ou se ha presenca de cimento na constituicdo da
argamassa. Na maioria dos solidos, os atomos se ordenam em planos cristalinos
separados entre si por distancia da mesma ordem de grandeza do comprimento de
onda dos raios X. Desta forma, quando um feixe de raios X incide em um cristal,
interage com os atomos presentes, resultando na difracdo dos raios. Aplicando-se a
Lei de Bragg (Equacao 1) é estabelecida uma relagdo entre o angulo de difracédo e a
distancia entre os planos que a originaram, sendo estes caracteristicos para cada fase
cristalina (Dal Molin, 2007).

NA=2d sen© (Equacao 1)
Onde:
(v) N: ndmero inteiro;
V) A: comprimento de onda dos raios X incidentes;
(V1) d: disténcia interplanar;

(v ©: angulo de difracéo

Desta forma, o padrédo de DRX de uma substéancia cristalina pode ser associado a sua
“‘impressao digital”, visto que cada material cristalino, dentro de certos limites, possui

um unico padréo de difragcéo.

b) TG: a analise termogravimétrica € uma técnica na qual a massa de uma
substancia é medida em funcdo da temperatura, enquanto a substancia € submetida
a uma programacgao controlada da temperatura. Utiliza-se uma termobalanca para
medir a variacdo de massa de uma amostra em relacdo a temperatura. O registro é
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uma curva TG ou termogravimétrica, que relaciona a massa com a temperatura ou o
tempo. Dispde, assim, de informacdo sobre a estabilidade térmica da amostra,
velocidades de reagcdo, bem como a sua composi¢do. A partir da curva TG, €
registrada a curva da termografia derivada (DTG), sendo possivel obter um resultado
mais detalhado do comportamento da amostra, indicando com precisao, por exemplo,

a temperatura em que a velocidade de perda de massa € maxima (Dal Molin, 2007).

C) FRX: a espectrometria de fluorescéncia de raios X € uma técnica ndo destrutiva
que permite identificar qualitativamente os elementos quimicos presentes em uma
amostra, bem como estabelecer a proporcédo (concentracdo) em que cada elemento
se encontra presente na amostra. E feito o correto preparo de amostras sélidas ou
liguidas, a seguir expostas a um feixe de radiacdo para excitacdo e deteccdo da
radiacéo fluorescente resultante da interacéo da radiacdo com o material da amostra.
Ocorre o deslocamento de um elétron da camada mais interna do atomo, sendo
substituido por outro elétron mais externo. Este fendbmeno provoca a liberacdo de
energia em forma de raios-X fluorescentes, emitidos em comprimentos de onda
especificos de cada elemento e de intensidade proporcional a concentracao (SANTOS
et al., 2013).

d) MEV: a microscopia eletronica de varredura permite a obtencéao de informacdes
estruturais e quimicas de amostras diversas. O aumento maximo situa-se entre o do
microscopio o6ptico (MO) e o microscopio eletrdnico de transmissdo (MET).
Dependendo da amostra a ser analisada, o MEV permite aumentos de até 900.000
vezes, mas normalmente, para obtencdo de boas imagens, o aumento méaximo é da
ordem de 10.000 vezes. Ao microscopio eletrdnico de varredura pode ser acoplado o
sistema de EDS (Energy Dispersive Spectroscopy). Esta analise permite a
determinacdo da composicao qualitativa e semiquantitativa das amostras, a partir da
emisséo de raios X caracteristicos. E possivel identificar a composic&o de regides com
até 1um de diametro (Dal Molin, 2007).

Os métodos de analise descritos servirdo de embasamento para o desenvolvimento

da metodologia a ser adotada neste trabalho.

No subcapitulo a seguir sera abordado o tema da biodeterioracdo, correlacionando

aspectos deste fenbmeno aos materiais histéricos em estudo.
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2.5 BIODETERIORACAO

A biodeterioracdo pode ser definida como uma alteragdo indesejavel nos materiais,
ocasionada pela atividade vital de organismos (Hueck, 19652 apud Allsopp et al.,
2016). Quando esta alteracdo ocorre nos materiais historicos, as perdas sdo muito
mais importantes, considerando outros valores, tais como, 0s estéticos, os histéricos,
0s artisticos e os econémicos também, visto que qualquer intervencdo em bens

histéricos envolve um complexo processo de projeto junto a um oneroso investimento.

Os materiais construtivos, incluindo os bens histéricos patrimoniais, estdo
continuamente expostos aos efeitos de diferentes fatores, tais como os fisicos, 0s
guimicos e os biolégicos (ETTENAUER et al., 2014). Ainda mais grave que o efeito
destes fatores isolados, é a sua interacdo, quase sempre corrente.

O fendmeno da biodeterioracdo pode ocorrer em diversos tipos de materiais, de
acordo com a interacao de diferentes variaveis, tais como a natureza e a caracteristica
do substrato, os organismos envolvidos e, sobretudo, as condi¢cdes ambientais. A
interagdo dos microrganismos com minerais sélidos é considerada um fator chave na
compreensao de alteracdes de caracteristicas fisico-quimicas dos materiais (GADD,
2010; NG; KUMAR; CAO, 2016). Os fatores ambientais podem comportar-se como
fatores limitantes, condicionando ou inibindo a presenca de espécies biologicas. Em
geral, qualquer pardmetro ambiental, tais como, agua, temperatura, luz, pH e
salinidade, pode se converter em um fator limitante se seus valores estiverem

préximos aos limites de tolerancia de uma espécie.

Além dos fatores ambientais, a disponibilidade nutricional, igualmente, pode
comporta-se como um fator limitante aos processos de biodeterioracdo. Quando ha
disponibilidade abaixo do minimo ou quando aparece em quantidades demasiado

elevadas pode prejudicar o desenvolvimento bioldgico.

Caneva et al. (2000) destacam que de acordo com a composicdo quimica dos
diferentes materiais, € possivel que ocorram distintas formas de biodeterioracéo. Os

organismos se subdividem em varios grupos de nutricdo, por exemplo, se exigem ou

2HUECK, H.J. The biodeterioration of materials as part of hylobiology. Mater. Org., v. 1(1), 5-34, 1965.
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nao a presenca de substancia organica, por consequéncia, a natureza do substrato
favorece mais o desenvolvimento de alguns agentes de biodeterioracdo em
detrimento a outros. Alguns processos metabdlicos sdo caracteristicos de todos os
organismos, como a producao de CO:2 na respiracao. No entanto, alguns organismos
especializados apresentam exigéncias especificas para o seu metabolismo, o que
condicionara a possibilidade, ou nao, de utilizar determinado substrato como fonte de

nutrientes.

Outras caracteristicas dos materiais, como por exemplo, o pH, o conteddo de agua e
a presenca de impurezas, condicionam o desenvolvimento dos microrganismos. Um
determinado pH pode favorecer o crescimento de uma microflora acidofila ou basofila.
As caracteristicas de um material relacionadas a higroscopicidade e, por
consequéncia, seu teor de umidade, s&o fatores fortemente condicionantes. Destaca-
se que 0s materiais organicos sdo, em geral, muito mais higroscépicos que 0s
inorganicos. Da mesma forma, impurezas de naturezas diversas podem se depositar
no substrato e facilitar a ocorréncia do processo de biodeterioracéo, por aumentar a

disponibilidade de nutrientes.

Com base em classificacdo proposta por Allsopp et al. (2016), é possivel diferenciar

0s processos de biodeterioracdo em diferentes formas de acgdao:

a) BIODETERIORACAO FiSICA OU MECANICA: neste tipo de processo, 0s
organismos causam a ruptura ou distorcdo do material pelo seu crescimento ou
movimento, ndo utilizando o substrato diretamente como fonte de nutrientes; é o caso
do crescimento de raizes de vegetais superiores, por exemplo, que interpenetram

elementos das edifica¢des, ou mesmo filamentos de microrganismos como os fungos;

b) SUJIDADE (BIODETERIORACAO ESTETICA): neste caso, a simples
presenca do organismo ou de restos de sua estrutura morta resulta em manchas na
superficie. Pode também ser causada pela excrecdo de produtos metabdlicos de
organismos. Microrganismos, como fungos e algas podem ser encontrados crescendo
em materiais ilesos, utilizando-se da sujeira e detritos presentes. Nesse caso, 0
desempenho dos materiais néo € afetado, mas resulta em uma aparéncia geralmente

desagradavel;
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C) BIODETERIORACAO ASSIMILATORIA: corresponde ao processo em que o
organismo utiliza o proprio material como fonte de energia ou alimento. Por exemplo,
enzimas microbianas que quebram a celulose para obtencédo de nutrientes, causando

a destruicdo do material;

d) BIODETERIORACAO DESASSIMILATORIA: neste tipo de degradacdo, o
material sofre alteracbes de natureza quimica, mas ndo como resultado direto da
ingestéo de nutrientes pelo organismo. Muitos organismos excretam residuos, como
componentes pigmentados ou 4cidos, que desfiguram ou danificam os materiais. Esse
tipo de biodeterioracdo esta, por vezes, associada a biodeterioracdo por assimilacédo

guimica e o desenvolvimento de biofilmes, podendo tornar-se dificil sua diferenciacéo.

A biodeterioracdo de argamassas, foco desta pesquisa, estd relacionada com a
alteracao fisica ou mecanica, estética (sujidade) e acao bioquimica (MIHAJLOVSKI et
al., 2014). Para Lech; Ziembinska-Buczynska; Krupa (2015), este processo pode ser
entendido como a consequéncia da atividade de um grupo de organismos ou
microrganismos presentes em um determinado substrato e n&o apenas como a

atividade de uma espécie individualizada, geralmente compondo um biofilme.

A formacdo de biofilme nos substratos de edificacbes € um fenbmeno bastante
importante e recorrente, sendo abordado com maior profundidade em item especifico

neste trabalho.

Durante muito tempo, de certa forma, a extenséo e intensidade de danos provocados
pelo crescimento de microrganismos foi negligenciada. Os processos fisicos e
guimicos resultantes do estabelecimento de comunidade microbianas em materiais
construtivos séo fatores dominantes na deterioracdo desses materiais. Desta forma,
atualmente, acredita-se que, principalmente fungos e bactérias, ndo somente causem
sérias alteracbes estéticas, mas que sejam capazes de penetrar em diferentes
materiais, provocando perdas, resultantes da corrosdo por acidos, degradacgéo
enzimatica e alteragcbes mecanicas (STERFLINGER E PINAR, 2013).

Conforme Sterflinger e Pifiar (2013), o fendmeno da biodeterioracdo observado nos

materiais historicos sdo determinados principalmente pelos seguintes fatores:

-Composicdo quimica e natureza dos materiais;
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-Condicles climaticas a que estdo expostos 0s materiais;

-O modo e frequéncia com que séo limpas as superficies dos materiais, considerando,

ainda, aspectos como rugosidade superficial.

De outro modo, Warscheid e Braams (2000) complementam que a avaliacdo da
contribuicéo bioldgica para a deterioracdo dos materiais inicia com a descri¢cao do tipo
de material, bem como das condicdes de exposicdo dos materiais com relacdo a
presenca de agua (umidade ascensional, problemas quanto a drenagem das aguas
pluviais, umidade de condensacédo, umidade proveniente de rupturas acidentais em
tubulacdes) e a disponibilidade nutricional (compostos naturais ou antropogénicos de

natureza organica e inorganica).

Os fatores ambientais, determinantes ao crescimento biolégico, conforme Caneva et
al. (2000), estdo relacionados aos fatores edaficos (relacionados ao substrato), a

agua, aos fatores atmosféricos e aos contaminantes.

Para os organismos, os fatores edaficos sdo potenciais fontes nutritivas, substancias
que proporcionam energia (nutrientes e fontes de carbono) e elementos necessarios
para as reacdes biossintéticas ou catabdlicas. Sendo assim, € importante a distincdo
entre 0s materiais de natureza organica (contém carbono em forma hidrogenada) e os
materiais de natureza inorganica (carbono em forma absoluta). Esta diferenciacéo

esta relacionada as exigéncias nutricionais dos organismos (CANEVA et al., 2000).

A agua, sob um ponto de vista fisiologico, é necessaria ao metabolismo de todas as
espécies vivas, constituindo cerca de 70 a 90% do seu peso total. Os organismos
utilizam a 4gua a partir do substrato ou presente no ar, sendo, portanto, caracteristicas
importantes dos materiais, a porosidade e a higroscopicidade. No entanto, mais
importante do que o teor de umidade total em determinado substrato, em se tratando
de crescimento biologico, o conceito de atividade de agua (aw) € 0 que estd mais
corretamente relacionado as propriedades microbianas, quimicas e fisicas nos
materiais (CHIRIFE, J.; FONTANA JR., A. J., 2007). O conceito de atividade de agua

€ derivado a partir da termodinamica, definido como a razdo, a uma determinada
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temperatura, entre a fugacidade?® (f) da &gua na amostra e a fugacidade da dgua pura.
A fugacidade equivale a presséao (p) de vapor (LEWIS e RANDALL, 1961). Pode ainda

ser correlacionado a umidade relativa de equilibrio (URE), onde aw=URE/100%.

7

Nos materiais de construcdo, o transporte de umidade é condicionado por
mecanismos bastante complexos. O transporte em forma de vapor resulta da difusao
e de movimentos convectivos, ja a capilaridade, gravidade e o efeito do gradiente de
pressao controlam a transferéncia de umidade em fase liquida. Tanto o transporte de
umidade em forma de vapor como em forma liquida, dependem das condicbes de
temperatura, umidade relativa, precipitacdo, radiacdo solar e pressdo dos ventos.
Desta forma, sob o ponto de vista fisico, pode se considerar trés mecanismos
fundamentais de fixagcdo de umidade: higroscopicidade, condensacao e capilaridade.
Estes trés mecanismos podem explicar, de um modo geral, a variacdo de umidade no
interior dos materiais de construcdo com estrutura porosa (FREITAS, V. P.; TORRES,
M. I.; GUIMARAES, 2008).

Quanto aos fatores atmosféricos, Caneva et al. (2000), descrevem a composi¢ao
quimica do ar, o clima, a temperatura, a umidade e a luz como importantes fatores de
influéncia no crescimento biolégico. Para os autores, 0os contaminantes, presentes no
ar, podem produzir efeitos diretos ou indiretos sobre o crescimento biolégico, quando,
por exemplo, ha o desenvolvimento de espécies resistentes, em auséncia de
competicdo, formam populacdes especificas, ou quando ocorre o fendmeno da
eutrofizacdo, relacionada ao enriquecimento dos substratos com substancias
organicas, favorecendo o desenvolvimento de espécies heterétrofas, como fungos e

algumas bactérias.

2.5.1 Agentes bioldgicos de deterioracdo — 0os microrganismos e a formacgéo do

biofilme

Segundo Gadd (2010), os microrganismos sdo importantes agentes geoativos da
biosfera, particularmente no que diz respeito as biotransformacfes e aos ciclos

biogeoquimicos, incluindo a transformacgéo de metais e minerais, a decomposi¢céo da

3Fugacidade é a tendéncia de fuga de uma substancia, podendo ser equiparado a press3o de vapor (p), desde
que o vapor se comporte como um gas ideal (REID, D. S., 2007)
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matéria e a formacdo do solo e sedimentos. Todos os tipos de microrganismos,
incluindo os procariontes e eucariontes* e suas associacdes simbidticas, tanto entre
Si quanto com organismos superiores, podem contribuir ativamente com estes

processos.

Portanto, sob o aspecto positivo, 0S microrganismos sdo agentes essenciais nos
processos naturais da biosfera, proporcionando consequéncias benéficas e vitais aos

seres humanos.

Sob o ponto de vista dos fen6menos de deterioracdo, o crescimento e a proliferacéo
de tais agentes pode provocar alteracdo, desgaste e destruicdo, tanto nos materiais
naturais quanto nos sintéticos, tais como as rochas e materiais de construcdo em
geral, proporcionando perdas quanto aos aspectos econémico, estético e social, este
ultimo relacionado a salubridade ambiental (GADD, 2010).

Conforme Caneva et al. (2000), os organismos vivos apresentam-se com uma
infinidade de formas e fun¢des, no entanto, quanto a sua estrutura celular, composicao
quimica e metabolismo bésico, sdo, de um modo geral, parecidos. Os componentes

essenciais aos organismos podem ser diferenciados em trés classes:

a) ELEMENTOS PLASTICOS: s&o responsaveis pela estrutura fundamental da
biomassa. Entre estes estdo o carbono (C), o oxigénio (O), o hidrogénio (H) e o
nitrogénio (N) como os principais constituintes. Além destes, o fosforo (P), presente
nos acidos nucléicos e lipidios, e o enxofre (S), que faz parte na composicao das

proteinas;

b) ELEMENTOS MINERAIS: 6xidos e sais minerais, por exemplo, sédio (Na),

potassio (K), magnésio (Mg), calcio (Ca) e o cloro (Cl);

C) OLIGOELEMENTOS: participam na catalise das reac¢des quimicas, sendo

necessarios em quantidades muito baixas. Séo eles: ferro (Fe), manganés (Mn),

4 Procariontes: Organismos onde sua estrutura celular é bastante simples, ndo dispondo de ntcleo verdadeiro.
Ex. de organismos: bactérias, incluindo cianobactérias e actinomicetos.

Eucariontes: Organismos constituidos de células com nucleo e citoplasma delimitados respectivamente por
suas membranas, sendo a unidade basica de plantas, animais, fungos, protozoarios e algas (CANEVA, G.;
NUGARI; SALVADORI, 2000).
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cobalto (Co), cobre (Cu), zinco (Zn), boro (B), aluminio (Al), vanadio (V), molibdénio
(Mo), iodo (1) e silicio (Si).

Estes elementos sdo nutrientes para os organismos, dividindo-se em macro e

micronutrientes, de acordo com as quantidades necessarias para o metabolismo.

Com respeito a composicao molecular, as substancias fundamentais que constituem

as células sao:
a) AGUA: principal componente das formas vivas;

b) CARBOIDRATOS (contendo C, H e O): também denominados acucares, formando
cadeias de polissacarideos. Os principais sdo o0 amido e o glicogénio, como

substancias de reserva, e a celulose e a quitina, como componentes estruturais;

c) LIPIDIOS (compostos de C, H e O): incluem os 6leos, as gorduras e as ceras.
Insoliveis em &gua. Podem ser tanto componentes estruturais (por exemplo,

fosfolipidios das membranas) como componentes de reserva;

d) PROTEINAS: longas cadeias de distintos aminoacidos, os polipeptideos. Podem
funcionar como material estrutural (ex., proteinas fibrosas) ou como catalisadores

especificos de reacdes bioquimicas (enzimas);

e) ACIDOS NUCLEICOS: cadeias formadas por quatro nucleotideos diferentes que
se unem entre si em sequéncias variadas. Cada nucleotideo € formado por um acucar
de cinco &tomos de C (ribose no RNA e desoxirribose no DNA). A informacao genética
que permite a codificacdo das diferentes proteinas esta contida no DNA, sendo
transmitida e descodificada gracas aos distintos tipos de RNA.

O metabolismo de um organismo corresponde a um conjunto de atividades
bioguimicas, tendo por finalidade a liberacdo de energia. Todas as reacbfes se
produzem pela presenca de enzimas especificas, sendo estas proteinas que
funcionam como catalisadoras, ou seja, aceleram a velocidades das reacfes sem
serem consumidas. Cada enzima possui um lugar especifico de reconhecimento do
substrato, denominado sitio ativo (CANEVA et al., 2000).
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Caneva et al. (2000) retomam, ainda, que os organismos podem entdo, em funcéao da
forma quimica como assimilam os compostos de carbono, serem classificados em
autotrofos e heterétrofos. Os primeiros utilizam o anidrido carbdnico, transformando-o
em substancias organicas, sendo, portanto, capazes de nutrirem-se a si mesmos. Ja
0s heterotrofos precisam assimilar as substancias organicas do exterior. Estes ultimos
dividem-se em: saprofitas (utilizam substancia organica da matéria morta ou
decomposicao), parasitas (vivem a custa de outros organismos vivos) e simbioticos
(desenvolvem-se juntos a outros organismos, como por exemplo, associacéo de algas

e fungos, compondo os liquens).

Warscheid e Braams (2000) classificam os microrganismos considerando estes
aspectos quanto a obtencao de energia para o seu metabolismo, bem como as fontes
de carbono essenciais para seu desenvolvimento. O fluxograma da Figura 5 mostra
esquematicamente a classificacdo dos microrganismos a partir da forma de obtencéo

de energia e nutrientes.

Figura 5 — Fluxograma de classificacao dos organismos quanto as fontes de obtencéo de energia e nutrientes

AUTOTROFOS - HETEROTROFOS
Luz do sol Compostos inorganicos |  Compostos orgénicos
(ex.: aménia, nitritos, sulfeto de ' (ex.: fontes de hidrogénio,
hidrogénio, tiossulfatos ou : carbono e energia)

enxofre elementar)

FONTE DE ENERGIA FONTE DE ENERGIA FONTE DE CARBONO,

(fotossinteses— (quimiossintese - {  HIDROGENIOE ENERGIA
liberam oxigénio) liberagdo de acidos) (liberagdo de acidos e

substancias quelantes)

| FOTOAUTOTROFICOS | QUIMIOAUTOTROFICOS || QUIMIORGANOTROFICO |

Fonte de carbono (C) Fonte de carbono (C)
CO2 CO2
(atmosfera) (atmosfera)

Fonte: desenvolvido a partir de Warscheid e Braams (2000)
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Com base na Figura 5, verifica-se, portanto, um grupo de organismos que é
dependente da luz solar, tais organismos realizam fotossintese, liberando oxigénio ao
ambiente e obtendo sua fonte de carbono a partir do CO2 presente no ar, por exemplo,
as algas, as cianobactérias, os musgos e as plantas (fotoautotréficos). Um segundo
grupo, composto principalmente por bactérias, usam compostos inorganicos para
obtencéo de energia através de sua oxidacao e fixacdo do CO:2 da atmosfera. Para
isto, algumas espécies liberam &cido nitroso (ex.: Nitrossomonas), outras, &cido nitrico
(Nitrobacter) ou ainda &cido sulfurico (Thiobacillus). Estes organismos sao
identificados como quimioautotroéficos. Por fim, o grupo dos organismos
guimiorganotréficos, que precisam, necessariamente, de uma fonte de matéria
organica para obtengéo de energia e nutrientes essenciais ao seu metabolismo. Neste
grupo estdo presentes algumas bactérias heterotrofas e os fungos filamentosos, em

analise neste estudo.

Para que ocorra a colonizacdo e o estabelecimento de comunidades biolégicas nos
materiais, sendo estes de natureza organica ou inorganica, € preciso que as
condicdes relacionadas a composi¢cdo dos materiais, seu estado de conservacao,
condicbes ambientais, bem como fatores climéticos (temperatura, umidade, chuva e
outras precipitacdes, exposicdo a radiacdo solar, poluentes organicos e inorganicos)

sejam atendidos em condicdes adequadas (URZI; LEO, 2001).

Dentre os diferentes microrganismos capazes de provocar alteracbes e danos aos
materiais, os fungos podem ser identificados como os microrganismos mais ativos
neste processo. Quando colonizam um suporte organico, utilizam o proprio material
como fonte nutricional, quando em suportes inorganicos sao capazes de intensas
alteracdes ocasionadas por seus diversos metabdlitos que, ao serem excretados,

podem reagir com o suporte de diferentes maneiras (ARROYO, 2009).

Sendo assim, embora de acordo com sua exigéncia nutricional, os substratos
inorganicos ndo bastem em si para suportar o crescimento de fungos, a associagao
com os demais fatores normalmente disponibilizados nos ambientes, principalmente
relacionados a higroscopicidade dos materiais, depdsitos superficiais (fontes
nutricionais), microclima favoravel, possivel presenca de bactérias quimioautotréficas,

entre outros, sao atendidas as condi¢des adequadas ao inicio do desenvolvimento de
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fungos, cuja fenomenologia de alteracdo € bastante intensa e visivelmente

deteriorante.

Com relacdo as bactérias quimioautotroficas, possiveis precursoras ao crescimento
de fungos em materiais de natureza inorganica, quando € restrita ou mesmo ausente
a disponibilidade de matéria organica, segundo (SOUSA; PEREIRA; BRITO, 2005),
estas, sdo estruturas organicas mais simples, encontradas na maioria dos ambientes
naturais. Sao células esféricas ou em forma de bastonetes curtos com tamanhos
variados. Os revestimentos de argamassa também constituem um meio propicio para
0 seu desenvolvimento, pincipalmente apds ocorrer a carbonatacdo da cal,
acompanhada da reducéo do pH (no inicio da carbonatacédo o pH é tdo elevado que
desfavorece o desenvolvimento de seres vivos, apresentando uma certa propriedade

biocida inicial).

Conforme Sousa, Pereira e Brito (2005), os microrganismos fotoautotroficos,
guimioautotroficos e os liquens (associacdo de algas e fungos) constituem as
comunidades pioneiras em superficies de composicéo estritamente mineral, sem a
presenca de qualquer matéria organica. O desenvolvimento e a morte de sucessivas
geracbes de microrganismos, associados a deposicdo de compostos de amodnia e
fésforo transportado pelo vento, ou mesmo pela acumulacédo de fezes de animais, em
se tratando principalmente de ambientes exteriores, fornecem a matéria organica
necessaria que, em condi¢cdes microclimaticas ideais, vai permitir o desenvolvimento
dos demais organismos, tais como as bactérias heteroétrofas, actinomicetos (bactérias

de organizacéo filamentosa) e também os fungos.

Nos ambientes interiores, a diversidade microbiana fica limitada as condi¢bes que
favorecem o desenvolvimento de organismos adaptaveis a condicdes mais restritas,
tais como, menor disponibilidade de agua (quando a UR do ar for a Unica fonte de
umidade), pouca ou nenhuma incidéncia solar, depdsitos nutricionais provavelmente
mais escassos, etc. Estas condi¢bes, embora, muitas vezes limitantes, € suficiente

para o desenvolvimento de varias espécies de fungos.

A porosidade do substrato esta relacionada com a penetracdo e retencdo de agua,
afetando diretamente o crescimento biolégico. As algas, por exemplo, sdo mais
frequentes quando ha maior retencdo de umidade, preferindo, portanto, substratos de
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base cimenticia, em ambientes exteriores, onde ocorre maior retencéo, o que se deve
também ao diametro dos poros, em geral menores e em maior quantidade (CRISPIM,;
GAYLARDE; GAYLARDE, 2003).

E bastante comum, tanto no ambiente natural, quanto em substratos materiais do
ambiente construido, a coexisténcia de diferentes microrganismos. As interacfes
destes agentes bioldgicos com os solidos minerais destes substratos tém-se revelado
como o fator-chave na alteracdo das caracteristicas fisico-quimicas dos materiais,
sendo considerado o maior contribuinte quanto a deterioracao de bens culturais, como
as edificacdes historicas (NG; KUMAR; CAO, 2016). A producdo de substancias
poliméricas extracelulares (Extracellular Polymeric Substances — EPS) em conjuncao
com a diversidade microbiana que se estabelece, compde o denominado biofilme. A
partir da consolidagédo de um biofilme em determinado substrato, correlacionado a
condicbes ambientais favoraveis, é possivel a extracdo de nutrientes inorganicos

diretamente de materiais de composicédo mineral (COSTERTON et al., 1995).

Os biofilmes podem ser definidos como comunidades complexas de microrganismos
associados a variadas superficies ou interfaces (CRISPIM, 2003). Como qualquer
superficie, os materiais construtivos sao substratos potenciais para sua formacéo logo

gue iniciado o crescimento de microrganismos (KSONTINI et al., 2013).

Nos biofilmes de superficies exteriores de edificacbes histéricas, verifica-se a
prevaléncia de algas, cianobactérias, bactérias e fungos, e sua colonizacdo é
influenciada tanto pelas caracteristicas do substrato, quanto pelo clima local
(CRISPIM et al., 2003).

Donlan e Costerton (2002) e Harding et al. (2009) definem, assim, biofilme, como uma
comunidade microbiana caracterizada por células que sao irreversivelmente aderidas
a um substrato ou interface, ou ainda aderidas entre si, estando incorporadas a uma
matriz polimérica de substancias extracelulares, produzidas por estes
microrganismos, exibindo um fenotipo alterado com relagéo a taxa de crescimento e

transcricdo genética.

Harding et al. (2009) destacam que dentre os diferentes microrganismos, os fungos

sdo especialmente adaptados para o crescimento sobre diferentes superficies,
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principalmente por sua forma de obtencdo de nutrientes, através da absor¢éo; sua
capacidade de secrecdo de enzimas extracelulares capazes de digerir moléculas
complexas e por fim, seu crescimento apical, através de filamentos (hifas). Desta
forma, os fungos sao excelentes candidatos para a formagédo de biofilmes,

considerando, no entanto, que este aspecto €, ainda, pouco explorado.

Jones (1994), descreve cinco fases de desenvolvimento para formac&o do biofilme
bacteriano, considerando este um tipo de biofilme largamente estudado na
bibliografia: (1) adsorgéo, ou associagdo inicial de fixagdo de unidades celulares na
superficie (interacdo fisico-quimica de microrganismos com o substrato); (2) adeséo
(agrupamentos de célula com excrecdo de polissacarideos); (3) formacdo de
microcolénias (multiplicacdo celular, agregacao entre células, aumento da producéo
de polissacarideos, formacdo de multicamadas sobrepostas e agregadas); (4)
maturacdo (espessura maxima das colbnias e cobertura da superficie, presenca de
canais de comunicacdo para entrada de agua); (5) dispersdo de novas células para

inicio de novo crescimento, completando o ciclo do biofilme.

Similar ao modelo bacteriano de formacgédo de biofilme, Harding et al. (2009)
descreveram um modelo de formacao de biofilme por leveduras (fungos unicelulares).
De acordo com os autores, existem poucos trabalhos publicados quanto a formacéo
de biofilmes formados por fungos filamentosos, provavelmente por existir algumas
restricbes que impossibilitam sua descricdo com base nos biofilmes compostos por
bactérias, estes sim, amplamente estudados, ou mesmo com base no ciclo de
leveduras. Desta forma, adotando como referéncia a formacdo de biofilme por
leveduras, a formacao de biofilme bacteriano descrita por Gareth Jones, E.B. (1994),
além de outros autores, como Dogget, M.S. (2000); Burford, E.R. et al. (2003) e
Gorbushina et al. (2004), Harding et al. (2009) propuseram um modelo de formacao

de biofilme por fungos filamentosos, descrito nas etapas a sequir:

1) ADSORCAO DE CELULAS: deposicdo de esporos ou fragmentos de hifas

através do contato fisico das estruturas com a superficie;

2) FIXACAO NA SUPERFICIE: secrecdo de substancias adesivas para a

germinacao dos esporos;
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3) FORMACAO DE MICROCOLONIAS I: envolve o alongamento apical das hifas
e sua ramificacdo, explorando o substrato. Sua ramificacdo nesta fase ainda &
como uma monocamada jA com a producdo de uma matriz polimérica que

permite o crescimento da colonia fortemente aderida ao substrato.

4) FORMACAO DE MICROCOLONIAS Il, OU MATURACAO INICIAL: envolve a
formacdo de redes de hifas compactadas ou micélios. Inicia-se a formacao de
camadas ou feixes de hifas aderidas entre si por substancias poliméricas
secretadas. Além disso, inicia-se a formacdo de canais para penetracdo de
agua, sendo estes formados a partir da repulséo hidrofébica entre as préprias

hifas dos fungos.

5) MATURAQAO OU DESENVOLVIMENTO REPRODUTIVO: formacao dos
corpos de frutificacdo ou conidiéforos e outras estruturas de reproducdo. Inicia-
se o crescimento aéreo das estruturas reprodutivas com a dispersdo de novos

eSsporos.

6) FASE DE DISPERSAO: dispersdo de esporos ou fragmentos do biofilme. As
células que se desprendem podem fixar-se em novo ponto do substrato ou em

outras superficies, reiniciando o ciclo.

A Figura 6 mostra esquematicamente a formacdo do biofilme, destacando as

etapas descritas anteriormente.

Figura 6 — Formagc&o de biofilme por fungos filamentosos

> (iii)

0 > (ii) > (iv)

Fonte: Harding et al. (2009)

De acordo com Burford et al. (2003), os fungos compdem a maior biota presente em
solos e substratos minerais sob determinadas condicbes ambientais, como por

exemplo, baixos valores de pH. Apresentam-se como um grupo dominante quando
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comparado a outros microrganismos como as bactérias. Substratos inorganicos nao
sdo necessariamente favoraveis ao crescimento de fungos, no entanto na presenca
de residuos organicos e inorganicos nas superficies minerais ou, considerando
fissuras no interior do material podem encorajar seu desenvolvimento e de outros

microrganismaos.

2.5.2 Fungos filamentosos

De acordo com Tortora et al. (2012), em 1978 foi desenvolvido por Carl Woerse um
sistema de classificacdo dos seres vivos, com base na organizacdo celular dos
organismos. Sendo assim, o0s seres vivos foram agrupados em trés dominios:

Bacteria, Archae e Eukaria.

Os fungos sao microrganismos que possuem um reino a parte (Reino Fungi), dentro
do dominio Eukaria®, o que demostra a dimensao de sua diversidade. Seu ambiente
natural sdo as plantas mortas presentes no solo, porém seus esporos (células
reprodutivas) podem ser detectados em todos os lugares, em qualquer estacédo do
ano (SEDLBAUER, 2001).

Emprega-se de modo comum, os termos genéricos “mofo” ou “bolor” para descrever-
se colonizacdes de populacbes de fungos filamentosos, considerando diferentes
substratos, incluindo desde alimentos até os mais diversos materiais, como as

argamassas de natureza inorganica (SHIRAKAWA et al., 1995).

S&o0 microrganismos eucariontes, ou seja possuem um nucleo celular definido, onde
estd contido o material genético (DNA), envolto por um envelope especial, a
membrana nuclear. Podem ser unicelulares (leveduras) ou pluricelulares (fungos
filamentosos). Os fungos tém parede celular composta principalmente por uma
substancia chamada quitina. Os fungos mais tipicos sdo os bolores ou fungos
filamentosos. Os bolores formam massas visiveis, o micélio, sendo este composto de
longos filamentos (hifas). Estas hifas possuem, muitas vezes, divisbes formando
unidades celulares, de paredes transversais, denominadas septos. Estes septos

possuem poros que permitem o movimento do citoplasma e até mesmo de organelas

> Dominio em que os organismos possuem o nucleo celular delimitado por membrana.



62

entre as células. Os fungos sdo organismos que obtém energia por meio da absorcao
de solucbes de matéria organica presentes no ambiente (TORTORA et al., 2012;
SAMARANAYAKE, 2012). Possuem tamanhos e estruturas de natureza variavel, de
acordo com os diferentes géneros. Sendo os fungos microrganismos heterotroficos, a
disponibilidade de luz ndo é essencial ao seu crescimento, sendo encontrados
crescendo intensamente em locais com total auséncia de luz (SAMARANAYAKE,
2012).

Conforme Sedlbauer (2001), em contraste com microrganismos como algas e liquens,
os fungos sao capazes de se desenvolver em condi¢cdes ambientais pouco favoraveis,

inclusive com pouca disponibilidade nutricional e baixa umidade disponivel.

Para Garg et al. (1995), UR, temperatura e disponibilidade nutricional s&o
considerados os trés fatores mais importantes na determinacdo do crescimento
bioldgico. Exposicdes prolongadas a valores de UR a partir de 65% sao considerados
suficientes para suportar o crescimento de fungos. Os autores afirmam ainda, que UR
entre 75% e 95% conduzem a germinacao dos esporos de fungos compondo o
micélio. Se a UR for mantida inalterada, as hifas de fungos sao capazes de produzir

novos esporos em um periodo ente 48-72 horas.

O processo de crescimento invasivo das hifas, resultante de pressdes hidrostaticas
(elasticidade no corpo das hifas) condiciona que adquiram o0s nutrientes que
necessitam a partir de diversos materiais solidos. Em substratos pétreos, inicialmente,
as hifas aderem diretamente a superficie a partir de estruturas denominadas
apressorios, entdo, hifas de penetragéo fina se estendem para o interior do material,
através de descontinuidades entre os cristais (zonas mais fracas). A penetragédo
continua percorrendo fissuras e cavidades internas, onde novas colonias se
desenvolvem. Progressivamente ocorre perda de material devido a penetragdo mais
profunda (STERFLINGER, 2000; BURFORD et al., 2003). Fungos que se
desenvolvem em substratos pétreos podem, com frequéncia, ser melanizados
(possuem melanina como pigmento) e potencialmente patogénicos aos seres
humanos (ex.: Aureobasidium pullulans, Cryptococcus sp., Exophiala sp., Phialophora

sp., Cladosporium cladosporioides) (HORRE, R.; HOOG, G.S., 1999).
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Conforme mencionado por Caneva et al. (2000), as hifas dos fungos possuem
diametros entre 1,5-2u e 10-12u. A Figura 7 mostra um exemplo de fungo com hifas

septadas.

Figura 7 — Hifas e esporos de fungo do género Cladosporium

Fonte: GUERRA (2012)

Caneva et al. (2000) e Shirakawa et al. (1995) destacam, ainda, que os fungos podem
ser claramente diferenciados dos organismos vegetais por serem metabolicamente
definidos como heterétrofos, ou seja, sdo incapazes de realizar fotossintese. Sendo
assim, s6 podem obter energia para o seu metabolismo através da disponibilidade de
fontes nutricionais, seja por meio da decomposi¢cdo de nutrientes (comportando-se
como saprofitas), parasitando outros organismos vivos, ou correlacionando-se com

outras formas vivas para garantir sua manutencgao (simbiose).

Sua reproducdo ocorre mediante a producdo de esporos por via sexuada ou
assexuada. Na reproducdo assexuada, em alguns fungos inferiores, todos as hifas
podem se transformar em 6Orgaos reprodutores, denominando-se talo holocarpico.
Deste o6rgdo reprodutor, denominado conidiéforo, sdo liberados os esporos ou
conidios (esporulacao). Estas células sao dispersas no ar e quando encontram um
substrato favoravel podem germinar com o conseguinte desenvolvimento radial de
micélio. Se as condigbes ambientais forem adequadas, sua reproducdo pode ser
imediata. Caso contrario, podem ser retardadas até que sejam atingidas as condicdes
minimas (SHIRAKAWA et al., 1995; SAMARANAYAKE, 2012).

Arroyo (2009) menciona que além da disponibilidade nutricional, os fungos necessitam

para o seu desenvolvimento do atendimento de parametros relativos as condi¢des
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ambientais, tais como umidade e temperatura. Contudo, se estas condi¢cdes séo
adversas para a necessidade dos fungos, eles podem adequar seu desenvolvimento
a condicdes limite, permanecendo em estado latente até que estas condi¢cbes se

tornem favoréveis e seja possivel a retomada de seu crescimento.

Para Sterflinger (2010), nos ambientes externos os fungos e os liguens sdo 0s mais
importantes agentes de deterioracdo em monumentos histéricos e esculturas feitas
em pedra, argamassa ou gesso. Os fungos sdo capazes de produzir uma grande
diversidade de exoenzimas, tais como, celulases, glucanases, lacases, fenolases,

queratinases, mono-oxigenases, entre outras.

As enzimas sao altamente especificas tanto na rea¢éo catalisada como na escolha do
substrato. Cada enzima contém um sitio ativo, parte da molécula na qual ocorre a
combinacdo com o substrato. A atividade enziméatica ocorre em duas etapas, onde,
na primeira, o sitio ativo da enzima combina com o substrato para formar um complexo
enzima-substrato, que em seguida rompe-se para formar os produtos e uma enzima
livre, a qual reage novamente. De acordo com essa teoria, 0 substrato deve ajustar-
se ao sitio ativo da enzima, por isso a especificidade desta (SACKHEIM e LEHMAN,
2001). A Figura 8 mostra esquematicamente a acdo da enzima sacarase quebrando

uma molécula de sacarose.

Figura 8 — Representacdo esquematica da acéo de enzima/substrato
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Fonte: <http://dicionariosaude.com/sacarase/>

Os fungos sao considerados importantes agentes de deterioragdo em minerais
carbonaticos (BURFORD et al. 2003). Considerando as argamassas historicas (até o
inicio do século XX), que possuem como ligantes principais carbonatos de calcio e

magnésio, este tipo de substrato pode estar suscetivel a acdo bioquimica de fungos.
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Em materiais pétreos das edificacdes, principalmente quando expostos ao meio
ambiente, os fungos podem ser 0s mais importantes organismos biodeteriorativos
devido a sua capacidade de erosdo. Dependendo das propriedades fisicas dos
materiais, os fungos podem penetrar no interior de materiais pétreos, como 0s

revestimentos em argamassa (SHEERER et al., 2009).

Experimentos desenvolvidos por Gomez-Alarcén e de La Torre (1994)%, mencionados
por Garg et al. (1995) constataram a formacao de sais, tais como oxalatos de célcio,
ferro, magnésio, etc., utilizando acidos produzidos por fungos em conjuncdo com

arenitos, pedras calcarias e granitos.

O dioxido de carbono (COz2), produzido durante a respiracdo de todos organismos
aerdbios, incluindo os fungos, como resultado da respiracdo, na presenca de agua,
ou mesmo, elevada umidade ambiental, pode converter-se em acido carbbnico. Esse
acido carbbnico € capaz de dissolver o calcio e 0 magnésio dos carbonatos (matriz
compositiva das argamassas historicas), intensificando a deterioracdo dos

revestimentos em argamassa (GARG et al., 1995).

Em seu ambiente natural, os fungos utilizam particulas trazidas pelo vento, chuva ou
do préprio substrato como fontes de célcio para precipitacdo de oxalatos (ORTEGA-
MORALES et al., 2013). O metabolismo destes organismos secreta acido oxalico
(H2C204). Este acido pode reagir com a calcita (CaCOz3), principal constituinte em
argamassas histéricas, resultando na producdo de oxalatos de calcio (CaC204), em
diferentes estados de hidratacao, tais como a whewellite (CaC202.H20) e a weddelite
(CaC204.2H20), muito insoluveis, mas que conduzem a formacéo de eflorescéncia e
consequente deterioragcdo das superficies. A formagdo de oxalatos pode estar
relacionada a um mecanismo de defesa dos fungos, em situacées onde ha excesso
de calcio presente, prevenindo, assim, contra a toxicidade capaz de afetar suas
células (PINNA, 1993; ROSADO et al.,, 2013). A excrecdo de acido oxalico para
formacado de oxalato de célcio, resulta na dissolucdo das paredes dos poros internos
da matriz calcaria, resultando na producédo de solucdes enriquecidas em carbonatos
livres (BURFORD et al., 2003).

6 Gomez-Alarcdn, G. and De la Torre, M.A. The effect of filamentous fungi on stone monuments — the Spanish
experience. In: J. Singh (Ed.), Building Mycology, E & FN Spon, London, p. 295-309, 1994.
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De acordo com Pinna (1993), flmes extensos, uniformes e de coloracdo amarela e
marrom, observadas em muitos revestimentos, possuem COmMO COMPOSICao,

predominantemente o oxalato de célcio.

O oxalato pode ser considerado o metabdlito chave de significativa importancia nas
transformacdes de metais e minerais a partir do desenvolvimento de fungos. O &cido
oxalico é produzido por uma vasta variedade de fungos, incluindo os saprofitas, os
simbidticos e as espécies patogénicas. Este acido, ou mais comumente os sais de
oxalato, podem ser encontrados nas plantas, animais e microrganismos, assim como
nos solos e rochas, bem como nos artefatos culturais constituidos de minerais e nos

materiais de construcdo (GADD et al., 2014).

Conforme Gadd et al. (2014), a producdo de oxalatos estd envolvida na
biodeterioragdo de rochas e substratos minerais, materiais constituidos de lignina e
celulose, como as madeiras, bem como na alteracdo e deterioracdo de materiais

historicos.

A biossintese do &cido oxalico e a formacao de oxalatos, especialmente o de calcio,
€ uma propriedade de varias formas de fungos. O oxalato de calcio pode estar
associado com as estruturas fangicas, tais como as hifas, com seus corpos de
frutificacdo, talos de liquens, sistemas micorrizicos’ no solo, decomposicdo de
biomassa vegetal e de rochas, bem como, no ambiente construido, principalmente em
edificacBes histdricas, quando compostas de rochas minerais naturais ou artificiais
(ARNOTT, 1982; WHITNEY e ARNOTT, 1987; BIRKBY e PREECE, 1988; LAPEYRIE,
1988; ASCASO et al., 1990; JONES et al., 1992; YANG et al., 1993; HORNER et al.,
1995; OYARBIDE et al., 2001; BJELLAND, 2002; SCHILLING e JELLISON, 2007;
PINZARI et al., 2013). A Figura 9 e Figura 10 mostram exemplos de cristais de

oxalatos produzidos por fungos.

7 Micorriza é uma associacdo mutualista n3o patogénica entre certos fungos do solo e as raizes da planta. A
planta, através da fotossintese, fornece energia e carbono para a sobrevivéncia e multiplicagdo dos fungos,
enquanto estes absorvem nutrientes minerais e dgua do solo, transferindo-os para as raizes da planta,
estabelecendo uma simbiose (ANTONIOLLI e KAMINSKI 1991).
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Figura 9 — Oxalatos secundérios produzidos por diferentes fungos apos transformag8es minerais de silicato de
zinco e sulfeto de zinco presentes em amostras: a) Oxalato de calcio produzido por fungo Beauveria caledonica
(50 um); b) Oxalato de zinco produzido por Aspergillus niger (50 pm); ¢) Oxalato de zinco produzido por Serpula

Himantioides (20 pm)

(b)
Fonte: (GADD et al., 2014)

Figura 10 — Cristais de oxalato de célcio produzido pelo crescimento de fungos: a) 100um; b) 50um; c) 10um

(b)
Fonte: (GADD et al., 2014)

A Figura 11 mostra imagens, em microscopia Optica de luz polarizada, da presenca
de micélio associado a cristais de oxalato de célcio em amostras de madeira do tipo
acacia.

Figura 11 — Micélio de fungos associado a cristais de oxalato de calcio: a) Micélio hialino de fungo associado a

cristais de oxalato de calcio (microscépio dptico — 75x); b, ¢) cristais bipiramidais entrelagados (microscopia
eletrdnica - 10um)

Fonte: (OYARBIDE; OSTERRIETH; CABELLO, 2001)

Na Figura 11(a) é possivel visualizar os cristais associados a um micélio hialino. Na
Figura 11(b), alguns cristais individualizados, depositados sobre as estruturas
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filamentosas do fungo (hifas) e na Figura 11(c), rosetas, formadas pela interseccéo
dos cristais de oxalatos. Estas analises foram desenvolvidas por Oyarbide et al.,
(2001).

Sedlbauer (2001) realizou um extenso trabalho para investigar as espécies de fungos
recorrentes em materiais construtivos na Alemanha. Em seu trabalho, disp6e de uma
relacdo, onde foram prospectadas e identificadas cerca de 200 espécies. Nesta
relacdo foram considerados fungos identificados por diferentes autores, bem como
apontado, dentro de uma classificacdo, o nivel de risco com relagdo a saude de

pessoas expostas a estes microrganismos.

No Brasil, varios fungos ja foram identificados em trabalhos desenvolvidos em
diferentes regides do pais, em diferentes materiais construtivos, tanto em ambientes
exteriores quanto interiores. No entanto, a grande maioria dos trabalhos utilizou o
meétodo de coleta superficial com isolamento em microcultivo. Este método permite
identificar fungos presentes nas superficies ou ambientes analisados e possibilita o
acompanhamento do crescimento das diferentes espécies, mas nao necessariamente
permite correlacionar as alteragbes presentes no material com os microrganismos

identificados na mencionada metodologia.

Dos fungos identificados nos trabalhos nacionais, sob um ponto de vista qualitativo,
sem considerar o local de incidéncia (interior e exterior) ou caracteristicas climaticas,
percebe-se a ocorréncia frequente dos géneros Aspergillus, Cladosporium e
Penicillium. Estes também s&o fungos frequentemente mencionados na literatura
(GAYLARDE e GAYLARDE, 2005; STERFLINGER, 2010; JOHANSSON et al., 2012;
MICHAELSEN et al., 2013), entre outros.

A norma internacional ASTM D3273 indica, para a avaliagcdo da resisténcia de
materiais construtivos ao crescimento de fungos, a utlizacdo dos fungos
Aureobasidium pullulans, Aspergillus niger e Penicillium. No entanto, é preciso
considerar que as variagdes microclimaticas e ambientais séo fortes condicionantes a
diversidade fungica. Sendo assim, € sempre importante realizar a caracterizacéo e
identificacdo da microbiota local. Desta forma, embora, exista a indicacdo por norma
da utilizacdo destes trés fungos, é necessario considerar 0S microrganismos

caracteristicos de cada localidade.
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A Tabela 1 apresenta uma relacéo dos principais géneros de fungos identificados na

pesquisa nacional.

Tabela 1 — Fungos verificados em alguns trabalhos desenvolvidos no Brasil

GENEROS DE
FUNGOS

REFERENCIA

SILVA
(2009)

Santa
Maria - RS

PEREIRA
(2012)

Santa
Maria - RS

SOBRINHO SANTOS SHIRAKAWA SHIRAKAWA SHIRAKAWA
(2008) (2011)  etal. (1997) etal. (1999) et al. (2002)

Pitangueiras  Salvador - Sdo Bernardo
-SP BA Sdo Paulo-SP  docampo-SP  Sdo Paulo - SP

GUERRA
(2012)

Pelotas —
RS

Acremonium
Alternaria
Arthrinium
Aspergillus
Candida
Cladosporium
Curvularia
Fusarium
Geotrichum
Helminthosporium
Monascus
Penicillium
Paecilomyces
Papularia
Peyronellaea
Pithomyces
Phialophora
Phoma sp
Tripospermum
Trichoderma
Epicoccum
Aureobasidium
Ulocladium
Nigrospora
Rhizopus
Syncephalastrum

2.6 CARACTERIZACAO DOS AGENTES BIOLOGICOS

A identificacdo dos microrganismos envolvidos na biodeterioracdo dos materiais é 0

primeiro passo para o entendimento dos efeitos resultantes deste processo. Em um

segundo momento, faz-se necessario verificar a quantidade e extensdo do
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crescimento, bem como a atividade vital dos organismos envolvidos. O terceiro
momento envolve utilizar estas informacdes de modo a formular estratégias para a
conservacgao e protecao dos materiais (ETTENAUER et al., 2014; MIHAJLOVSKI et
al., 2014).

A caracterizacao dos agentes biologicos, portanto, envolve ndo apenas a identificacédo
dos microrganismos, mas a analise do fenbmeno com um todo, correlacionando seu
crescimento, os produtos de seu metabolismo em interagdo com o substrato e os

fatores exteriores envolvidos, resultando na biodeterioragéo.

Existe uma variedade de técnicas que podem ser utilizadas para quantificar e
identificar as comunidades microbianas que colonizam materiais pétreos (sendo estes

naturais, ou fabricados pelo homem, tais como argamassas e concretos).

Primeiramente deve ser definido o método de coleta das amostras, considerando o
tipo de andlise a ser realizada. Alguns métodos ndo destrutivos correspondem a
raspagem ou a coleta superficial, com auxilio de swab® ou fita adesiva, do crescimento
no material contaminado para posterior cultivo, isolamento e identificacdo. Os
métodos destrutivos envolvem a coleta de pequenos fragmentos do material, feito de
modo asséptico, para posterior fragmentacdo e crescimento em meio nutricional.
Estas amostras também podem ser utilizadas para observacdo em microscopio
eletrbnico, além de outras analises (MIHAJLOVSKI et al., 2014).

A metodologia tradicionalmente utilizada para identificagdo de fungos que colonizam
0S materiais consiste no microcultivo e identificacdo através da microscopia. Este
método proporciona muitas vantagens sob o ponto de vista da investigacao fisiologica
do fenbmeno, bem como pode permitir uma analise qualitativa e aproximacgao

quantitativa dos microrganismos no material investigado (ARROYO, 2009).

Para Pinzari et al. (2011), o exame direto de superficies com o auxilio de microscopios,
ou a analise de fitas adesivas usadas para obtencdo de amostras em areas afetadas,
podem algumas vezes fornecer informacbes prévias importantes. A correta

identificacdo e caracterizacdo dos microrganismos podem, em determinadas

& Haste flexivel com algodao
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circunstancias, ajudar a identificar, inclusive, a origem do problema e, portanto,

direcionar medidas eficientes de controle.

De modo relativamente recente, em se tratando de analise de materiais construtivos,
se passou a verificar que a melhor resposta para a questdo da identificacdo dos
agentes causadores do fendmeno da biodeterioracdo pode vir de métodos de
diagnéstico com base na biologia molecular. A andlise da etiologia e a identificacédo
do agente responséavel por quaisquer danos observados em materiais podem ser
proporcionadas diretamente por extracdo e andlise da informagdo genética dos

organismos nocivos (PINZARI et al., 2011).

O método tradicional do microcultivo consiste basicamente na coleta de amostras,
isolamento e incubagdo em meios de cultura devidamente selecionados de acordo
com o0 agente a que se quer identificar e disposicdo em ambiente climatizado com
condicbes ideais de umidade relativa e temperatura por tempo determinado.
Visualizado o crescimento, sdo realizadas analises para identificacdo utilizando a
caracterizacdo morfolégica e a microscopia, principalmente. Este método permite o
desenvolvimento de uma andlise qualitativa, através da identificacdo de diferentes

colénias de fungos.

Também é possivel realizar uma estimativa aplicada aos organismos cultivaveis. Em
microbiologia, existem algumas técnicas bastante usuais, tais como, a técnica de
contagem de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) por grama de material ou por
unidade de volume. A Norma Técnica da Companhia Ambiental do Estado de Séo
Paulo, CETESB L5.201 (2006), baseia-se no principio de que, em condi¢cdes
adequadas de nutricdo, temperatura e tempo de incubacdo, 0S organismos
heterotrofos viaveis presentes na amostra, com capacidade de desenvolvimento em
tais condicbes, formam coldnias observaveis apos o periodo de incubacéo. Sendo
assim, sdo inoculados em placas de Petri, volumes decimais adequados da amostra
a analisar, adicionando-se, a seguir, meio nutricional préprio para fungos ou bactérias,
por exemplo. Apos o periodo adequado de incubacéo é feita a contagem com o auxilio
de um contador de col6nias. Realizada a contagem o calculo final serd expresso em

UFC/g ou mL, levando-se em conta a diluicdo adotada na amostragem.
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Esta quantificacao permite avaliar o nivel de infestac&o tanto com relacdo ao potencial
degenerativo de determinados substratos quanto pode indicar o nivel de
contaminac&@o do ar em ambientes, revelando se h& ou ndo algum risco a saude de

seus habitantes.

Na Europa, o limite proposto para ambientes publicos com relacdo a UFC/m3 é
determinada em 5000 UFC/m3 para a concentracdo total no ar, tanto para fungos
quanto para bactérias. Levando em consideracdo a contaminacdo em materiais,
principalmente colecbes e acervos, na Frangca, autores sugerem que esta
concentracdo ndo deveria exceder 100-120 UFC/m3 (KARBOWSKA-BERENT et al.,
2011).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Resolu¢do — RE n°9
de janeiro de 2003, recomenda que o valor maximo para contaminag¢ao microbiolégica
em ambientes climatizados de uso publico e coletivo deve ser menor ou igual a 750
UFC/m3 de fungos, com uma relacdo I/E (quantidade de fungos no ambiente

interior/exterior) menor ou igual a 1,5.

Com relagdo a contaminacdo de materiais construtivos, no Brasil, verificou-se a
existéncia da norma da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas NBR 14941
(ABNT, 2011) que descreve um método de avaliacdo para a resisténcia de tintas e
vernizes quanto ao crescimento em especifico do fungo Aspergillus niger, podendo
ser estendida para analise de outras espécies de fungos. A norma baseia-se na
inoculacdo controlada de esporos e verificacdo visual do crescimento em amostras

incubadas em tempo pré-determinado.

Shirakawa; Cincotto; Gambale (1999) propuseram a padronizagdo de um teste
acelerado para avaliacédo da resisténcia de argamassas de revestimento de interiores
ao crescimento de fungos. A partir do isolamento de fungos em revestimentos e
inoculacdo em amostras moldadas em laboratorio, expostas as condicdes
microclimaticas ideais, é avaliada a pré-disposi¢cdo ou resisténcia do substrato ao

crescimento.

Para o desenvolvimento de analises de microrganismos através do cultivo e posterior

identificacdo e quantificacdo faz-se necessaria a selecdo de um meio nutricional
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compativel com a analise a ser realizada. Existem inUmeros meios nutricionais
indicados pela bibliografia e aplicados em diversas pesquisas para investigacdo de
diferentes microrganismos. Tais como Malt Extract Agar (MEA) para fungos (POLIZZI
et al., 2011); (STERFLINGER, 2010); Dichloran 18% glycerol (DG18) e o Dichloran
Rose Bengal Chlortetracycline (DRBC) para fungos (STERFLINGER, 2010); Blood
trypticase soy agar (blood TSA) para bactérias (KARBOWSKA-BERENT et al., 2011);
Meio Knop Modificado (MKM) para bactérias e fungos (BARRIONUEVO, 2004; KIEL,
2005; SHIRAKAWA et al., 2002; KURTH, 2008); Thornton (Th) para bactérias (KIEL,
2005; SHIRAKAWA et al.,, 2002; KURTH, 2008); Potato Dextrose para fungos
(KURTH, 2008); Sabouraud Dextrose Agar para fungos (SANTOS, 2008; SOBRINHO,
2008; LONGO et al., 2013, SHIRAKAWA et al., 2010).

Complementar ao método tradicional do microcultivo, demonstra-se importante o uso
de métodos moleculares de analise. O advento da biologia molecular consolidou-se
no século XX. A Reacao de Cadeia de Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain
Reaction) foi desenvolvida nos anos 80 por Kary Mullis, que recebeu em 1994 o
prémio Nobel e sua descoberta resultou em enormes beneficios para o meio cientifico.
O PCR, através da utilizacdo da enzima DNA-polimerase, possibilita a sintese de
fragmentos de DNA?®. Esta enzima é a mesma que participa da replicacdo do material
genético nas células e € capaz de sintetizar uma sequéncia complementar no ponto

escolhido para o inicio da sintese (Figura 12).

Esta € uma técnica simples de copia de partes de DNA em laboratorio, com a
utilizacdo de reagentes. O numero de copias a partir de um fragmento cresce
exponencialmente, sendo possivel obter 100 bilhdes de cépias em apenas algumas
horas (MULLIS, 1990). Apos a amplificacdo das cadeias por PCR é possivel o
sequenciamento genético e identificacdo de espécies por comparagcdo em banco de

dados de organismos ja descobertos e descritos.

9 Acido Desoxirribonucleico — Deoxyribonucleic Acid (DNA), cadeia composta de quatro desoxinucleotideos:
desoxiguanosina (A), Desoxitimidina (T), Desoxiguanosina (G) e Desoxicitosina (C). O sequenciamento destas
bases codifica a informacgdo genética de cada ser vivo (MULLIS, 1990).
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Esta replicacéo é possivel desde que um pequeno fragmento, denominado iniciador,
ou, do inglés primer, ja esteja ligado a uma das cadeias do DNA (NOVAIS e PIRES-
ALVES, 2004).

Figura 12 — Processo ciclico da PCR

Cadeias-alvo & primer anexos Extens3o dos primers para fazer
copias dos alvos

Cicla 1

Ciclo 2

Ciclo 3

Ao infinito
Fonte: Traduzido de Mullis (1990)
Com base na Figura 12 verifica-se 0 processo ciclico de quebra das cadeias-alvo de

DNA, através do uso de primer especifico e sua extenséao, realizando copias dos alvos.

Complementar a mencionada metodologia tradicional, o método molecular vem sendo
aplicado a investigacdo de materiais sujeitos a biodeterioracdo. As técnicas
moleculares possuem como vantagem a especificidade proveniente do
sequenciamento de &cidos nucleicos para a identificacdo de microrganismos.

Técnicas com base em reacdo em PCR e genotipagem vém sendo desenvolvidas e
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adaptadas para o reconhecimento e identificacdo de comunidades microbianas,
inclusive, em materiais historicos (ETTENAUER et al., 2014).

Com base na utilizacdo de métodos considerados tradicionais, sabe-se que apenas
cerca de 10% da populacao fungica presente na natureza pode ser cultivavel. Desta
forma, técnicas moleculares podem ser aplicadas com o objetivo de identificacdo de
organismos sem a necessidade de cultivo, permitindo a extracdo de DNA diretamente
das amostras. A eficiéncia do método envolve a lise celular, quantidade e qualidade
dos &cidos nucleicos extraidos, bem como a pureza do DNA. Considerando como
substrato para analise os materiais construtivos, estes podem ser comparaveis aos
solos e sedimentos devido a complexidade de sua composicdo. Estes substratos
contém varias substancias que sdo extraidas conjuntamente com o DNA, tais como
metais pesados, pigmentos, acidos e aditivos quimicos. A remocdo destas
substancias € um dos passos criticos para uma extracdo de DNA bem-sucedida e
depende de kits especificos, sendo ainda aplicada de modo bastante restrito aos
materiais de construcdo (ETTENAUER, J. D, et al., 2012). Este método permite a
extracdo global dos microrganismos presentes nas amostras. Posteriormente é
seguido um protocolo especifico para realizacdo do PCR, com a amplificacdo de
regides especificas para fungos, bactérias ou outros microrganismos, permitindo sua

identificacdo através do sequenciamento genético.

2.7 TRATAMENTO DE SUPERFICIES HISTORICAS QUANTO A
BIODETERIORACAO POR MICRORGANISMOS

De acordo com La Russa et al.,, (2014), no processo de intervencdo para a
conservacgao dos materiais historicos, € comum a aplicacao de a¢les estratégicas que
envolvem basicamente: a remoc¢éo de alteracdes, tais como depdsitos, incrustagdes,
agentes bioldgicos, entre outros; a consolidacdo de elementos através da aplicagéo
de produtos de natureza organica ou inorganica; a selagem de fissuras com materiais
compativeis de modo a ndo comprometer a estabilidade e a aparéncia estética; e por
altimo, a aplicacdo de biocidas, com ou sem associagcdo com agentes protetivos e

consolidantes com o objetivo de prevenir futuras colonizagdes.
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O uso de biocidas vem sendo largamente discutido no ambito da pesquisa. Pesquisas
em diferentes areas do conhecimento, observam que aspectos como, tipo de biocida,
espectro de abrangéncia de microrganismos, forma de aplicacdo, bem como a
concentracéo utilizada, afetam diretamente o desempenho esperado.

Segundo (HARDING, 2009) verifica-se, ainda, uma baixa eficiéncia dos biocidas e

antibioticos contra os microrganismos quando estes estdo sob forma de biofilme.

Santos (2011) avaliou a eficacia de dois biocidas tradicionalmente aplicados em
edificacdes historicas, Timol1® e Preventol BP 11 e uma mistura de biocidas na
proporcao 1:1 de sulfato de cobre com sulfato de zinco contra bactérias e fungos em
monumentos historicos na Bahia. O autor concluiu a eficacia dos trés biocidas,
contudo apontou restricbes relativas a toxicidade ao ser humano, descrevendo
sintomas como irritagdo nos olhos e no nariz durante a manipulacdo dos produtos,
além do forte odor. Além disso, mencionou questdes referentes ao elevado custo dos
produtos, bem como a necessidade de verificacdo quanto a compatibilidade com os
materiais histéricos. Foi retomada ainda a questéo referente ao controle dos fatores
que favorecem o desenvolvimento microbiolégico, considerando que embora

possuam efeito residual, a manutencao preventiva ndo pode ser dispensada.

Kiel (2005) destaca que o uso de biocidas pode, ainda, agir prejudicando os objetos
ou materiais a serem preservados, além do fato de sua acdo ser restrita a alguns
microrganismos, permitindo que os que ndo foram destruidos se desenvolvam de

forma acentuada. Ha, ainda, uma restricdo com relacéo a contaminacdes ambientais.

Portanto, os métodos tradicionalmente reconhecidos para o tratamento da
biodeterioragcdo apresentam algumas limitagdes, tais como mencionados, tempo
limitado de acdo, dificuldade de abrangéncia, visto que é bastante comum a
ocorréncia de diversos microrganismos envolvidos no fendmeno, além das questbes

de toxicidade ao ser humano.

10 Timol: isopropil-meta-cresol. Cristais brancos, soliveis em alcool, éter e cloroférmio. Ligeiramente soltvel
em ‘gua. Antioxidante. Moderadamente téxico. Ag¢ao fungicida (CALVO, 1997).

11 Composto a base de sal de amdnio quaternério — composto orgénico nitrogenado, empregue como
desinfetante e fungicida (CALVO, 1997).
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2.7.1 Aplicacdo de didxido de titanio como alternativa a recorréncia da

biodeterioracéo por fungos

Tendo em vista a frequente recorréncia e dificuldade de controle de manifestagdes
patolégicas, como as relacionadas ao crescimento bioldgico, novas pesquisas voltam-
se ao desenvolvimento tecnolégico de produtos capazes de promover maior
resisténcia aos materiais quanto a biodeterioracdo, prevenindo e poupando-os de

desgastes constantes com limpezas ou mesmo remogoes.

Principalmente a partir da udltima década, a pesquisa vem estudando o uso da
nanotecnologia aplicada em diferentes areas relacionadas a conservacdo do
patriménio cultural, em nivel mundial (DEI; SALVADORI, 2006; PARAMES, 2008; LIU
et al., 2009; RUFFOLO et al., 2010; DI SIMONI, 2012; GUTAROWSKA et al., 2012;
LUCAS et al., 2013; SHIRAKAWA et al., 2013; MUNAFO et al., 2014), entre outros.

O termo nano se refere aos materiais que apresentam dimensdes inferiores a 100nm.
Estes materiais, em funcdo da sua reduzida dimensao, apresentam elevada area
superficial com relacdo ao volume de material. Esta caracteristica favorece a
ocorréncia de uma gama de atividades relacionadas a sua superficie, tais como
adsorcao, taxa de reacdes e condutividade elétrica, quando comparadas a outros

sistemas de mesma massa (DE FILPO et al., 2013).

O desenvolvimento dos nanomateriais tém aberto grandes possibilidades em
diferentes areas cientificas, desde a fisica, quimica, biologia, geologia, medicina ou
engenharia, fornecendo aos materiais novas propriedades, tanto em nivel funcional
guanto estrutural. Nas ultimas décadas intensificou-se a pesquisa com esta tematica,
inicialmente limitada aos setores aeroespaciais e biomédicos, passando em seguida
a ser amplamente estudada quanto sua aplicacdo aos materiais das edificagdes,

principalmente em nivel internacional (DI SIMONI, 2012).

Ainda de acordo com Di Simoni (2012), também no campo da restauracdo, as
aplicacdes de nanomateriais sdo numerosas, demonstrando-se como novos produtos
capazes de melhorar as propriedades de protecéo e consolidagcao dos materiais, com
vantagens, inclusive, muito superiores aos tratamentos tradicionais. A utilizacdo de

particulas nanométricas, através de suas caracteristicas quimicas e estruturais,



78

especificamente quando em contato com as superficies, sdo capazes de produzir
reacbes com 0s constituintes dos proprios materiais, modificando-os. A
nanotecnologia proporciona, assim, a possibilidade de aplicagdo como tratamentos
especificos nos materiais historicos, podendo melhorar a penetragdo, favorecer a
hidrorrepeléncia dos materiais, aumentar a coesao de seus componentes, evitar a
colonizac&o de microrganismos e, por fim, aumentar a durabilidade ou capacidade de

resisténcia quanto aos agentes de deterioragao.

O uso de fotocatalisadores nanométricos, como o TiO2, vem despertando o interesse
cientifico a varias décadas. Conforme Fujishima; Zhang; Tryk (2008), a fotocatalise é
compreendida, de um modo geral, como a catalise de reacfes fotoquimicas em uma
superficie solida, usualmente um semicondutor. Neste processo, ha, pelo menos, a
ocorréncia de duas rea¢fes simultaneas, a oxidagao, através da geracao de lacunas,

e a segunda, envolvendo a reducao, através da fotogeracéo de elétrons.

Revestimentos com propriedades fotocataliticas podem apresentar uma série de
funcionalidades, tais como, autolimpeza, acdo biocida e de purificacdo do ar. Existem
muitos fotocatalisadores, como por exemplo, Oxido de zinco (ZnO), Sulfeto de cadmio
(CdS) e Tridxido de tungsténio (WOs). No entanto, o TiO2 destaca-se como um dos
mais estudados na atualidade devido a vantagens como estabilidade quimica, relativo
baixo custo e baixa toxicidade (VICENT et al., 2011).

Ramirez e De Belie (2011) destacam que em 1996 foram desenvolvidos, em
laboratorio, os primeiros experimentos com a utilizacdo do TiO2 em materiais
cimenticios para aquisicdo de propriedades autolimpantes. Tal estudo visava a
avaliacdo da habilidade autolimpante em um projeto para a igreja “Dives in
Misericordia” (Roma, Italia). Os resultados promissores impulsionaram outros
pesquisadores a desenvolver novas pesquisas, resultando na aplicacdo do TiO2 em
algumas outras edificagdes, principalmente na Europa e Asia. No entanto, os autores
afirmam que mesmo sendo a Europa pioneira neste tipo de analise com os bons
resultados da utilizagdo do TiO2 em revestimentos cimenticios das edificagdes, esta
tecnologia ainda € pouco popular. Com relacdo a sua efetividade contra ao
desenvolvimento de microrganismos, salientam que, considerando a magnitude do

crescimento bioldégico em muitos materiais construtivos e a jA comprovada efetividade
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do TiO2 contra espécies de algas e bactérias, ainda sdo poucos os trabalhos
desenvolvidos considerando os materiais construtivos e outros diversos agentes

bioldgicos.

A fotocatalise, através do TiOz2, induz a ocorréncia simultadnea de dois fenbmenos, a
decomposicdo oxidativa dos depdsitos organicos e a superhidrofilicidade, conforme
Figura 13 (OHAMA e VAN GEMERT, 2011). A superhidrofilicidade traduz-se como a
capacidade de reduzir o angulo de contato entre uma gota d agua e uma superficie,
formando um filme protetor (LA RUSSA et al., 2014).

Figura 13 — Dois fendmenos simultaneos a partir da fotocatalise

LUZ

Poder de decomposigao Superhidrofilicidade
oxidativa

Oxigénio|ativo T
" : H:0 - atracdo (-OH)

T
@O
+, .+

>

-OH¢—H:0
-OH¢—H:0 !

O: H20

-OHé—H:0
-OH¢—H:0
-OHé—H:0
-OH¢—H:0
-OH¢—H:0

-OH€é—H:0

TiO» ¥

Base material
Fonte: Traduzido a partir de Ohama e Van Gemert (2011)

De acordo com a Figura 13, o poder de decomposi¢éo oxidativa através da fotocatalise
devido ao oxigénio ativo consiste do forte efeito de decomposi¢édo da matéria organica
a partir dos radicais hidroxila (OH") e ions superdxidos (O2’). A superhidrofilicidade

fotoinduzida é devido a atratividade entre a agua e os grupos hidroxila.

Feltrin et al. (2013) explicam que no TiO2, cada atomo de titanio esta rodeado por 6
atomos de oxigénio e cada atomo de oxigénio por trés atomos de titanio. Sendo assim,
cada atomo de titanio € envolvido por um octaedro distorcido de oxigénio. Os elétrons
presentes nas Orbitas mais externas dos atomos sao denominados elétrons de
valéncia. A érbita do elétron mais distante do nucleo configura, portanto, a banda de

valéncia, sendo a que contém maior nivel de energia. A banda exterior a esta &
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referida como banda de conducéo. A energia existente entre a banda de conducéo e
a banda de valéncia, chamada de o bandgap, comporta-se como uma barreira a ser
transposta pelos elétrons, permitindo que saltem de uma banda a outra. A quantidade
necessaria para que ocorra o salto de elétrons é denominada energia de bandgap

(Ebg).

A fase rutilo possui um menor bandgap (3,0eV), correspondendo a um comprimento
de onda de A=413nm. Ja a fase anatase possui um maior bandgap de ativacédo, 3,2eV,
com comprimento de onda A=388nm (FELTRIN et al., 2013). Ambas as fases
possuem bandgaps proximos aos limites de comprimentos de onda para radiacéao
UVA (320-400nm) e luz visivel (400-700nm), os valores para A € EpgSéo inversamente
proporcionais, sendo assim, se for elevado o valor de comprimento de onda ocorrera
uma reducao da energia de bandgap. Desta forma, comprimentos de onda menores
gue 388nm sdo os mais indicados para a ativacdo do TiO2. Conforme Foster et al.

(2011), aproximadamente 385nm.

De acordo com Longo et al. (2013), a fase anatase exibe alta estabilidade e alta
atividade fotocatalitica, sendo, portanto, a mais utilizada para este fim. Ocorrendo o
bandgap no momento em que saltam os elétrons da banda de valéncia, formam-se
lacunas (do inglés, holes), com carga positiva, correspondendo ao numero de elétrons
gue saltaram para a banda de conduc¢éo. Para Feltrin et al. (2013), o TiO, diferente
de outros semicondutores, embora fotoexcitado, mantém-se altamente estavel, razao

gue o torna um excelente fotocatalisador.

Para La Russa et al. (2014), além da oxi-reducdo de compostos organicos, o TiO2
pode ser utilizado contra diversos microrganismos, dentre eles bactérias, fungos e,

até mesmo virus.

A fotocatélise, assim, caracteriza-se como um processo oxidativo avancado (POA),
apresentando diversas aplica¢cfes devido a geracao de espécies oxidantes fortes. Sua
utilizag&o vai além da aplicacdo em superficies para promocao de autolimpeza, sendo
largamente utilizada para descontaminacdo de agua, degradacdo de corantes e

poluentes em efluentes liquidos, purificacdo do ar, entre outros (FELTRIN et al., 2013).
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De acordo com La Russa et al. (2014), a eficiéncia com relagdo aos microrganismos
se da pela competicéo entre a recombinacao (nhano-segundos) de cargas carregadas,

foto-excitadas e elétrons e a transferéncia destes para o interior das células.

Longo et al. (2013) relatam que as pesquisas relacionadas ao potencial antimicrobiano
do TiO2 sempre associam ao radical OH" a agao toxica contra 0os microrganismos. No
entanto, mencionam que ainda ha muitas davidas com relacéo a esta afirmacao, visto
que nas reacdes de fotocatalise, além do OH®, sdo geradas outras espécies de
oxigénio ativo, tais como, anions superéxido (O’2), radical perhidroxila (HOO") e
peroxido de hidrogénio (H202), formados na superficie do fotocatalisador. Estas
espécies sdo bem conhecidas pela sua interacdo com agentes biologicos e
decomposicao de moléculas organicas. Reconhecendo que 0s organismos sao muito
mais do que simples moléculas, os efeitos antimicrobianos dos fotocatalisadores
envolvem um longo espectro de interacdes com estes microrganismos. A producéo
de oxigénio reativo é responsavel pela peroxidacdo dos componentes fosfolipidicos
que compdem a membrana celular dos organismos. A peroxidacdo do lipidio
(exemplificada com o radical OH") é representada esquematicamente na Figura 14. O
aumento da permeabilidade celular, provocada por esta reacdo, permite a saida de

componentes do interior da célula, resultando, assim, na morte celular.

Figura 14 — Representagdo esquematica do inicio da reagdo em cadeia de peroxidagdo dos componentes
fosfolipidicos

Inicio LH + OH° — L'+ H,0
Propagagio [+ 0, — LOO*

Propagagio |y 4 100° — L'+ LOOH
Fonte: (GUARATINI; MEDEIROS; COLEPICOLO, 2007)
De acordo com o esquema da Figura 14, a reacgao inicia com o “sequestro” de
hidrogénio do acido graxo polinsaturado (LH) da membrana celular. Este “sequestro”
pode ser realizado pelo OH’, com a formacdo de L° (radical lipidico). Na primeira
reacao de propagacao, o L' reage rapidamente com o Oz, resultando em LOO" (radical
peroxila), que por sua vez, sequestra novo hidrogénio do acido graxo polinsaturado,

formando novamente L° na segunda reagdo de propagacdo. O término da
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lipoperoxidacdo ocorre quando os radicais (L° e LOO®) produzidos nas etapas

anteriores propagam-se até destruirem a si proprios, resultando na morte celular.

No caso dos fungos filamentosos, em andlise neste estudo, sabe-se que além da
membrana celular, estes possuem uma parede celular, composta por quitina. A
interacdo entre a reacdo de fotocatélise e as células de fungos, ainda nédo foi
suficientemente investigada. Giannantonio et al. (2009) verificou a inibicdo do
crescimento de fungos em amostras cimenticias compostas com TiOz, entretanto
notou que uma espécie de fungo, o Trichoderma asperellum, foi capaz de sobreviver
e recolonizar a amostra, 0 que demonstra que a efetividade do fotocatalisador pode
ter diferentes comportamentos perante as diferentes espécies e seus mecanismos de

defesa nos diversos substratos.

A atividade antimicrobiana do TiO2 ativado por incidéncia de luz UVA, segundo Foster
et al. (2011), foi demonstrada de modo pioneiro por Matsunaga e colaboradores na
década de 80 (Matsunaga et al., 1985). A partir deste momento, outros trabalhos
relataram o uso da fotocatalise para destruicdo de bactérias, fungos, algas,
protozoarios e virus, bem como toxinas microbianas (FOSTER et al., 2011).

Fonseca et al. (2010) realizaram testes com TiO2 na forma nanocristalina anatase,
particulas com 20nm, aproximadamente, em comparacdo com dois biocidas
tradicionais, Biotin T!? e Anios!®. Foram desenvolvidas duas etapas, uma em
laboratério, através da aplicacdo do produto como revestimento ou misturada na pasta
de argamassa. As amostras foram inoculadas com cianobactérias. A segunda etapa
correspondeu a aplicagdo direta em fachadas de edificagcbes com a ocorréncia de
biodeterioracdo. Os autores verificaram que para as duas analises, laboratorial e in
situ, o TiO2 é mais eficiente como agente biocida que os dois outros produtos

convencionais. O experimento foi realizado com duracéo entorno de quatro meses.

12 Bjocida comercial que possui alkyl-benzyl-dimethyl-ammonium chloride e isopropyl alcohol como principio
ativo (FONSECA et al, 2010).

BMistura de n,n-didecyl-n-methyl-poly(oxyethyl) ammonium propionate com alkyl-propylene-
diamineguanidium acetate (FONSECA et al, 2010).
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Di Simoni (2012) destaca a acdo antimicrobiana do TiO:2 através da eliminacdo de
bactérias e depositos de natureza organica. A autora avaliou também a propriedade
antifangica do fotocatalisador sobre substratos de marmore e pedra natural calcéaria
contra o fungo Aspergillus niger, observando que o tratamento superficial com o

fotocatalisador, exposto ao ambiente natural, inibiu o crescimento deste fungo.

Em trabalho desenvolvido por Markowska-Szczupak et al. (2015) verificou-se a
efetividade do fotocatalisador TiO2 como antifingico, testado em in6culos de S.
apiospermum (ZUT11), P. ellipsoidea (ZUT12), S. aurantiacum (ZUT4), A. flavus
(ZUT2), P. boydii (ZUT25) e A. versicolor (ZUT130) em placas de Petri. Os dois ultimos
fungos, em comparacdo com os demais, mostraram maior resisténcia ao produto. Este
estudo demonstrou a variabilidade da eficacia do fotocatalisador com relagdo aos
diferentes agentes, reforcando a importancia da verificacdo de sua eficiéncia quanto

ao maior universo possivel de microrganismos capazes de provocar a biodeterioracao.

Considerando, portanto, o que menciona o referencial tedrico quanto ao diferentes
niveis de efetividade do TiO2 com relagcdo a diversidade fungica e que os estudos
mencionam sua eficiéncia principalmente contra bactérias, sendo ainda poucos os
trabalhos desenvolvidos com relacdo aos fungos, a seguir serdo descritos 0s
principais métodos de andlise adotados nesta pesquisa para a caracterizacdo dos
materiais histéricos, bem como dos fungos filamentosos a serem identificados e sua

interacdo com o fotocatalisador TiOx2.

O trabalho foi estruturado em duas fases. Em um primeiro momento foi feita a
caracterizacao fisico-quimica de revestimentos em argamassas de uma edificacao
histérica, bem como a prospeccao, identificacdo e estimativa de fungos filamentosos

presentes nos substratos analisados.

Em uma segunda fase foram desenvolvidas analises em condi¢des controladas, a
partir de amostras confeccionadas em laboratério, considerando os dados obtidos e
os fungos isolados na primeira etapa para avaliacdo da eficiéncia do fotocatalisador

com relacdo ao crescimento bioldgico.
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3 PROGRAMA EXPERIMENTAL

Considerando os objetivos da presente pesquisa, 0 programa experimental deste
trabalho foi estruturado em duas fases principais. Em um primeiro momento foi feita a
selecéo de uma edificacao histérica representativa do estudo. A partir do estudo desta
edificacdo, da analise ambiental, da caracterizacdo das argamassas de revestimento,
do isolamento e identificacdo dos fungos filamentosos mais frequentes, foi realizada
a Fase 2. Nesta segunda etapa foram moldadas amostras de argamassas com
propriedades e caracteristicas semelhantes as verificadas na Fase 1. As amostras
foram inoculadas com os fungos filamentosos isolados e selecionados na edificacédo
histdrica para verificacdo da eficiéncia do fotocatalisador em estudo, o TiO2. Cada uma
das etapas envolvidas nas duas fases propostas é detalhadamente apresentada nos

subcapitulos a seguir.

A Figura 15 mostra esquematicamente a estruturacao das duas fases apresentadas.

Figura 15 — Fluxograma do programa experimental
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3.1 FASE 1- ESTUDO DA EDIFICACAO HISTORICA - CASA GODOY

A Fase 1 deste trabalho envolveu a sele¢éo e estudo de uma edificagdo historica para
caracterizacdo e analise microclimética, biolégica e dos materiais (argamassa de

revestimento).

Para definicdo da edificacdo a ser analisada, adotou-se como critérios: a escolha de
uma edificagdo de valor histérico/patrimonial; cujos revestimentos fossem em
argamassa de constituicdo original; que apresentasse manifestacfes patoldgicas
relacionadas ao crescimento de agentes bioldgicos; e que, por fim, fosse acessivel
para o desenvolvimento das analises, viabilizando a obtencdo de um numero

representativo de amostras de material.

Foi possivel o acesso em cerca de cinco edificagcbes no Centro histérico e Bairro
Independéncia na cidade de Porto Alegre — RS (Brasil). Dentre estas, a edificacao
selecionada para o desenvolvimento do trabalho foi a Casa Godoy, construida em
1907 e localizada na Avenida Independéncia, n°456, coordenadas (30°01'45”S;
51°13’'00,77”0), mostrada na Figura 16.

As demais edificacdes foram desconsideradas ou por ja terem sofrido alteracdes
importantes no revestimento, por dificuldade de acesso ou impossibilidade de

obtencéo de nimero consideravel de amostras.

O Bairro Independéncia se consolidou no segundo quartel do século XVIII, e ainda
hoje possui muitos remanescentes do mencionado periodo. A Avenida Independéncia,
onde se localiza a edificacéo, € o eixo principal do bairro. Surgiu espontaneamente no
passado como uma das saidas da Vila de Porto Alegre, como era conhecida a cidade,
para a Aldeia dos Anjos, atualmente a cidade de Gravatai (Centro de Pesquisa
Historica vinculada a Coordenacédo de Memoaria Cultural da Secretaria Municipal de

Cultura)4.

14 Disponivel em:
<http://lproweb.procempa.com.br/pmpa/prefpoa/observatorio/usu_doc/historia_dos_bairros_de_porto_aleg
re.pdf.>



86

Figura 16 — Casa Godoy: a) vista geral da Casa Godoy, Bairro Independéncia — Porto Alegre — RS Fonte: Acervo
pessoal, 2016; b) representacédo gréafica da fachada principal — Casa Godoy. Fonte: Prefeitura Municipal de Porto
Alegre - Secretaria Municipal da Cultura — Coordenacéo da Memoria Cultural.
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A Casa Godoy é considerada um marco referencial do patrimdnio arquitetdnico
regional, por ser um dos raros exemplares do estilo Art Noveau, estilo internacional
de ornamentacdo, muito apreciado no final do século XIX, inicio do XX, com a
representacédo estilizada de elementos da natureza, principalmente expressos em

linhas curvas (PEVSNER, 2005).

A edificacdo possui 719,39m2 de area construida, tendo sido seu projeto assinado
pelo arquiteto alemdo Hermann Otto Menchen'®. Foi tombada em 1996 pela
Secretaria Municipal de Cultura (SMC) e adquirida pela Prefeitura de Porto Alegre no
mesmo ano. A casa possui trés pavimentos, correspondendo ao térreo, segundo piso
e um soétdo. Estd dividida em dois blocos interligados por um patio interno,
parcialmente coberto por um passadico do pavimento superior. A fachada principal
esta disposta sobre o alinhamento predial. Ndo possui recuos laterais, estando
diretamente ligada as edificacdes dos lotes vizinhos. A Figura 17 mostra a planta de

situagao da edificacao.

15 Arquiteto alem3o radicado em Porto Alegre, também responsével pelo projeto da nova Alfdndega (pds-
guerra), projeto original da Faculdade de direito da UFRGS, entre outros (WEIMER, 1994).
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Figura 17 — Planta de situacao da Casa Godoy

Avenida [n_dependéncia

Fonte: Prefeitura Municipal de Porto Alegre - Secretaria Municipal da Cultura — Coordenacgao da Memdria
Cultural.

A Figura 18 e a Figura 19 mostram as plantas baixas do primeiro e segundo

pavimentos, respectivamente.

Figura 18 — Pavimento térreo da Casa Godoy
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Fonte: Prefeitura Municipal de Porto Alegre - Secretaria Municipal da Cultura — Coordena¢éo da Memoria
Cultural.

Figura 19 — Segundo pavimento Casa Godoy
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Fonte: Prefeitura Municipal de Porto Alegre - Secretaria Municipal da Cultura — Coordenagdo da Memdria
Cultural.
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A Casa Godoy possui estrutura e paredes em alvenaria de tijolos. Possui divisorias
internas construidas em estuque. Nesta edificacdo, a técnica consiste em uma
estrutura leve de madeira com tramas transversais em fibras de coco, preenchida

internamente com barro e revestida com reboco a base de cal, conforme dados
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obtidos no material do levantamento técnico da Secretaria Municipal da Cultura (SMC)

de Porto Alegre e verificado in loco.

No pavimento térreo, ndo ha presenca de pordo, sendo os materiais dos pisos,
ceramica, tacos em madeira, marmore ou ladrilho hidraulico. O entrepiso é de
madeira, revestido com assoalho, encaixe tipo “macho-fémea”, e piso ceramico nos

banheiros. Os forros dos pavimentos superiores sdo também em madeira.

Segundo a SMC18, originalmente, a casa pertenceu ao médico Jacintho Godoy. No
pavimento térreo, as salas eram utilizadas como consultérios, interligadas a parte
posterior da edificacdo, onde estéo dispostas a cozinha, uma sala anexa, banheiro e

patio dos fundos.

No pavimento superior, um corredor de distribui¢do liga os quatro antigos dormitorios.
Ha, ainda, um gabinete e sala de visitas com frente voltada para a Avenida
Independéncia. Na parte dos fundos do pavimento superior, encontram-se 0 que
originalmente correspondiam a sala de jantar e uma saleta, possivelmente utilizada
como “sala para fumar”, além de uma terceira sala. Estas salas se abrem para uma
varanda com balaustrada em ferro trabalhado e com uma escada para acesso ao patio
dos fundos. As paredes do gabinete, sala de visitas e sala de jantar sdo revestidas

com uma pintura mural de refinado acabamento.

A partir de 1998, passou a ser ocupada pela Coordenacdo da Memoria Cultural da
Secretaria Municipal de Cultura e Equipe do Patriménio Historico e Cultural, apos este
periodo permaneceu fechada, sendo novamente ocupada, em 2018, pela mesma
secretaria. Permanece parcialmente ocupada, aguardando financiamento para

execucao de projeto de restauragao, realizado em 2002.

O estado de conservacdo da edificacdo, quando do desenvolvimento das analises,
era precario. Falhas provavelmente relacionadas ao sistema de calhas e escoamento
da &gua da cobertura, principalmente nas paredes voltadas ao patio interno e divisa
com as edificagBes vizinhas, podem estar prejudicando o escoamento da agua das

chuvas para o sistema de coleta pluvial, encharcando o terreno, fazendo com que a

16 Disponivel em: <http://Iproweb.procempa.com.br/pmpa/prefpoa/smc/usu_doc/historico_casa_godoyl.pdf>
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agua migre de modo ascensional para o0s pisos e paredes do pavimento térreo. Esta
observacéo é reforcada pelo fato de verificar-se o aumento da umidade logo apos a
ocorréncia de chuvas. Além disso, no pavimento superior também ha ocorréncia de
infiltracdo atraves de falhas em pontos da cobertura. Verificou-se, inicialmente, em
inspecédo visual, o crescimento biolégico nos revestimentos de varios ambientes,
observando-se uma maior intensidade quanto a biodeterioragdo nos pontos com maior

retencdo de umidade, conforme ja seria esperado.

3.1.1 Caracterizacao da edificacao

As etapas da Fase 1, forma estruturadas conforme mostrado esquematicamente na

Figura 20.
Figura 20 — Etapas da Fase 1 da pesquisa
FASE 1 - ANALISES A PARTIR DA EDIFICAGAO HISTORICA
ANALISE AMBIENTAL ANALISE DOS MATERIAIS (argamassas de revestimento)
Levantamento fotografico Caracterizagio Caracterizagao
(analise visual - biodeterioracao) dos materiais dos agentes microbiologicos
Monitoramento microclimatico (UR e Amostragem 1 — teor de Amostragem 1 — prospeccao
temperatura interior) — instalagéo de umidade, umidade fisiologica fita adesiva/estimativa
Sensores Datalogger (higroscépica), imagens UFC/mL,; extragdo de DNA
microscopio estereoscopico. (PCR) e sequenciamento
genético;

Amostragem 2.1 -
proporcionamento ligante x
agregado (método ICCROM).

Amostragem 2.2 —
caracterizacao fisico-quimica
(DRX, FRX e TG).

Caracterizagdo histérica e fisica da

P o Caracterizacéo das Caracterizacao biologica — fungos

propriedades fisico/quimicas filamentosos (identificagcdo e estimativa)
dos materiais historicos Verificagdo dos isolados mais frequentes

Caracterizagdo do microclima interior
(UR e temperatura)

Para as analises desenvolvidas a partir dos materiais da edificacao historica, foi feita
uma selecdo dos ambientes, considerando o0s aspectos de constituicdo dos
revestimentos, possibilidade de obtencdo de amostras, bem como diferentes

fenomenologias de alteracdo provocadas por agentes bioldgicos, indicando diferentes
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fontes de umidade, tais como condensacdo e infiltracdo, considerando estas as
principais observadas nesta edificacdo. Esta selecéo considerou, portanto, as analises
a serem desenvolvidas tanto para caracterizagdo das propriedades dos materiais,
quanto para a caracterizagao bioldgica.

Cada uma das etapas desenvolvidas na Fase 1 € descrita nos itens a seguir.

3.1.2 Andlise ambiental — monitoramento das condi¢cdes microclimaticas

Para a verificacdo das condi¢des climéticas, quanto a UR e a temperatura no interior
da edificacdo, foram instalados quatro sensores Hobo Data Logger UX100-003
ONSET. Os sensores possuem precisao de +/-0,21°C para temperatura e +/-3,5%

para UR.

Os sensores foram distribuidos, um em cada bloco dos pavimentos térreo e superior,
conforme Figura 21 e Figura 22, a uma altura aproximada de 1,80m do nivel do piso.
Foi realizada a configuracdo para coleta horaria de dados. As medicdes foram
iniciadas em janeiro de 2016 e finalizadas em janeiro de 2017, completando, portanto,

mais de um ano de monitoramento.

Os sensores possuem imas na parte posterior, 0 que permitiu sua fixacao e retirada
para descarregamento dos dados. Pequenas placas metalicas foram fixadas as
paredes nos pontos selecionados, utilizando-se fita estrutural dupla face. A coleta de

dados foi realizada com periodicidade aproximada de dois meses.

Figura 21 — Localizag&o dos sensores — pavimento térreo
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Figura 22 — Localizagdo dos sensores — pavimento superior
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A verificacdo das condi¢des microcliméaticas no interior da edificacdo mostrou-se
relevante para posterior correlacdo com o crescimento biolégico para as condicbes

analisadas.

3.1.3 Procedimento de coleta e andalise dos materiais para caracterizacao

fisico-quimica

Para o desenvolvimento da andlise dos materiais, tanto sob o0 aspecto da
caracterizacao e determinacao de suas propriedades, quanto sob o ponto de vista da
caracterizacdo dos agentes biolégicos de deterioracéo, foi feita uma inspecao prévia

em cada um dos ambientes da edificacdo para definicdo dos locais de extracao.

A obtencdo de amostras para realizacdo de analises em materiais de edificacdes
histéricas apresenta algumas limitacBes, principalmente quanto ao numero e
localizagdo de pontos possiveis de extracdo. Os materiais originais Ssao
frequentemente de dificil substituicAo por questdes de compatibilidade e de

insubstituivel valor quanto aos aspectos historicos e artisticos.

Veiga et al. (2004) destacam que a extracdo de amostras &€ sempre algo destrutivo,
pelo qual € necessario limitar a retirada de amostras a menor quantidade possivel,
mas realiza-la em quantidade suficiente para permitir a obtencdo dos resultados
desejados. Desta forma é importante, previamente, estudar as formas de extracdo, de
modo a danificar minimamente os elementos construtivos, bem como ter cuidado com
0 armazenamento para que nao haja contaminacao entre amostras. Destacam ainda,
que deve ser aplicado o principio da destruicdo minima, definindo limites claros para

extracao.
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Neste trabalho, considerando se tratar de uma edificacdo protegida pelo 6rgao de
preservacdo municipal, adotou-se como critério para obtencdo de amostras, locais
proximos a pontos de visivel desagregacao ou alteracdo de dificil recuperagéo, onde

ja ocorreria necessariamente a remoc¢ao do material.

Para a analise e caracterizacao dos materiais, foram extraidas pequenas amostras da
argamassa de revestimento. No interior da edificacdo foram extraidas amostras a
partir de 6 pontos dos cinco ambientes selecionados. Das fachadas e patio interno
nao foi possivel a obtencédo de amostras para a caracterizagao fisico-quimica, visto a
integridade dos materiais de revestimento, com risco de descaracterizacdo dos

elementos.

Com base na avaliacdo prévia dos ambientes, foram selecionados os locais
para a coleta, considerando os seguintes critérios:

a) ser revestimento de argamassa original;
b) apresentar indicios de crescimento biolégico (para posterior caracterizacao);

C) ter permissdo dos 6rgados de preservacdo patrimonial para extracdo de

quantidade minima de amostras?'’.

A Figura 23 destaca as superficies selecionadas nos ambientes interiores para
obtencdo das amostras, tanto para analise biolégica (raspagem superficial) quanto

para caracterizacdo de materiais (extracdo de fragmentos de argamassa).

Figura 23 — Locais de coleta a) interior do pavimento térreo b) interior do pavimento superior
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17 A coleta de amostras foi acompanhada por funciondrios da Secretaria da Cultura de Porto Alegre, incluindo o
engenheiro civil responsavel pela conservacdo da edificagdo, retomando que se trata de um bem sob
preservagao patrimonial.
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A Figura 24 mostra os pontos selecionados para coleta nas fachadas frontal e fundos.

Sendo esta coleta restrita a raspagem superficial para caracterizacao bioldgica.

Figura 24 — Locais de coleta nas fachadas: a) Fachada principal; b) Fachada fundos
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A Tabela 2 mostra a denominacdo das amostras extraidas em cada um dos
ambientes, bem como 0s ensaios realizados. As extracdes para analise dos materiais

foram feitas em nivel superficial (méaximo 2cm de profundidade).

As amostras obtidas foram nomeadas de acordo com a numerag¢do dos ambientes e
localizacao nas superficies (indicadas com letras). De cada ponto de coleta, o material
foi dividido de forma a ser realizado o0 maximo de ensaios possiveis para cada ponto
a ser caracterizado. A letra inicial mailscula corresponde ao ensaio realizado, a
numeracgao corresponde ao ambiente e a letra minuscula a orientagéo da superficie
de extracdo, conforme planta baixa da Figura 23 (a) e (b). Por exemplo, na amostra

U_02d.1, a letra “U” corresponde ao ensaio “Umidade natural e higroscépica”; “02”
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corresponde ao ambiente 02 da edificacédo; “d” a superficie do ambiente e “1” a

repeticdo da mesma amostra.

Tabela 2 — Nomeacéo das amostras para cada ambiente e ensaios a serem realizados (pavimentos térreo e
superior)

NOMEACAO DAS AMOSTRAS

CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS ANALISES BIOLOGICAS
Umidade natural Proporcionamento Prospecgéo
AMBIENTES e hiarosconica ligante/agregado; biolégica Microcultivo ALTURA
INTERIORES groscop DRX; TG 9 (MI) (m)
V) P
(M)
02 U_02d.1; M_02d.1; M_02d.2 P_02a MI_02a 0,30
U_02a.1 - - - -
04 U 04b.1 M 04b.1; M _04b.2 P_04b MI_04b 0,30
U_05b.1 .
05 U 05b.2 M_05b.1; M_05b.2 P_05b MI_05b 1,80
P_06d.A MI_06d.1 0,30
06 U_06d.1 M_06d.1; M_06d.2
P_06d.B MI_06d.2 1,50
P_08dA MI_08d.1 1,20
08 U_08d.1 M_08d.1; M_08d.2
P_08dB MI_08d.2 0,30
Umidade natural Proporcionamento Prospecgéo
FACHADAS e Higroscopica ligante/agregado; biolégica Microcultivo ALTURA
groscop DRX; FRX; TG 9
P_FR.1 MI_FR.1 0,35
FRONTAL e e P_FR.2 MI_FR.2 1,40
P_FU.1 MI_FU.1 1,50
FUNDOS ~  —eeeem e P_FU.2 MI_FU.2 1,90
P FU.3 Ml FU.3 2,20
< Umidade natural Proporcionamento Prospeccéo
PATIO INTERNO e Higrosconica ligante/agregado; biolbgica Microcultivo ALTURA
groscop DRX; FRX; TG 9
S P_P1 MI_P1 0,15

A seguir é feita uma descricdo das condi¢cdes de conservacdo dos ambientes

interiores e fachadas em analise neste trabalho.

a) AMBIENTE 02 (Figura 25)

Neste ambiente verificou-se a ocorréncia de descolamentos com desagregacdo do

reboco na parte inferior da parede divisa com edificacdo vizinha (2d), além de
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manchas resultantes de crescimento biolégico na parede divisa com o patio interno

(2a). O piso é de tacos de madeira e mostrou-se bastante umido e danificado.

O revestimento na superficie da parede 2d apresentava maior descolamento, o que
permitiu a retirada de maior quantidade de amostra para caracterizacdo do material
guanto a sua constituicao e analises de umidade. No entanto, o crescimento biologico
era mais evidente na superficie da parede 2a. Desta forma, neste ambiente foi

realizada a caracterizacdo dos materiais em dois pontos e a raspagem para a analise

biolégica apenas na superficie do ponto 2a.

Figura 25 — Manifestacdo patologica observada e identificada na superficie do Ambiente
02
|

b) AMBIENTE 04 (Figura 26)

Neste ambiente ha indicios de umidade nas paredes que estdo voltadas ao patio
interno e divisa com a edificagdo vizinha, principalmente em altura proxima ao piso. A
argamassa de revestimento estd bastante desagregada com pulveruléncia na
superficie da parede 4b, local selecionado para coleta. Percebeu-se o abaulamento
de grande parte do revestimento. O som cavo, resultante de leve batida superficial,
evidenciou uma grande area sem contato entre 0 revestimento e substrato de
alvenaria. Visualmente, apenas pelo aspecto da coloragao, néo evidencia crescimento
biolégico muito intenso, no entanto, devido a presenca de umidade e intensa
desagregacao, optou-se pela realizacdo de analise bioldgica também neste local. O
piso deste ambiente é de ladrilho hidraulico e mostrou-se em bom estado de
conservacgao, apesar da sujidade superficial.
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Figura 26 — Manifestacéo patoldgica observada e identificada na superficie do Ambiente 04
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c) AMBIENTE 05 (Figura 27)

Neste ambiente localiza-se a segunda escada de acesso ao pavimento superior e
também ao sétéo (a primeira e principal escada localiza-se no hall da entrada da casa
e sO permite acesso até o segundo pavimento). No ambiente 05, principalmente no
nivel do primeiro pavimento, logo abaixo a escada, ha alteracdo superficial do
revestimento com ocorréncia de manchas escuras, descolamento do revestimento e
indicios de umidade, provavelmente de condensacéo, por ndo ser verificada outra

possivel fonte de umidade.

Figura 27 — Manifestacéo patologica observada e identificada na superficie do Ambiente 05
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d) AMBIENTE 06 (Figura 28)

O ambiente 06, é um dos que apresenta maior gravidade quanto a ocorréncia de
umidade com manchas resultantes de crescimento biolégico, desagregacdo e
descolamento de grande extensdo do revestimento da parede. A face mais
intensamente deteriorada corresponde ao plano que faz divisa com a edificacédo

vizinha.

Figura 28 — Manifestacdo patologica observada e identificada na superficie do Ambiente 06
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Em uma visita realizada durante um periodo de fortes chuvas, verificou-se que a
infiltracdo que ocorre através da laje no pavimento diretamente superior a estes
(Ambiente 08) é tao intensa que atravessa 0 piso, gotejando neste ambiente. Desta
forma, ocorre a intensificacdo dos danos resultantes da umidade excedente. Para este
ambiente foi feita a caracterizacdo da argamassa de revestimento na superficie 06d.

Para analise bioldgica foi realizada a raspagem em dois pontos da superficie, devido
aos diferentes aspectos morfologicos de crescimento. No ponto 06d.1, a mancha
verificada era de coloracdo marrom escura dispersa pela superficie e partes
desagregadas da argamassa. No ponto 06d.2 (canto da parede) notou-se o
crescimento muito intenso de colbnias de fungos de coloracdo branca e verde claro

com aspecto algodonoso.
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e) AMBIENTE 08 (Figura 29)

O ambiente 08 esta localizado no pavimento superior logo acima do ambiente 06. Esta
voltado ao patio dos fundos e possui uma varanda coberta e fechada com esquadrias
e vidro. Durante a manha verifica-se a incidéncia de luz solar. Este ambiente € um dos
gue apresenta maior deterioracdo. Ha intensa presenca de umidade desde o nivel do
piso até proximo a altura da laje, com ocorréncia de manchas e descolamento do
revestimento com desagregacao do reboco na parede que faz divisa com a edificacao
vizinha. O descolamento foi tdo intenso que é possivel visualizar parte da alvenaria

de tijolos.

As imagens da Figura 29 mostram a evolucao de intensa mancha de coloracéo verde
resultante de crescimento biolégico. As duas imagens sao do mesmo local, sendo
obtidas com intervalo de tempo de um ano entre elas. A Ultima imagem foi obtida em
fevereiro de 2017. Préximo ao piso (altura aproximada de 0,30m), verificou-se o
manchamento com coloragdo muito semelhante ao verificado na laje. Desta forma,
por maior facilidade de acesso e devido a possibilidade de desabamento da camada
de reboco bastante deteriorado, a coleta de amostra foi realizada neste local (préximo

ao piso).

Figura 29 — Manifestacéo patologica observada e identificada na superficie do Ambiente 08
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f) FACHADA FRONTAL

A fachada principal (frontal), de orientacao sul, apresenta bastante sujidade superficial
com crescimento biolégico, além da ocorréncia de pichagdes. Quanto a sua
composi¢cdo formal, demonstra-se bem preservada, sem indicios de alteraces

ocorridas ao longo do tempo.

A coleta para analise bioldgica foi realizada em dois pontos. O primeiro (FR1), em
regido proximo, ao piso e da porta de acesso a edificacdo. Neste ponto verificou-se a
ocorréncia de mancha em cor bastante escura. Na extremidade lateral direita da
fachada, segundo ponto de coleta (FR2), verificou-se a interrupcdo do duto condutor
de 4gua da chuva proveniente das calhas, o que resultou no acimulo de umidade e
consequente agravamento de crescimento biolégico no revestimento argamassado.
Esta umidade, inclusive, pode ser verificada na face interior deste ambiente, em altura

compativel com a infiltracao verificada externamente.
g) FACHADA FUNDOS

A fachada de fundos possui orientacdo norte e grande parte de sua extensao €
sombreada pela presenca de vegetacao. Verificou-se a ocorréncia de crescimento
biolégico de diferentes coloracbes. Foram obtidas amostras para caracterizacao

bioldgica de trés diferentes pontos, distintos pelo aspecto morfologico.
h) PATIO INTERNO (Figura 30)

O patio interno interliga os dois blocos da edificagdo. E pavimentado com piso
ceramico e no momento da pesquisa, estava recoberto por biofilme, evidenciando o

acumulo de umidade, principalmente na ocorréncia de chuva.

Os telhados dos dois blocos da edificagdo possuem caimento voltado a este patio.
Observou-se a presenca de dutos verticais de conducdo de agua das calhas, no
entanto, era visivel a auséncia de limpeza e manutencdo. Provaveis falhas e
entupimento dos canos de condugéo a coleta pluvial resultaram no encharcamento do
piso nesta area que, por fim, infiltrava nos ambientes adjacentes. As paredes
exteriores proximas ao piso apresentaram manchas escuras resultantes de

crescimento biologico.
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Figura 30 — Manifestacéo patologica observada e identificada na superficie no Pétio interno

3.1.3.1 Caracterizagao do ponto de vista do teor de umidade

Esta andlise teve por objetivo a verificacdo preliminar das condi¢cdes das argamassas
de revestimento quanto ao teor de umidade natural no momento da coleta para analise
do material. Esta analise permitiu delinear locais onde provavelmente a umidade
tivesse origem em pontos de infiltracdo, com maior retencdo de agua, ou pela
absorcdo da umidade presente no ar. Posteriormente, verificou-se a higroscopicidade,
em condi¢des estaveis de UR e temperatura, permitindo avaliar locais onde o material
tivesse maior ou menor predisposi¢do a absor¢cado de umidade. Foram extraidas sete

amostras de um total de cinco ambientes interiores (Tabela 3).

Tabela 3 — Denominagédo das amostras para analise de teor de umidade e porosidade

AMBIENTES AMOSTRAS MASSA MATERIAL (g)

U_02d.1 23,18

02
U_02a.1 30,33

04 U_4b.1 60,04

o8 U_05b.1 181,43
U_05b.2 143,64

06 U_06d.1 86,66

08 U_08d.1 94,41
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As coletas foram realizadas em novembro de 2015. Os valores climaticos médios para
0 més de novembro podem ser visualizados na Tabela 4, segundo dados obtidos do

Instituto Nacional de Meteorologia (INMET):e,

Tabela 4 — Dados climaticos para o més de novembro de 2015 na cidade de Porto Alegre — RS

Precipitacéo total Temperatura maxima Temperatura minima UR (%)
mensal (mm) (°C) (°C)
Porto Alegre 1237 25,7 17,52 76,63

Novembro/2015

Foi feita uma medicdo geral da umidade no interior da edificacdo durante a coleta,
com auxilio de termohigrémetro, verificando-se um valor médio de 84% de UR neste
dia. Neste momento da pesquisa ainda ndo havia sido iniciado o monitoramento

periédico do microclima interior.

As amostras de material (argamassa de revestimento), logo depois de extraidas,
foram rapidamente dispostas em embalagens plasticas, fechadas com ziper e
enroladas em papel aluminio de forma a evitar ao maximo as trocas de umidade com
0 ambiente circundante até que fossem conduzidas ao laboratério. As amostras foram
imediatamente pesadas em balanca de precisdo (0,01g). As embalagens foram
previamente pesadas, obtendo-se a massa apenas das amostras, para posterior

célculo do teor de umidade natural no momento da coleta.

O material foi seco em estufa (60°C) até constancia de massa, sempre condicionadas
em dessecador a vacuo até o resfriamento das mesmas. Desta forma foi possivel
calcular o teor de umidade natural das amostras considerando 0 momento da coleta.
Este método, denominado gravimétrico, € descrito em Bertolini (2010) e pode ser
calculado utilizando a relacéo disposta na (Equacgéao 2). Determinou-se, assim, o teor

de umidade com relacdo a massa da amostra seca.
Unatural = (Mamida - Mseca)/Mseca (Equacéo 2)
Onde:

Unatural = teor de umidade natural

M = massa

18 Disponivel em: http://www.inmet.gov.br/portal/index.php?r=tempo2/previsaoPorTipo&type=capitais,
acesso em: 15/11/2018
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A Figura 31 mostra a disposicao de algumas das amostras nos recipientes de aluminio

antes de serem dispostas para secagem em estufa.

Figura 31 — Amostras dispostas em recipiente para determinacao do teor de umidade

3.1.3.2 Caracterizacao da higroscopicidade

A andlise seguinte consistiu na utilizacdo das mesmas amostras do ensaio de teor de
umidade natural para realizacdo de ensaio de verificacdo da umidade higroscopica.
Este método é descrito por Lombardi (2005).

A higroscopicidade do material € definida a partir da massa da amostra em equilibrio
termodindmico com o ambiente. O conteddo de agua de equilibrio, definido como
fisiologico, representa a quantidade de agua que um determinado material de
construcdo contém pelo simples fato de colocar-se em equilibrio com o ambiente no

qgual esta presente a certa pressao parcial de vapor de agua.

Para obter-se em laboratério a medida da umidade fisioldgica ou de equilibrio é
preciso que a amostra de material a ser analisada seja colocada em equilibrio termo-
higrométrico com o0 ambiente em que sera disposta. As condi¢cdes de temperatura e
umidade definidas devem considerar o microclima do ambiente do qual foi extraida a
amostra. O ambiente controlado se obtém utilizando uma solucéo salina saturada e

pesando-se a cada 24 horas.

A massa fisiolégica € considerada quando a variagcado da massa da amostra, apos 48h,

resulta em um valor menor de 0,1%.

Neste trabalho, com base em dados obtidos previamente quanto ao monitoramento

microclimatico, os ambientes apresentaram varias ocorréncias de UR acima de 80%.
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Desta forma, utilizou-se a concentracéo de 50g/l de NaCl, atingindo uma UR em torno
de 90% e temperatura em torno de 25°C. No interior do dessecador foi disposto um

termohigrémetro para verificacdo da constancia dos valores de temperatura e UR.

As amostras secas foram cuidadosamente distribuidas no interior do dessecador de
30cm de diametro. Foram realizadas pesagens a partir de 2 horas de exposicdo, 24
horas, 48 horas, 4 dias, 8 dias, 12 dias, 37 dias, 45 dias, 53 dias, 60 dias, até 82 dias,
quando a variacdo maxima observada foi de 3%. Para determinacdo da umidade

higroscopica é utilizada a (equaczo 3).

Uhigroscopica= (Mamida' Mseca) Xx100/Mseca (Equagdo 3)
Onde:
Unigroscopica= Umidade higroscépica
M = massa

Esta andalise permitiu uma verificacdo geral das condi¢c6es de higroscopicidade das

amostras dos revestimentos.

3.1.3.3 Proporcionamento ligante agregado e distribuicdo granulométrica

Para a realizacdo do ensaio de proporcionamento ligante/agregado foi utilizada a
metodologia descrita por Teutonico (1988), adotada no International Centre for the
Study of the Preservation and Restoration of Cultural Property (ICCROM) e adotada
no Nucleo de Tecnologia da Preservacéo e da Restauracdo (NTPR/UFBA). A Tabela

5 mostra a relacdo das amostras utilizadas e sua quantificacéo.

Tabela 5 — Quantidade de material coletado para realizacdo do ensaio de proporcionamento ligante/agregado

AMBIENTES AMOSTRAS PESO MATERIAL (9)

02 M_02d.1 39,77
M_02d.2 45,33
M_04b.1 31,46
04
M_04b.2 26,89
M_05b.1 32,02
05
M_05b.2 30,61
M_06d.1 29,48
06
M_06d.2 33,96
M_07d.1 28,89
08

M_07d.2 27,73
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As amostras, em duplicata, foram desagregadas em almofariz ceramico com o auxilio
de um martelo de borracha. Tomou-se cuidado para ndo quebrar os grdos dos
agregados. Pesou-se entre 25-35g de material que foi disposto em estufa a 60°C por
24hou até constancia de massa. Em seguida as amostras foram dispostas em
dessecador a vacuo para resfriamento e novamente pesadas. As amostras
desagregadas foram dispostas em béqueres de 100mL (previamente pesados) e
umedecidas com agua deionizada. Adicionou-se uma solucdo na propor¢édo 1:4 de
acido cloridrico 37%P.A. (HCl:dgua deionizada). Observou-se a total dissolucdo do
ligante pelo acido até o ponto onde ndo houvesse qualquer sinal de efervescéncia. As
amostras foram, entdo, sucessivamente lavadas e filtradas com agua deionizada.
Utilizou-se um papel filtro qualitativo 80 gramas, previamente pesado, ficando neste
retidos os particulados finos, ndo reagentes com o acido. No fundo dos béqueres

ficaram retidos apenas os grados de agregado.

Os bégqueres contendo os agregados e os envelopes de papel filtro contendo os finos
foram colocados em estufa a 60°C até secagem e estabilizacdo de massas. O material
foi resfriado em dessecador. Conhecendo a massa inicial da amostra seca
desagregada, a massa dos agregados e dos finos retidos, foi possivel determinar o
proporcionamento entre ligante, finos e agregado. Na determinacéo final do traco, o

percentual de finos € somado a massa calculada de ligante.

A parcela restante de agregados foi armazenada e posteriormente foi realizado o
ensaio de distribuigdo granulométrica. Este foi feito com base na Associagao Brasileira
de Normas Técnicas NM 248 (ABNT, 2003) empregando, a série de peneiras normal.
Para a quantificacdo das porcdes retidas nas peneiras, devido a pequena quantidade
das amostras, pesou-se 0 conjunto amostra/peneira, sendo determinada previamente

a massa de cada peneira.
3.1.34 Difracdo de raios X (DRX), Fluorescéncia de raios X (FRX) e
Andlise Termogravimétrica (TG)

As andlises microestruturais permitiram a identificacdo da composicdo quimica dos

materiais, bem como a caracterizagdo mais aproximada possivel de sua constitui¢éo.
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Da mesma amostragem extraida para o ensaio de proporcionamento ligante/agregado
foi armazenada quantidade suficiente para realizacdo dos ensaios microestruturais

descritos a seguir.

Para andlise mineralogica por DRX, FRX e TG, as amostras foram desagregadas,
finamente moidas e passadas em peneira de malha 53um, sendo logo apés enviadas
integralmente para identificacdo da natureza de seus constituintes. As analises de
DRX foram feitas em difratbmetro de raios X, Phillips, modelo X’Pert MDP (tubo de
Raios X com radiagédo Cu Ka), com intervalo de angulo padréo (5-75° 2theta), tamanho

do passo 0,05° e tempo de 1 segundo, fenda (slits) ¥2°, janela (window) 20mm.

A TG foi feita com equipamento SDT Q600 V20.9 Build 20, com avaliacdo da perda
de massa entre 0°C e 1000°C.

Utilizou-se o equipamento Shimadzu XRF1800 para as analises de FRX.

3.1.4 Procedimentos de coleta e caracterizacdo dos agentes biolégicos

Esta etapa do trabalho teve por objetivo, identificar e isolar os fungos filamentosos
presentes nos revestimentos em argamassa da edificacdo histérica em analise.
Buscou-se verificar os fungos mais frequentes, considerando o0s substratos
analisados, bem como as condi¢cdes de exposicao a umidade e suas diferentes fontes

(elevada umidade relativa do ar ou umidade de infiltracdo).

A caracterizacdo bioldgica consistiu na prospeccéo inicial com fita adesiva para
visualizagcdo em lupa estereoscopica (Zeiss Stemi 508 doc Stereo microscope),
raspagem superficial nos locais de visivel crescimento biologico, aplicagdo do método
de diluicdo seriada para quantificagdo das unidades formadoras de colénia por mL
(UFC/mL), a partir de 1 grama de amostra e, por fim, isolamento das diferentes
colbnias e aplicagdo do método classico de identificagdo morfologica através do
microcultivo. De modo complementar, foi realizada a extracdo de DNA, a partir dos
isolados fungicos selecionados, Vviabilizando a identificagdo de espécies

microbioldgicas através do sequenciamento genético.
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3.14.1 Prospeccéo, coleta, estimativa e isolamento dos fungos atraveés do

método da Diluicdo em placas

A prospecgédo consistiu na disposicdo de fita adesiva Scotch 750 (12mmx40m) na
superficie a ser analisada, em local proximo a realizacdo da raspagem. Em seguida,
a fita com o material retido foi fixada em uma lamina de vidro estéril para visualizacéo

em lupa estereoscépica.

Para extracdo das amostras, com 0 objetivo de estimar os fungos presentes no
material coletado, foram feitas raspagens superficiais com bisturi estéril (LI et al.,
2016), cabo n°3, lamina n°10, em quantidade maior ou igual a 1g. Foram selecionados
um total de cinco ambientes interiores, além das fachadas frontal, fundos e pétio
interno, para coleta biolégica, resultando em treze amostras. Foi utilizada uma lamina
de bisturi para cada ponto de coleta, de forma a evitar a contaminacdo entre 0s

diferentes pontos.

As amostras foram acondicionadas em recipientes igualmente estéreis (tubos Falcon
50mL) e transportadas ao laboratério em caixa de isopor contendo gelo. Foram
registrados os parametros ambientais no momento da coleta, bem como realizado
registro fotogréafico. Os procedimentos de analise no laboratorio foram iniciados no dia

seguinte a coleta.

A primeira etapa do procedimento experimental consistiu na homogeneizagédo de cada
uma das amostras obtidas, através de leve agitacdo manual dos recipientes. Utilizou-
se uma balanca de preciséo para a pesagem de 1g de cada uma das amostras que
foi posteriormente adicionada a 10mL de solucdo tween801° em dgua destilada estéril
a 0,001%. Foram tomados todos os devidos cuidados com relacdo ao manuseio das
amostras, evitando contaminacdo. O material restante foi reservado para posterior

obtencado de imagens em lupa estereoscopica.

O material foi agitado por 1 hora em misturador Lab Companion SI-300, a temperatura
de 25°C, com velocidade de 150 RPM.

19 Agente tensoativo ndo-idnico, emulsionante, estabilizante, solubilizante e umectante. Disponivel em:
<http://www.sabaoeglicerina.com.br/tween-80-polisorbato-80-100ml-p880>. Acesso em: 22 julho 2016.
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Para a contagem e isolamento dos fungos foi adotada a técnica da diluicdo em placas,
também conhecido como método das diluicdes seriadas, descrito em Vermelho et al.
(2006).

A partir da amostra homogeneizada na solucdo Tween foram realizadas diluicdes
sucessivas, onde 100uL de cada diluicdo foi adicionado a 900 uL de solucéo salina

(NaCl) em eppendorfs estéreis.

Iniciou-se pela diluicdo 10 sucessivamente até 103. Foram pipetados 50 L de cada
diluicdo em triplicatas de placas de Petri com meio nutricional sélido Sabouraud com
adicdo de 0,05g/L de antibiético cloranfenicol para inibicdo do crescimento de
bactérias. A diluicéo foi dispersa nas placas com auxilio de beads?°, cerca de 10 beads
por placa, com movimentos perpendiculares até secagem total. As placas foram
devidamente nomeadas e condicionadas em estufa a 25°C.

Como critério para contagem do numero de colonias adotou-se um minimo de 20-30
e um maximo de 200-300 colbnias, conforme Vermelho et al. (2006). Para
determinacdo do nimero de col6nias por mL é feita a corre¢do multiplicando-se o valor
médio contado nas triplicatas pela diluicdo considerada e dividindo-se pelo volume

inoculado na placa.

A primeira contagem de col6nias foi realizada no quarto dia apés incubacéo, onde se
verificou o inicio do crescimento em quase todas as placas ja na primeira diluicdo. No
sexto dia foi possivel verificar uma contagem dentro dos limites aceitaveis para quatro
do total das doze amostras, sendo estas as amostras obtidas da fachada dos fundos
(FU1 e FU3), ambiente 05 e um dos pontos de coleta do ambiente 08. Optou-se,
portanto, pela repeticdo do experimento nos demais pontos de coleta, visto que até o
sétimo dia n&o foi verificado o crescimento de col6nias dentro do intervalo considerado
valido. Desta vez, iniciou-se o plagueamento das amostras a partir da concentracéo
maxima, portanto sem diluicdo, seguida pela diluicdo de 1/2X10? e de 101. Nesta
repeticao foi possivel a contagem em todas as amostras a partir do material plaqueado
na concentracao sem diluicdo. Houve crescimento nas demais diluicdes, contudo com

quantidades fora do intervalo previamente estabelecido.

20 Esferas de silica de aproximadamente 4mm de didmetro.
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A repeticdo do experimento considerou a mesma idade de crescimento das colbnias

feitas na primeira coleta (seis dias), bem como as demais condi¢cdes de ensaio.

A partir do crescimento das coldnias verificados no sexto dia apés inoculacéo, foi feito
o isolamento das diferentes colonias, contabilizando a frequéncia em cada uma das

placas, conforme diferenciacdo morfologica.

A Tabela 6 mostra a relacdo de amostras extraidas a partir dos pontos exteriores,
correspondendo as fachadas e patio interior, bem como ambientes interiores, com as
correspondentes diluicbes realizadas e datas das coletas. Desta forma, foram
consideradas quatro amostras extraidas no dia 24 de abril e as demais nove amostras
extraidas no dia 18 de maio. A Figura 32 mostra esquematicamente a sequéncia
adotada no desenvolvimento do método de diluicdo seriada, considerando as
amostras com diluicdo a partir de 101. Para as demais amostras, o procedimento
adotado foi semelhante, diferenciando-se apenas por iniciar o plaqueamento da

dispersédo de esporos a partir da concentragcdo maxima (diluicdo Zero).

Tabela 6 — Diluigbes adotadas por ponto de coleta e data de realizagao

DILUICOES COLETA DATA
FU1 101 102 107 1 24/04/2017
x FU2 ZERO; 1/2x10°; 10 2 18/05/2017
8 FU3 10 102; 108 1 24/04/2017
E P1 ZERO; 1/2x10'L; 101 2 18/05/2017
" FRi ZERO; 1/2x10'L; 101 2 18/05/2017
FR2 ZERO; 1/2x10°%; 101 2 18/05/2017
02a ZERO; 1/2x10'; 101 2 18/05/2017
x 04b ZERO; 1/2x10'L; 101 2 18/05/2017
g 05b 101 102 107 1 24/04/2017
E 06d.1 ZERO; 1/2x10°L; 101 2 18/05/2017
~ 06d.2 ZERO; 1/2x10°L; 10t 2 18/05/2017
08d.1 101 102 103 1 24/04/2017
08d.2 ZERO; 1/2x10'; 10 2 18/05/2017




109

Figura 32 — Disposicao esquemética dos procedimentos adotados desde a coleta ao microcultivo para as
amostras FU1, FU3, 05b e 08d.1

OBTENGAO DAAMOSTRAS.  RECIPIENTE ESTERIL  CONDICIONAMENTO TEMICO

1gEM SOLUGAO TWEEN  AGITAGAO POR 1 HORA

19/10mL

100uL/900uL (NaCl)——  DILUIGAO SERIADA

u U H CONTAGEM DCLQNIA

1110 1/100 1/1000
AMOSTRA
(dispersdo em Tween)  (107) (10%) (10%)

colonias
(Placa de cada diluigéo
em triplicata)

Contagem

Embora o experimento tenha sido realizado em diferentes etapas para o total de
amostras, ainda assim foi considerado valido, visto que o objetivo principal desta etapa
foi o de identificar os fungos mais frequentes nos ambientes previamente
selecionados, para a obtencao de isolados fungicos a serem utilizados na segunda
fase deste trabalho, onde foi avaliada a eficiéncia do fotocatalisador TiO2.
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3.1.4.2 Identificacdo por microcultivo

A partir das placas de crescimento de isolados fungicos puros, foi realizado o
microcultivo para identificacdo morfologica, em nivel de género, com auxilio de
microscopio oOptico Zeiss AxioScope Al. Do total de aproximadamente 60 fungos
isolados, foram selecionados 13 para identificacdo por este método, considerando os
fungos que ocorreram com maior frequéncia nos ambientes analisados, a partir da
morfologia de crescimento verificada nas placas. Para crescimento das colonias,
utilizou-se o meio nutricional Agar Sabouraud e para coloracdo das estruturas,
permitindo a visualizacdo em microscopia, utilizou-se o corante Lactofenol (azul de

algodao).

ApOs inoculagdo na placa de microcultivo, foi feito o monitoramento diario do
crescimento das estruturas, considerando as diferentes idades de esporulagdo. A
Figura 33 exemplifica as etapas desenvolvidas para este método.
Figura 33 — Etapas desenvolvidas na analise por microcultivo: a) placa com um dos isolados analisados; b)
aparato autoclavado para crescimento, com lamina, laminula, meio nutricional &gar Sabouraud e algodao

embebido em agua destilada estéril; ¢) laminas finalizadas e colorizas com corante azul de algoddo; d) imagem
obtida em microscopia do género Penicillium a partir do microcultivo

@) (b) (©) (d)

3.1.4.3 Extracdo de DNA (PCR)

O fluxograma da Figura 34 mostra esquematicamente as etapas desenvolvidas nesta
fase de extracdo de DNA e sequenciamento genético para identificacdo dos fungos
filamentosos isolados das amostras da edificacdo histdrica. O procedimento descrito
foi realizado em Laboratério de analises Microbioldgicas, sob supervisdo de

profissional especializado na area do conhecimento.
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Figura 34 — Etapas desenvolvidas para extracdo do DNA

wamw- —-eve Low CADEIAS
AMPLIFICADAS

L
Sequenciamento

16 genético

1. Fungo isolado em meio 4gar Sabouraud; 11. ReagBes de amplificagdo de PCR;

2. Renovagéo do crescimento do isolado 12. Eletroforese em gel de agarose para
fungico em meio nutricional liquido (Caldo formacao das bandas fenotipicas;
Sabouraud); 13. Verificagcdo da formacao das bandas em

3. Filtragem do micélio em papel filtro; equipamento transluminador;

4. Secagem do micélio para congelamento; 14. Conferéncia das bandas de amostras

5. Congelamento do micélio em freezer; vélidas para envio ao sequenciador

6. Maceracéo do micélio com nitrogénio liquido genético;
em almofariz ceramico; 15. Tratamento dos dados no visualizador e

7. Solugdes para extracdo do DNA; editor de cromatogramas, de acesso livre,

8. Etapa em banho maria e centrifugacao; Chromas, sequenciamento genético e

9. Formagao de pellet (DNA extraido); verificagdo em banco de dados para

10. Mix de solugdes e primers para PCR; identificacdo das espécies de isolado

fungicos.

Para a etapa de extracdo de DNA e identificacdo das espécies de fungos, restringiu-
se a um total de 10 isolados fungicos. Para identificacdo molecular destes isolados,
utilizou-se o método de sequenciamento Sanger, procedimento tradicional de
sequenciamento genético, desenvolvido por Frederick Sanger e colaboradores na
década de 70. Algumas amostras tiveram amplificacdo da regido ITS (Internal
Transcribed Spacer), com separacdo dos genes 18S e 28S do rDNA fungico, com
utilizacdo dos primers ITS-1 (TCCGTAGGTGAACCTCGCG) e ITS4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) gerando um produto de até 550pb?!. Para as demais

amostras, amplificou-se a regido D1/D2, através dos primers NL-1

21 pb: nimero de pares de bases, que consiste em dois nucleotideos opostos e complementares nas cadeias de
DNA e RNA. Ex: Adenina/Timina (AT); Citosina/Guanina (CG)
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(GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) e NL4 (GGTCCGTGTTTCAAGACGG),
separacdo dos genes 26S e 28S. Os produtos de PCR foram purificados com
utilizacdo do Kit PureLink™ PCR Purification da Invitrogen. As reagdes de
sequenciamento foram realizadas utilizando BigDye® Terminator V3.1 Cycle
Sequencing Reaction kit (Applied BioSystems, Foster City, USA), conforme fabricante.
Por fim, os fragmentos foram processados e analisados através do sequenciador
automatico ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied BioSystems, Foster City, CA).
As sequéncias resultantes foram comparadas em banco de dados GenBank

(ferramenta online disponivel em http://blast.be-md.ncbi.nim.nih.gov/).

Na Tabela 7 sdo mostradas as solucdes e volumes utilizados para as reacdes de PCR
em cada uma das amostras a serem sequenciadas, completando um volume total de

50puL por amostra.

Tabela 7 — Solugdes para Mix de PCR

PCR MIX Volume (uL)
Agua MiliQ 37,4
1610x PCR Buffer 5,0
MgCI2 3,0
DNTPs 1,8
Primer foward 0,7
Primer reverse 0,7
Taq polimerase 0,4
DNA (10ng/ul) 1,0

3.2 RESULTADOS DA FASE 1

Nos itens a seguir sdo descritos os resultados obtidos nas analises desenvolvidas na
Fase 1 deste trabalho, importantes para embasamento das etapas desenvolvidas na

Fase 2.

3.2.1 Analise ambiental

O monitoramento realizado no periodo de um ano permitiu verificar as condi¢cdes
microclimaticas no interior da edificacdo, com relacdo aos valores de UR e

temperatura.

As leituras obtidas para os quatro blocos da edificagcdo, de um modo geral,
apresentaram registros aproximados. Considerando que a edificacdo permaneceu
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sem ocupacéao durante todo o periodo de coleta de dados, ou seja, sem qualquer fonte

de producédo de calor ou umidade interna, este resultado era esperado.

A Tabela 8 mostra a distribuicdo dos sensores na edificagao.

Tabela 8 — Distribuicdo dos sensores de medicao de UR e temperatura na edificacdo

SENSOR LOCALIZACAO PAVIMENTO
1 Bloco frontal Térreo
2 Bloco fundos Térreo
3 Bloco frontal Superior
4 Bloco fundos Superior

Conforme Ramos (2007), a temperatura do ar exterior e a radiacédo solar condicionam
a temperatura interior, especialmente nos casos em que ndo haja fontes de
aquecimento interno. A umidade absoluta do ar exterior, devido as trocas de ar por
ventilacdo, determina em grande parte o valor da umidade absoluta interior. Desta
forma, a edificacdo como um todo permaneceu condicionada as variagdes climaticas

exteriores.

Além das condicbes ambientais serem as mesmas, por tratar-se de uma unica
edificacdo, embora dividida pelo patio interior, todas as paredes exteriores, tanto do
bloco da parte frontal quanto o de fundos, possuem a mesma espessura, medindo
cerca de 50 cm, constituidas dos mesmos sistema construtivo. Desta forma, as trocas
de calor, que também interferem nas condi¢cdes de umidade relativa do ar, tendem a
ser de fato semelhantes. De acordo com as leituras horarias, mostradas na Figura 35,
com relacdo a UR, é possivel verificar que ocorreram momentos de grande oscilacao
ao longo do ano, com valores minimos préximos aos 35% e maximos acima de 99%.
Contudo, em grande parte do periodo analisado, a UR esteve acima dos 60% para 0s

quatro sensores.

A Figura 36 mostra os gréaficos obtidos a partir das leituras horarias com relacdo a
temperatura no interior da edificagcdo. Conforme mencionado, por permanecer
desocupada, a edificacdo apresenta variacbes de temperatura correspondentes ao
clima exterior. As leituras obtidas dos blocos voltados para o lado posterior da
edificacdo (orientagcdo norte) apresentaram maiores oscilagbes com relagdo aos
dados obtidos dos ambientes voltados a parte frontal (orientacdo sul). Destaca-se que

o sensor 4 foi disposto proximo ao ambiente que possui fechamento com esquadrias
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de vidro e que esta voltado a orientacao norte, recebendo incidéncia de radiacao solar
em grande parte do dia. Este fato pode justificar o alcance de maiores temperaturas e

seu posterior resfriamento.

Figura 35 — Dados horarios de UR (%) dos quatro ambientes analisados no periodo de 1 ano
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As construcdes do século XIX e inicio do XX, como o caso da edificacdo em analise,
sdo, em geral, constituidas de paredes externas de alvenaria de grande espessura,
comportando-se como um importante elemento regulador da temperatura dos
ambientes, em relacdo ao clima exterior. Olgyay (2008) afirma que a caracteristica
mais importante para o controle térmico dos materiais € seu comportamento sob o
ponto de vista da transmissdo de calor. A variacao da carga calorifica durante o dia
origina sua correspondente oscilagao no interior das estruturas. Para tal, depende da
capacidade isolante do material, caracterizado como coeficiente de transmitancia
térmica (U), expresso em W/m2°C e da capacidade térmica (C), em (kJ/m2°C). Quanto
menor o valor da transmitancia, melhor o efeito isolante. Quanto maior a capacidade
térmica, menor a variacdo de temperatura propagada através do material. Ambas as
caracteristicas se encontram presentes nos materiais, com diferentes intensidades.
No caso das edificacdes histéricas, estas geralmente apresentam baixos valores de
transmitancias térmicas em relacdo as paredes exteriores e alta capacidade térmica.
Dessa forma, naturalmente, tendem a se comportar como um elemento regulador
favoravel ao conforto térmico no interior dessas edificacdes. Considerando uma
situacdo de inverno, em uma edificacdo que esteja sendo ocupada, por exemplo, a
producdo de calor no interior dos ambientes, proveniente de diferentes fontes, seja
pela climatizacdo artificial, ou mesmo resultado da ocupacao desses espacos, tende
a manter a temperatura interna mais homogénea e elevada se comparada as
edificagcbes em que a transmitancia térmica das paredes é elevada, como nas casas
convencionais com paredes de baixa espessura e isolamento. Destaca-se, no entanto,
gue o isolamento térmico da cobertura, bem como das esquadrias, também se revela
importante. Para um bom desempenho térmico dos espagos € preciso que estejam
relacionadas paredes de alta inércia térmica com coberturas e esquadrias isoladas.
O controle da temperatura no interior dos ambientes interfere diretamente no contetdo
de umidade dos materiais. Ao manter os ambientes aquecidos, obtém-se, por
consequéncia, valores de UR mais baixos.

A Casa Godoy, embora possua elevada capacidade térmica, resultante da elevada
espessura das paredes, pode estar suscetivel a uma elevada perda de calor,
resultando em ambientes de menor temperatura interior e consequente elevacao da
UR. Algumas hipoéteses para este fendbmeno podem estar associadas a auséncia de

producdo de calor interior, bem como o baixo isolamento térmico com relagdo a
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existéncia de algumas esquadrias que possuem vidros faltantes, além da presenca de

frestas e falhas na cobertura, interferindo diretamente nas trocas térmicas.

A Tabela 9 mostra os valores maximos, minimos e médios obtidos para temperatura

e UR a partir de todos os sensores instalados internamente, considerando o ano total

de medicao.
Tabela 9 — Dados microclimaticos do monitoramento — interior da edificagdo
SENSOR 1 SENSOR 2 SENSOR 3 SENSOR 4
PAVIMENTO TERREO PAVIMENTO SUPERIOR
Temp. (°C) UR (%) | Temp.(°C)  UR (%) Temp. (°C) UR (%) | Temp.(°C) UR (%)
VALORES MAXIMOS 28,35 98,25 29,77 99,99 30,45 99,96 | 33,17 98,58
VALORES MINIMOS 11,32 37,48 8,20 36,90 9,88 31,55 7,32 34,71
MEDIAS 25,93 74,00 25,44 75,37 27,01 71,00 | 26,67 71,31
Média das maximas (Temperatura) 30,43°C
Média das minimas (Temperatura) 9,18°C
Média das maximas (UR) 99,20%
Média das minimas (UR) 35,16%
Temp. média (todos sensores) 26,26°C
UR média (todos sensores) 72,92%

O sensor 2, localizado no pavimento térreo, no vao da escada de acesso ao segundo
pavimento, registrou maior valor médio para UR. Os vaos de escadas tendem a
conduzir com mais intensidade o calor em direcdo aos pavimentos superiores. Esta
conducéo do calor tende a reduzir a temperatura que por fim ocasiona a elevagao da

UR, podendo justificar o ocorrido neste local.

A temperatura média anual, obtida a partir dos sensores internos, foi de 26,26°C, com
média dos valores minimos de 9,18°C e média dos valores maximos de 30,43°C. Com
relacdo a UR, a média anual, considerando todos os sensores, foi de 72,92%, com
média das minimas de 35,16% e média das maximas, 99,20%.

A Figura 37 mostra dados obtidos a partir do Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET) para os valores médios de temperatura minima e maxima exterior, entre 0s
meses de janeiro e dezembro de 2016, correspondentes ao monitoramento do
microclima interior. A temperatura maxima meédia verificada no ambiente exterior
corresponde, aproximadamente, aos valores verificados no interior da edificacao.

Quanto a temperatura minima média, os dados verificados no exterior apresentaram
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valores mais elevados comparados aos dados resultantes do monitoramento interno
a edificacao.

Figura 37 — Médias das temperaturas mensais exteriores no ano de 2016 para a cidade de Porto Alegre (RS)
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Fonte: (INMET), 2016

A Figura 38 mostra os dados obtidos pelo INMET para os valores médios de UR
durante o mesmo periodo. Verifica-se que a UR média exterior (70,26%) corresponde,
aproximadamente, as médias obtidas através dos sensores instalados na edificacéo
(72,92%).

Figura 38 — Média dos valores de UR exterior no ano de 2016 para a cidade de Porto Alegre (RS)
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Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), 2016

Os sensores instalados no pavimento térreo obtiveram médias um pouco mais
elevadas. Verificou-se que para este pavimento, aproximadamente 70% do tempo de
medicao, a UR esteve acima de 70% e para o pavimento superior, 60% do tempo total
de medicéo, a UR atingiu valores acima de 70%. Este comportamento pode sustentar
a hipoétese de que, além da UR ambiental exterior, outras fontes de umidade, como a

umidade ascensional, resultante de falhas no escoamento de agua da chuva no
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pavimento térreo, observadas durante inspec¢des na edificacdo, podem auxiliar na
retencdo de umidade interior, 0 que, com a auséncia de ventilacdo e de qualquer fonte
de calor interno, favorece a elevacéo da UR . Estando a umidade relacionada com a
variagdo de temperatura, o0 aumento da UR, resulta na reducdo da temperatura

interior, também verificada no monitoramento.

A Tabela 10 mostra todos os valores obtidos para temperatura maxima e minima, além
da UR média para o ano de 2016 na cidade de Porto Alegre (INMET, 2016).

Tabela 10 — valores médios para temperatura méaxima, minima e UR exterior no ano de 2016 na cidade de Porto
Alegre (RS)

Janeiro Fevereiro Margo Abril Maio Junho Julho Agosto Setembro Outubro Novembro Dezembro

T. méx. 32,02 31,81 27,83 27,1 196 1641 2007 2203 22,06 2485 27,54 30,94
média (°C)
T. min. 21,32 21,81 1949 193 123 832 1042 1207 124 1545 1586 19,97
média (°C)
URMedia 7138 7381 7864 815 846 824 80 7952 7562 7614 69,11 70,26

(%)

Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), 2016

Para Ramos (2007) o desenvolvimento de fungos nos elementos construtivos é a
manifestacdo patologica que mais facilmente indica que a umidade relativa do ar
interior esta elevada. A infestacdo por esporos de fungos ocorre de maneira natural,
proveniente do ar exterior. A obtencdo de nutrientes é garantida por depdésitos
superficiais provenientes de particulados organicos presentes nas superficies, como

a prépria poeira, por exemplo.

Os dados verificados no monitoramento, correlacionados com as condigoes
necessarias ao crescimento biolégico, indicam situacfes bastante favoraveis ao
desenvolvimento de fungos, confirmado pela presenca visivel de seu crescimento
mesmo em locais onde néo havia evidéncia de infiltragdo de agua diretamente. Adan
e Sansom (2011) afirmam que, embora algumas espécies de fungos possam crescer
e se adaptar a temperaturas muito baixas, a maioria dos fungos filamentosos exige
temperaturas minimas para a germinacao e crescimento, entre 5°C e 10°C. A
temperatura 6tima para o crescimento do micélio € geralmente entre 22°C e 35°C,
destacando que, para a maioria dos fungos, esta fica em torno dos 25°C (temperatura
normalmente encontrada em ambientes internos das edificacbes). A temperatura

maxima para germinacgao e crescimento fica entre 35°C e 55°C.
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Figura 39 — Valores médios mensais para UR e Temperatura dos ambientes interiores
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Figura 40 — Médias das leituras diarias no periodo de um ano para UR e Temperatura dos ambientes interiores
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A Figura 39 detalha as médias obtidas para UR e temperatura em cada um dos meses
do monitoramento para cada sensor. A Figura 40 destaca a média das leituras diarias
no decorrer do ano monitorado. Considerando os referenciais teoricos, as
temperaturas maximas e minimas obtidas no monitoramento, portanto, encontram-se

dentro da faixa aceitavel para a manutencdo do crescimento de fungos

3.2.2 Analise dos materiais

As analises realizadas a partir das amostras de material extraidas da edificacao
tiveram por objetivo a caracterizacdo fisico-quimica destes substratos, de forma a
servir como subsidio a definicdo das propriedades necessarias para a moldagem das

amostras a serem confeccionadas e analisadas na Fase 2 do trabalho.

3.2.21 Teor de umidade

Em novembro de 2015 foi feita uma primeira extragdo de amostras que permitiu
delinear os pontos com maior probabilidade de deterioracdo em funcdo do teor de

umidade contido nos materiais.

Os resultados obtidos para a avaliacdo da umidade natural presente nas amostras, no
momento da coleta, foi determinado a partir da (Equacdo 2, p. 100) e podem ser

visualizados na Tabela 11.

Tabela 11 — Teor de umidade natural nas amostras

MASSA MASSA TEOR DE LOCAL DE EXTRACAO
AMOSTRAS MATERIAL MATERIAL  UMIDADE
UMIDO (g) SECO (g) NATURAL (%)

AMBIENTE 02 - Base da parede diviséria com

U_02d.1 23,18 22,19 4,45 e ek
- edificacdo lindeira (oeste)
U 02a 3033 29.42 3.09 AMBIENTE 02 - Bage da parede exterior (patio
— interno)
U_4b.1 60,04 59.10 1,59 AMBIENTE Q4_ - Be}se _da parede diviséria com
edificacdo lindeira (leste)

U 05b.1 181,43 180,36 0,59 AMBIENTE 05 - Par(_ede de alvenarlg (va_o da
- escada acesso cozinha — patamar inferior)
U 05b.2 143,64 142,45 0.84 AMBIENTE 05 - Par_ede de alvenaria (vac_) da
— escada acesso cozinha — patamar superior)
U_06d.1 86.66 79,54 8.96 AMBIENTE 06 - Bgse_da parede diviséria com

edificacao lindeira (oeste)
U_08d.1 94.41 88,38 6.82 AMBIENTE 08 - Base da parede diviséria com

edificacdo lindeira (oeste)
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A partir dos teores de umidade, foi possivel uma correlacdo com os ambientes onde
visualmente j4 havia sido verificada a intensa umidade, resultante de pontos de
infiltracdo, como ja era esperado. As amostras com os maiores teores de umidade,
tais como a U_06d.1 e U_08d.1, correspondem aos ambientes onde verificou-se
intenso crescimento biolégico, bem como evidente infiltracdo, intensificada em periodo

de ocorréncia de chuva e em regides proximas a base das paredes.

As amostras com os menores teores de umidade, tais como a U_05b.1 e U_05b.2,
correspondem as superficies interiores do vdo da escada, local onde se verificou a
presenca de crescimento biolégico, porém nao havia indicios de pontos de infiltrac&o.
A diferenca entre os teores de umidade verificados esta relacionada as diferentes
alturas de extragdo. A amostra extraida do vdo no patamar inferior mostrou menor
teor de umidade natural comparado a amostra extraida do patamar superior. Tal
resultado pode ser justificado pelo fato de a parede do patamar superior ser divisa
com o ambiente 08, intensamente deteriorado pela infiltracdo proveniente da laje
superior em praticamente todas as superficies. No nivel do patamar inferior, a parede
é divisa com o ambiente 06, também deteriorado, porém na superficie da parede

adjacente, que faz divisa com a edificacéo vizinha.

Em seguida a esta andlise, realizou-se um ensaio para avaliacdo da umidade
higroscopica das amostras. Este ensaio buscou determinar a capacidade de absorcao
de umidade das amostras, dispondo-as em ambiente com UR elevada e temperatura
constante. Para determinacdo do teor de umidade higroscopica usou-se a (Equacéo
3, p. 101).

Esta andlise permitiu verificar que as amostras, de um modo geral, sdo bastante
higroscopicas. A umidade a que ficaram expostas durante o ensaio foi em média de
91,52% e temperatura de 26°C, monitoradas atraves de registrador termohigrémetro,
configurado para o registro horario. A Figura 41 mostra o registro de UR e temperatura
durante todo o periodo de execucao do ensaio, destacando a curva inicial de aumento

da UR até estabilizacdo aproximada, em torno dos 90% de umidade relativa.

Esta analise permitiu observar que estando o ambiente constantemente exposto a

elevadas taxas de UR, é provavel que tais revestimentos tenham capacidade de
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absorver elevados valores de umidade, expondo os materiais a possiveis alteracoes,

principalmente relacionadas ao crescimento bioldgico.

Figura 41 — Monitoramento do microclima para o ensaio de umidade higroscopica
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Outro aspecto relevante foi que as amostras de maior higroscopicidade, tais como
U _02d.1 e U_02a.1 (Tabela 12), ndo foram as que naturalmente apresentaram 0s
maiores teores de umidade natural. Esta informacé&o pode ser correlacionada com as
diferentes fontes de umidade, confirmando os locais onde havia evidéncias de
infiltrac@o ou apenas exposicao a elevada UR do ar, ou seja, mesmo que as amostras
nao estivessem em contato com fontes diretas de infiltracdo, a elevada umidade

relativa do ar poderia ser facilmente absorvida.

Tabela 12 — Teor de Umidade higroscdpica nas diferentes amostras de argamassa

0, 0,
miosTRAS PESOMATERIAL (o0 0omy e (sog/aoomb) em  1E0R O UMIDADE

dessecador* dessecador*

0 horas 48 horas — 83% 82 dias — 95%
U_02d.1 22,19 24,39 24,90 12,22
U_0O2a.1 29,42 31,51 33,14 12,64
U_04b.1 59,10 61,58 63,86 8,05
U_05b.1 180,36 184,66 190,39 5,56
U_05b.2 142,45 144,95 148,58 4,30
U_06d.1 79,54 81,89 84,25 5,92
U_08d.1 88,38 90,67 91,90 3,98

Conforme Lombardi (2005), analises realizadas no Palazzo Reale (Napolis, Italia), em
revestimento de argamassa do ano de 1600, verificou-se um teor de umidade natural
de 30%, sendo este considerado um valor bastante elevado. No entanto, embora as
analises nas amostras da casa Godoy nao tenham superado valores em torno de 8%

para umidade natural e 12% para umidade higroscopica, considerando o periodo de
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exposicao a valores elevados de umidade, os materiais, tornam-se assim, suscetiveis

a ocorréncia de manifestacdes patoldgicas, incluindo o desenvolvimento biologico.

A Figura 42 mostra a evolugéo do teor de umidade das diferentes amostras ao longo

do tempo.

Figura 42 — Teor de Umidade Higroscopico das amostras ao longo do tempo dos diferentes ambientes
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Observa-se a rapida absor¢édo das amostras U_02d.1 e U_02a.1 ja nas duas primeiras
horas de exposicdo. As amostras seguem absorvendo a umidade, estabilizando em

torno do 12° dia.

Esta andlise demonstra a elevada predisposicdo das superficies da edificacdo ao
crescimento de fungos, verificada a elevada UR do ar a que estdo expostos, associada

a elevada higroscopicidade dos substratos analisados.

A Figura 43 compara os diferentes teores de umidade, a partir de seu estado natural
e verificagdo de sua higroscopicidade. Pode-se destacar que as amostras dos
ambientes 06 e 08 (U_06d.1 e U_08d.1, respectivamente) foram extraidas de um local
onde ha a ocorréncia de intensa infiltracdo de agua da chuva. Isto pode ser de fato
constatado nas visitas realizadas. Embora de elevada umidade natural, essas
amostras ndo sdao as que mostraram maior capacidade higroscopica quando
comparadas as demais. Amostras como as obtidas dos ambientes 02 e 04 (U_02d.1;
U_02a.1 e U_04b.1), estdo muito mais susceptiveis & absorcéo a partir de elevadas

taxas de UR, devido ao elevador teor de umidade higroscopica.
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Figura 43 — Comparacéo entre teor de umidade natural e higroscopica das amostras
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3.2.2.2 Proporcionamento ligante / agregado

A Tabela 13 mostra os valores obtidos na determinagdo do proporcionamento da
parcela de ligante:finos:agregados presentes nas amostras, conforme método de
reconstituicdo de traco descrito por Teutonico (1988) e adotado pelo NTPR (UFBA).
As amostras foram extraidas em duplicata para realizacdo do ensaio. Em geral, 0s

valores verificados foram considerados coerentes e préximos entre as duplicatas.

Tabela 13 — Dados obtidos da analise de reconstituicdo de traco das amostras

Amostra  Ligante Finos Agregados % % _Proporc. Trago provavel
O el @ @@ tewe dees AT s e
M 02d.1 39,77 8,85 2,84 28,08 29,39 7,14 70,61 1.0,43:4,29 1:2,4
M 02d.2 45,33 9,53 2,88 32,92 27,38 6,35 72,62 1.0,41:4,67 1:2,6
M 04b.1 31,46 4,29 0,99 26,18 16,78 3,15 83,22 1:0,31:8,25 1.5
M 04b.2 26,89 3,49 0,7 22,7 15,58 2,60 84,42 1:0,27:8,79 154
M 05b.1 32,02 5,26 1,54 25,22 21,24 4,81 78,76 1:0,40:6,48 1:3,7
M _05b.2 30,61 4,23 1,31 25,07 18,10 4,28 81,90 1.0,42:8,01 1:4,5
M 06d.1 29,48 4,04 1,4 24,04 18,45 4,75 81,55 1:0,47:8,04 1:4,4
M 06d.2 33,96 5,36 1,44 27,16 20,02 4,24 79,98 1:0,36:6,85 1:4
M 08d.1 28,89 4,07 1,5 23,32 19,28 5,19 80,72 1.0,5:7,74 1:4,2
M 08d.2 27,73 4,62 0,44 22,67 18,25 1,59 81,75 1:0,13:6,63 1:4,5

Destaca-se, no entanto, que o desenvolvimento desta andlise apresentou algumas
limitacbes. A extracdo das amostras s6 pdde ser realizada em locais proximos a
pontos onde ja havia algum tipo de desagregacéao ou alteracdo no material, em fungéo

da impossibilidade de alteragdo na integridade dos materiais originais.

Roden et al. (2009), em analise a partir de amostra obtidas na Igreja das Dores, em

Porto Alegre — RS, edificacdo que teve sua construcao iniciada no ano de 1807,
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verificaram, através do ensaio de proporcionamento ligante/agregado, tracos que
variaram de 1:2; 1:3; 1:4; 1.6 e 1:7, de um total de 17 amostras. Verificando o traco

1:6 como o predominante.

Os valores obtidos na realizagéo desta andlise foram utilizados como referéncia para
determinacao do traco adotado na moldagem das amostras utilizadas nas analises

desenvolvidas na Fase 2 deste trabalho.

Adotou-se como critério a escolha de um traco usual em intervencdes de restauro e
que tivesse sido verificado entre as amostras. Desta forma, optou-se por um traco
intermediério, 1:4 (em massa), permitindo a realizacdo dos ensaios da Fase 2 em um
substrato com propriedades minimamente satisfatérias quanto aos aspectos de
caracterizacdo no estado fresco e endurecido e que fosse, ainda, compativel com as
propriedades verificadas em argamassas historicas, principalmente do periodo

avaliado.

3.2.2.3 Distribuicdo granulométrica

Embora as amostras tenham sido obtidas em pequena quantidade, foi desenvolvida a
analise de distribuicdo granulométrica que permitiu a verificacdo de aspectos quanto

ao tamanho dos graos e distribuicdo nas diferentes amostras.

Considerando o reboco como a camada mais fina e exterior de uma superficie, as
extracOes realizadas envolveram tanto a camada de reboco como a de emboco.
Sendo assim, verificou-se um percentual consideravel de agregados de dimensdes

média a grossa, como pode ser visualizado na Figura 44.

Esta analise também foi determinante na definicdo da distribuicdo granulométrica da
areia empregue na moldagem das amostras da Fase 2. Foi determinada uma média
das curvas de distribuicdo para determinacdo das porcentagens retidas em cada

peneira utilizada no ensaio.

Foram observados aspectos relacionados a coloracdo e formato dos gréos. Estes
aspectos morfolégicos também foram considerados para a selecéo da areia a ser

utilizada.
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A Figura 44 mostra a distribuicdo dos graos de areia em cada uma das amostras.
Verifica-se que ha similaridade entre as amostras, principalmente quanto a coloracéo
e formato dos gréos.
Figura 44 — Distribuicdo dos agregados das amostras utilizadas para o ensaio de Proporcionamento
ligante/agregado a) amostra M_02d.1; b) amostra M_02d.2; c) amostra M_04b.1; d) amostra M_04b.2; )

amostra M_05b.1; f) amostraM_05b.2; g) amostra M_06d.1; h) amostra M_06d.2; i) amostra M_08d.1; j)
amostra M_08d.2.

[0) (0)]

A Tabela 14 apresenta a distribuicdo granulométrica de cada uma das 10 amostras
analisadas. Considerando a porcentagem retida acumulada das diferentes amostras,
pode-se caracterizar a areia utilizada nas argamassas como sendo de granulometria
média ou grossa, de acordo com classificacdo indicada em versao anterior da ABNT
NBR 7211 (1983).
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Tabela 14 — Distribui¢do granulométrica das mostras

Abertur_a das AMOSTRAS
peneiras
(mm) Média Retida Acumulada (%)
Diam. max. 4,75
M_02d.1 M_02d.2 M_04b.1 M_04b.2 M_05b.1 M_05b.2 M_06d.1 M_06d.2 M_08d.1 M_08d.2
4,75 4 8 5 4 3 16 3 5 1 8
2,36 10 16 27 31 14 28 25 25 16 17
1,18 29 32 52 56 35 46 51 51 37 39
0,6 61 53 74 75 56 63 73 72 58 61
03 87 81 91 91 86 88 92 91 87 88
0,15 96 87 98 97 98 98 98 97 97 97
0,075 99 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Ii\illr?l?rlg?l\ﬁlg) 2,88 2,77 3,47 3,54 2,92 3,38 3,41 3,41 2,64 3,03

As amostras apresentaram diferentes valores de médulos de finura (MF), variando
entre areias médias e grossas. A amostra M_04b.2 apresentou o maior MF, enquanto

a amostra M_08d.1 apresentou o menor valor.

A Figura 45 mostra a distribuicdo granulométrica das diferentes amostras.

Figura 45 — Curva granulométrica das amostras
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3.2.2.4 Difracdo de raios X (DRX), Fluorescéncia de raios X (FRX) e

Analise Termogravimétrica (TG)

Para o desenvolvimento das analises de DRX, a partir da mesma amostragem obtida
para a realizacdo do ensaio de reconstituicdo de traco, foi armazenado cerca de 10g
do material. Em um primeiro momento, as amostras integras foram desagregadas e
moidas finamente com auxilio de pistilo e almofariz ceramico. O material foi passado
em peneira malha #53um. Tomou-se o cuidado para higienizar cuidadosamente a

peneira, evitando, assim contaminagao entre as amostras.

Como as amostras eram compostas basicamente de ligante e agregado, e
considerando que maior parte de sua constituicdo correspondia ao agregado, 0s
resultados desta primeira analise apresentaram picos bastante intenso de material
quartzoso. Assim, tornou-se dificil identificar com clareza a composicdo do ligante,
Visto que os picos resultantes eram muito pequenos. A interpretacdo dos resultados
da andlise de DRX foi feita com o auxilio do software X’Spert HighScore Plus. Os

resultados desta andlise podem ser verificados na Figura 46.

Figura 46 — Analise de DRX das amostras integras (ligante e agregado)

Q
C - Calcita / Ca(CO),

Q - Quartzo/ SiO,

o -
N
o
N
&)
N
o
N
a
w
o
w
13)]
N
o
N
o
o
o
I
I3
[©)
o
o)
I3)]
~
o
~
o

Pos. [°2Th.]

Embora com picos reduzidos, foi possivel identificar a presenca de calcita como
principal ligante, revelando, portanto, uma argamassa tendo como principal ligante a

cal e agregado composto de quartzo, de origem provavelmente de rio.
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Com o objetivo de confirmar a cal calcitica como principal ligante, reconhecendo a
limitacdo de ter sido realizado o ensaio a partir da amostra integra, decidiu-se por
realizar uma segunda andlise. Esta analise consistiu em, a partir da mesma
amostragem (ainda havia sido reservada quantidade suficiente de trés das cinco
amostras), foi realizada a desagregacdo, neste momento de forma bastante
cuidadosa, para permitir que o maximo de ligante fosse obtido separadamente do
agregado. O material fino foi passado em peneira malha #53um. O material foi

encaminhando, entdo, para nova andlise de DRX.

A Figura 47 mostra os resultados desta segunda analise. Foi possivel, assim,
confirmar a presenca de cal calcitica como principal ligante nas trés amostras. Houve
ainda a contaminacdo com a presenca de quartzo, principalmente na amostra 8d.1,
contudo, neste momento nao interferiu na clara verificagdo da natureza do ligante. A
amostra 6d.1 revelou, ainda, a presenca de Magnesita, mineral bastante comum na

composicao de argamassas a base de cal, junto a calcita.
Figura 47 — Andlise de DRX das amostras separando ligante do agregado
Q C - Calcita/ CaCO,

c M - Magnesita / MgCO,
Q - Quartzo / Si0,

8d.1 Q¢ c @ ¢C CCQ

T T - T 7~ T - T T " T T T " T "~ T 7T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Pos. [°2Th]

A Tabela 15 apresenta a descricdo dos compostos encontrados nas amostras, bem
como caracteristicas das fichas, ou também denominados cédigos de referéncia

localizados no banco de dados do software de analise.
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Tabela 15 — Descri¢do dos compostos verificados na andlise de DRX, apresentados na Figura 47

Nome do Férmula Mineral Cod. Ref. Qualidade
composto
Carbonato de CaCOs Calcita 00-005-0586 Star
célcio
Carbonato de MgCOs Magnesita 01-080-0101 Calculada (ICSD,
magnésio 1997)
Dioxido de silicio SiO2 Quartzo 00-005-0490 Star

As mesmas amostras integras desagregadas e moidas finamente, encaminhadas
para a andlise de DRX, foram encaminhadas para andlise de fluorescéncia de raios X
(FRX) e termogravimétrica (TGA). Estes ensaios, de modo complementar ao DRX,

confirmam a presenca dos compostos presentes nas amostras.

As analises de FRX (Tabela 16), confirmam os resultados da analise em DRX, com
porcentagens elevadas de silica (SiOz2), composto principal proveniente de areia
quartzosa, além de elevados teores de CaO (6xido de célcio), evidenciando a
composicao do ligante a base de cal, além de tracos de MgO (6xido de magnésio) em
algumas amostras. A presenca de MgO no ligante, configura uma cal de origem em
calcério dolomitico, tipico da regido sul do Rio Grande do Sul (ROHDE et al., 2012).
Os demais compostos, tais como a presenca consideravel de 6xidos de aluminio
(Al203), podem indicar a adicdo de algum material pozolanico na mistura, podendo
fornecer alguma propriedade hidraulica as argamassas.

Tabela 16 — Composicédo quimica da argamassa a partir da andlise de Fluorescéncia de raios X (FRX)

AMOSTRAS

COMPOSTOS (%)  2d.1 4b.1 5b.1 6d.1 8d.1
SiOz 64,84 69,63 71,84 82,33 82,03
CaO 8,75 18,44 13,81 8,47 8,76
Al2O3 13,27 4,24 4,57 4,45 4,29
Zr0; 7,04 - - - -
Zno 1,63 - 0,07 0,03 -
K20 1,28 1,84 1,75 2,51 2,24
SOs - 3,09 4,63 0,39 0,54
MgO - - - 0,94 1,06

A Figura 48 (a-e) mostra os graficos referentes a perda de massa das amostras
através da analise termogravimétrica (TGA) e derivada (DTG). De acordo com Borsoi,
G. et al. (2019), perdas de massa entre 25-120°C correspondem a desidratacdo da

agua adsorvida na amostra, verificado nas amostras 4d.1 e 8d.1. Perdas entre 450-
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550°C é atribuida, pelos autores, a perda de CO:2 associado a magnesita (MgCO3),
podendo corresponder aos picos verificados em todas as amostras, com excecao da
amostra 2d.1. Contudo, esta perda de massa pode, também, ser referente a agua
combinada ao Ca(OH)2. Por fim, perdas de massa entre 600-900°C correspondem a
liberacdo de CO: resultante da decomposi¢cdo do CaCOs, verificado em todas as

amostras, corroborando os resultados obtidos através do DRX e FRX.

Figura 48 — Andlise termogravimétrica (TG) e derivada (DTG) a) amostra 02d.1; b) amostra 04b.1; ¢c) amostra 05b.1; d) 06d.1;
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A Tabela 17 mostra a descricdo dos dados obtidos na andlise para cada uma das

amostras.
Tabela 17 — Descrigdo dos dados obtidos na analise termogravimétrica (TGA)
Amostra 2d.1 4b.1
Temperatura Perdade  Temperatura Perda de
S ; Massa S . Massa
Evento inicial e final (%) massa inicial e final (%) massa
(°C) ’ (%) (°C) ’ (%)
i ) 25,08 99,74 94,19 98,88
Agua adsorvida 1,73 0,79
126,86 98,01 126,98 98,09
Agua combinada 387,75 96,72 148
Ca(OH). 481,88 95,24 ’
612,32 94,77 549,31 94,73
CO: liberado do 6,06 4,98
CaCOs 724,56 88,71 754,86 89,75
o . 873,65 88,63
Ceramica (tijolo) 1,06
942,61 87,57
25,08 99,74 94,19 98,88
Perda de massa total 12,02 11,7
988,53 87,72 988,34 87,18
Amostra 5b.1 6b.1
Agua adsorvida
A i 385,18 98,55 373,31 98,39
Agua combinada 1,25 1,48
Ca(OH)2 500,05 97,3 492,31 96,91
. 568,23 96,94 570,4 96,28
CO:z liberado do 3,31 3,58
CaCOs 699,6 93,63 705,12 92,7
. - 846,67 92,4
Ceramica (tijolo) 0,29
900,05 92,11
385,18 98,55 373,31 98,39
Perda de massa total 5,47 6,6
988,76 93,08 989,48 91,79
Amostra 8d.1
Agua adsorvida
Agua combinada 389,19 97,92 0.94
Ca(OH)2 494,14 96,98 '
. 591,51 96,1
CO: liberado do 5,35
CaCOs3 722,14 90,75
389,19 97,92
Perda de massa total 8,23

988,98 89,69
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3.2.3 Andlise bioldgica

A caracterizagdo biologica consistiu, inicialmente, da prospecc¢ao com fita adesiva na
superficie. Em seguida foi feita a raspagem superficial nos locais de extracao pré-
selecionados. O material foi inoculado em placas de Petri com meio Agar Dextrose
Sabouraud, considerando a diluicdo seriada. A partir do crescimento das diferentes
colonias, foi feito o isolamento das verificadas como as mais frequentes para posterior
microcultivo e identificacdo morfolégica do género dos fungos. De modo
complementar foi desenvolvido o0 método molecular de extragdo de DNA com PCR
para identificacdo das espécies isoladas. A seguir s&o mostrados os resultados destas

etapas desenvolvidas.

3.23.1 Prospeccéo, estimativa e isolamento por microcultivo

Considerando os locais de coleta para caracterizagao fisico-quimica dos materiais de
revestimento em argamassa dos ambientes internos, foram coletadas sete amostras
totais dentre os cinco ambientes para caracterizacdo dos fungos filamentosos mais
frequentes. Com relacdo as fachadas, onde nao foi possivel a extracdo para
caracterizacdo dos materiais, foram feitas raspagens em um total de seis pontos
envolvendo as duas fachadas (principal e fundos), além de superficie exterior no patio

interno.

Da Figura 49 a Figura 61, apresenta-se uma compilacao de imagens para cada um
dos ambientes analisados, fachadas e patio interno. Sdo mostradas as imagens
obtidas em lupa estereoscopica, em diferentes aumentos, da prospeccado com fita
adesiva e do material coletado superficialmente (raspagem). Apresenta-se,
igualmente, uma imagem representativa de uma das placas de crescimento com 0
total de colbnias desenvolvidas a partir do material coletado para cada ambiente. E
feita uma descricdo da principal fonte de umidade verificada na inspecéao local, bem
como a contagem em UFC/mL, a partir de 1g de amostra extraida dos pontos
selecionados. Os pontos de coleta estdo localizados em planta baixa junto as

imagens.
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Figura 49 — Coleta biolégica no Ambiente 2

Fonte de umidade:
Infiltrag&o patio lateral
Estimativa de coldnias:
2967 UFC/mL

AMBIENTE 02

PLANTA BAIXA - PAV. TERREO
Edificag&o vizinha

PROSPECGAO
(fita adesiva)

FRAGMENTOS DO
SUBSTRATO (coleta)

"

Figura 50 — Coleta bioldégica no Ambiente 4

Fonte de umidade:
Infiltragdo parede divisa
com edificagdo vizinha.
Estimativa de coldnias:
2647 UFC/mL

AMBIENTE 04

PLANTA BAIXA - PAV. TERREO

Edificag&o vizinha

PROSPECCAO
(fita adesiva)

FRAGMENTOS DO
SUBSTRATO (coleta)

Com relagcéo ao ambiente 4 (Figura 50), no momento da coleta, aparentemente nao

s

havia manchamento de coloracdo escura, como normalmente é relacionado ao
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crescimento fungico nas superficies dos materiais. A partir deste local de coleta houve
o crescimento predominante de col6nias de coloracéo branca, também verificado no

material prospectado com fita adesiva e nas particulas do material raspado.

Figura 51 — Coleta biolégica no Ambiente 5

Fonte de umidade:
Umidade de condensacao
do ar (vao da escada).
Estimativa de coldnias:
27200 UFC/m
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PLANTA BAIXA — PAV. TERREO

Edificagao vizinha

®ACESSO

FRAGMENTOS DO
SUBSTRATO (coleta)

Fonte de umidade:
Infiltragao parede divisa
com edificagao vizinha.
Estimativa de coldnias:
2527 UFC/mL
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Figura 53 — Coleta bioloégica no Ambiente 6, amostra 6d.2

Fonte de umidade:
Infiltragdo parede divisa
com edificagao vizinha.
Estimativa de colonias:

AMBIENTE 06

PLANTA BAIXA - PAV. TERREO

Edificac&o vizinha 4780 UFC/mL
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(fita adesiva)

FRAGMENTOS DO
SUBSTRATO (coleta)

Fonte de umidade:
Infiltragcdo parede divisa
com edificagao vizinha.
Estimativa de colodnias:
23533 UFC/mL

AMBIENTE 08

PLANTA BAIXA — PAV. SUPERIOR
Edificag&o vizinha

T.]

FRAGMENTOS DO
SUBSTRATO (coleta)
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Figura 55 — Coleta biolégica no Ambiente 8, amostra 8d.2

Fonte de umidade:
Infiltragdo parede divisa
com edificagao vizinha.
Estimativa de colonias:
2493 UFC/mL

AMBIENTE 08

PLANTA BAIXA - PAV. SUPERIOR
Edificagao vizinha

PROSPECGAO
(fita adesiva)

FRAGMENTOS DO
SUBSTRATO (coleta)

Fonte de umidade:
Infiltragdo parede divisa
com edificagao vizinha.
Estimativa de colonias:
5400 UFC/mL

PATIO (P1)

PLANTA BAIXA - PAV. SUPERIOR
Edificagao vizinha

PROSPECGAO
(fita adesiva)

FRAGMENTOS DO
SUBSTRATO (coleta)



Figura 57 — Coleta bioldgica na Fachada dos fundos, amostra FU.1

FACHADA FUNDOS (FU.1)

PLANTA BAIXA — PAV. SUPERIOR

Fonte de umidade:
Infiltragdo parede divisa
com edificagdo vizinha.
Estimativa de coldnias:

Edificago vizinha 3467 UFC/mL
T 1}
| | I | S
< g g
Lofo

Edificagao vizinha

FRAGMENTOS DO
SUBSTRATO (coleta)

FACHADA FUNDOS (FU.2)

PLANTA BAIXA - PAV. SUPERIOR
Edificagao vizinha

Fonte de umidade:
Infiltragdo parede divisa
com edificagao vizinha.
Estimativa de colonias:
5180 UFC/mL
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Edificagao vizinha
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(fita adesiva)

FRAGMENTOS DO
SUBSTRATO (coleta)
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Figura 59 — Coleta bioldgica na Fachada dos fundos, amostra FU.3

Fonte de umidade:
Infiltragdo parede divisa
com edificagdo vizinha.
Estimativa de colonias:
10000 UFC/mL

FACHADA FUNDOS (FU.3)

PLANTA BAIXA — PAV. SUPERIOR
< Edificag&o vizinha

FRAGMENTOS DO
SUBSTRATO (coleta)

Figura 60 — Coleta biolégica na Fachada frontal, amostra FR.1

Fonte de umidade:
Incidéncia de chuva
Estimativa de coldnias:
680 UFC/mL

FACHADA FRONTAL (FR.1)

)

CETTTTTE

‘_%“ﬁtlll I

PROSPECGAO
(fita adesiva)

FRAGMENTOS DO
SUBSTRATO (coleta)
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Figura 61 — Coleta biol6gica na Fachada frontal, amostra FR.2

Fonte de umidade:
Agua proveniente da
cobertura (tubo de queda
interrompido)

Estimativa de coldnias:
3553 UFC/mL

-
.

‘ :”‘:' |

FACHADA FRONTAL (FR.2)

PROSPECGAO
(fita adesiva)

FRAGMENTOS DO
SUBSTRATO (coleta)

A correlacdo morfolégica entre as imagens obtidas a partir do material prospectado,
da raspagem superficial e das colénias desenvolvidas nas placas de Petri mostrou-se
coerente e aplicavel como metodologia de analise para esta etapa do trabalho. Na
Figura 60, onde mostra-se a coleta realizada em um dos pontos da fachada frontal, &
possivel verificar uma estimativa reduzida de UFC/mL, comparada as demais
amostras. Como justificativa, é possivel deduzir, por aspectos morfoldgicos, que neste
ponto de coleta houve um crescimento predominante de organismos fototroficos,
dependentes da luz solar para realizacdo de fotossintese, resultando em um intenso
manchamento da superficie, porém com baixa contagem fangica.

O método selecionado para estimativa de fungos, a partir das amostras, foi utilizado
de modo similar em Shirakawa et al. (2015), que avaliou a colonizag&o fungica em
painéis fotovoltaicos expostos ao clima tropical brasileiro. Entre outros métodos, foi
feita contagem de UFC, a partir do plagueamento, em meio agar dextrose Sabouraud
e Dichloran-Glycerol (DG-18), de 0,5mL de diluigcBes seriadas da suspen¢do em agua
deionizada estéril a partir de coleta superficial com uso de esponja. Viitanen et al.

(2010) considerou comum que valores entre 103 — 105 unidades formadoras de
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colénias (UFCs) de fungos por grama de amostra, a partir de espacos confinados

como pordes de edificacdes antigas, sejam obtidos.

A Tabela 18 mostra a estimativa de UFC. Destaca-se que para as amostras FU1, FU3,
5b e 8d.1 foi considerada a primeira coleta realizada, onde foi possivel a quantificacéo
aos seis dias a partir da diluicdo de 107, sendo feitas as devidas correcdes para
guantificacdo a partir da diluicdo. Para as demais amostras, foi considerada a segunda
coleta onde se péde quantificar a partir da concentracdo méaxima, também no sexto

dia de crescimento.

Tabela 18 — Estimativa de Unidades Formadoras de Col6nia (UFC) a partir de 1 grama de amostra — Coleta
superficies exteriores e ambientes interiores

Ponto de coleta Diluigo  UFC/mL L0Ga0
FU1 10! 3467 3,5399
y FU2 S/d* 5180 3,7143
o
£ Fu3 10 10000 4,0000
m] "
5 P1 Sl 5400 3,7324
%
FR1 Sl 680 2,8325
Sid*
FR2 3553 3,5506
Sid*
02a 2967 3,4723
Sid*
04a 2647 3,4227
& osb 10! 27200 4,4346
o Sid*
W 06a.l 2527 3,4025
zZ S/d*
= oea2 4780 3,6794
%
08d.1 S/ 2493 3,3968
08d.2 10! 23533 4,3717

*S/d — sem diluigédo

Cappitelli et al. (2007), a partir de amostras de marmore seriamente danificada por
alteracdes fisico-quimicas, envolvendo o crescimento biolégico, obtidas da fachada
da Catedral de Mildo (Itdlia), quantificaram bactérias heterotréficas, e fungos. Para
contagem flngica, obtiveram os seguintes valores: 8x10% UFC/g; 3x10% UFC/g e 4x10°
UFC/g. Segundo os autores, a elevada contagem pode estar associada a aplicacao
de resinas epoxi e acrilica como consolidante, com funcédo protetiva, na década de
1970. O material sintético pode ter se comportando como um substrato

potencialmente favoravel ao crescimento microbiano.
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Koburger et al. (2011) avaliaram a argamassa de revestimento no interior de um quarto
de uma edificacdo na Alemanha contaminada com crescimento biolégico. Neste
trabalho obteve-se a quantificacdo de 1500 UFC/g a partir de amostras obtidas de

uma superficie contaminada.

Com base na Figura 62 verifica-se que, entre os ambientes interiores, 0s que
mostraram uma estimativa de crescimento mais elevada a partir do material coletado,
foram os ambientes 05 e um dos pontos de coleta do ambiente 08. De fato,
visualmente foi possivel verificar um crescimento intenso com alteracéo evidente da
coloracdo do revestimento, bem como desagregacdo superficial nas inspecdes

prévias e no momento da coleta.

Figura 62 — Estimativa de UFC/mL para cada ponto de coleta nos Ambientes interiores e exteriores

5,00
4,50

4,00

3,5
2,50

FU1 FU2 FU3 P1 FR1 FR2 2a 4b 5b 6d.1 6d.2 8d.1 8d.2

Local de extracdo das amostras

Logio CFU/mL
o

o

O local de coleta no ambiente 5 corresponde ao vao de circulacao vertical, embaixo
da escada. Neste ponto nota-se uma menor circulacdo de ar com maior possibilidade
de retencdo de umidade. Considerando os elevados valores de UR verificados no
monitoramento microclimatico, bem como a higroscopicidade das amostras e, ainda,
a auséncia de limpeza e manutencdo, o0 substrato mostrou-se favoravel ao

crescimento intenso de fungos, conforme verificado na contagem.

Com relagédo ao ambiente 8, o substrato onde foi feita a coleta com a quantificacao
biolégica corresponde a uma parede onde verificou-se a ocorréncia de intensa

infiltracdo, favorecendo, portanto, o crescimento biolégico.

Para as amostras coletadas nos ambientes exteriores, verificou-se uma maior
estimativa em um dos pontos da fachada dos fundos, local onde, embora seja de
orientacao solar norte, possui o entorno repleto de vegetacao, o que contribui para o
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sombreamento, maior retencéo de umidade, além de maior exposicéo a diversidade

de agentes biologicos.

3.2.3.2 |dentificacdo morfoldgica - microcultivo

A partir da primeira coleta foram prospectados e cultivados 32 isolados fangicos,
selecionados a partir da diferenciacdo morfolégica das coldnias. Na segunda coleta
foram isoladas 27 colbnias de fungos filamentosos. Todos os isolados foram
cultivados em meio agar Sabouraud. As coletas foram realizadas entre os meses de
abril e maio de 2017, correspondendo, portanto, ao periodo de outono. Do total de
colonias diferenciadas, foram selecionadas 15 para identificacdo, considerando a
frequéncia em que ocorreram nos ambientes interiores e exteriores. A Tabela 19
mostra 0os géneros de fungos identificados através do método do microcultivo, bem
como os ambientes em que foram encontrados e a frequéncia em que foi verificada
sua ocorréncia a partir das coletas. A determinacdo da frequéncia foi realizada de
modo qualitativo através da observacéo do crescimento das coldnias e contabilizacao

diretamente das placas.

Tabela 19 — Isolados selecionados para identificacdo através do microcultivo

Identificac&o na IDENTIFICACAQO

COLETA Microcultivo AMBIENTES FREQUENCIA
coleta N
(género)
1 Isolado 5 NE* ext. FU.1 +++++
1 Isolado 10 Fusarium ext. FU.1 +++
1 Isolado 14 Trichoderma P.1 +++++
int. 2a +
1 Isolado 19 NE*
int. 5b +++++
int. 5b +++++
1 Isolado 16/17 Cladosporium 6d.1 +
int. 2a +++++
6.d1
1 Isolado 24 Rhizopus
FU.3
1 Isolado 25 Aspergillus ext. FU.2 +++
1 Isolado 26 Penicillium ext. FU.2 +++++
int. 6d.1 +++++
2 Isolado 1 Trichoderma Int. 8d.2; +++++
ext. FR.2 +++++

2 Isolado 2 Paecilomyces Int. 2a +++++
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Tabela 20 — Isolados selecionados para identificagdo através do microcultivo (continuagéo...)

Identificacédo na IDENTIFICACAO

COLETA Microcultivo AMBIENTES FREQUENCIA
coleta ~
(género)
int. 2a +++++
int. 4b +++++
int. 6D2 +
int. 8D1 +++++
2 Isolado 6 NE* 6D1 it
ext. FR.1 +
ext. FR.2 +
P1 +++
2 Isolado 7 Penicillium Ext. FR.2 +++
2 Isolado 27 Penicillium ext.FR.2 +++
ext.FU2 +++++
) ext.FR.2 +++++
2 Isolado 11 Trichoderma
ext.FU.2 ++
) int. 6D1 +++++
2 Isolado 25 Aspergillus
ext. FR.2 ++

NE* - N&o esporulou

+ baixo crescimento a partir do ponto de coleta da amostra (1 a 2 coldnias)

+++ crescimento médio a partir do ponto de coleta da amostra (2 a 10 coldnias)

+++++ crescimento intenso a partir do ponto de coleta da amostra (acima de 10 coldnias) (S)

A Tabela 21 mostra as placas de crescimento e imagens das estruturas morfolégicas
identificadas nas laminas de analise microscopica para cada um dos isolados

selecionados.

Tabela 21 — Crescimento em placa com meio Agar Dextrose Sabouraud dos isolados e imagens em microscopia
Optica das estruturas flingicas

Identificac&o e local Frontal placa Tardoz da placa Microscopia Optica
de coleta (aumento 400x)
Isolado 5 (coletal) — PN
N&o identificado (sem
esporos)

RO,

LOCAL: Exterior
Fachada fundos (FU.1)

Isolado 10 (coletal)
Fusarium

LOCAL: Exterior
Fachada fundos (FU.1)
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Tabela 22 — Crescimento em placa com meio Agar Dextrose Sabouraud dos isolados e imagens em microscopia

Optica das estruturas fangicas (continuacao...)

Identificacéo e local
de coleta

Frontal placa

Tardoz da placa

Isolado 14 (coletal)
Trichoderma

LOCAL: Patio (P.1)

Microscopia Optica
aumento 400x

Isolado 16 (coletal) —
Cladosporium

LOCAL: Interior
Ambiente 2
Ambiente 5
Ambiente 6

Isolado 17 (coletal) —
Cladosporium

LOCAL.: Interior
Ambiente 2
Ambiente 5

Isolado 19 (coletal)
— Cladosporium

LOCAL: Interior

Ambiente 2
Ambiente 5
Isolado 25 (coletal) —
Aspergillus
LOCAL: Exterior

Fachada fundos (FU.2)

Isolado 26 (coletal)
- Penicillium

LOCAL.: Exterior
Fachada fundos (FU.2)




146

Tabela 23 — Crescimento em placa com meio Agar Dextrose Sabouraud dos isolados e imagens em microscopia

Optica das estruturas fangicas (continuacao...)

Identificacéo e local
de coleta

Frontal placa

Tardoz da placa

Microscopia Optica
(aumento 400x)

Isolado 1 (coleta 2) —
Trichoderma

LOCAL: Exterior
Fachada frontal e
fundos (FU.2, FR.2);
Interior: ambientes 6
e ambiente 8

Isolado 2 (coleta2) —
estrutura semelhante
ao género
Paecilomyces

LOCAL.: Interior
ambiente 8

Isolado 6 (coleta2) —
N&o identificado (sem
esporos)

LOCAL: Interior
Ambiente 2
Ambiente 4
Ambiente 6
Ambiente 8

Exterior: Fachada
frontal (FR.1 e FR.2)

Isolado 7 (coleta 2) -
Penicillium

LOCAL:
Exterior:
Fachada frontal (FR.2)

-Isolado 11 (coleta2)
Trichoderma

LOCAL:
Exterior:
Fachada frontal (FR.2)

Isolado 25 (coleta?2)
Aspergillus

LOCAL.:

Exterior:

Fachada frontal (FR.2)
Interior:

Ambiente 6
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3.2.3.3 Extracdo de DNA

Os isolados selecionados para sequenciamento genético foram identificados
conforme mostrado na Tabela 24. Conforme descrito no item 3.1.4.3 deste trabalho,
foi necessaria a utilizacao de diferentes primers, visto que, para algumas espécies de
fungos, a amplificacdo do DNA apresentou uma melhor resposta com o primer ITS1 e
ITS4, enquanto para outros, a adequada amplificacdo do DNA ocorreu com 0s primers
NL1 e NL4. O Tamanho de Amplicon corresponde ao nimero de pares de bases de
nucleotideos, obtidos no sequenciamento, considerados validos para serem
comparadas ao banco de dados BLAST®. A cobertura corresponde ao percentual de
alinhamento com a sequéncia disponivel no banco de dados e a identidade a maior

porcentagem de identidade de todos os alinhamentos.

Tabela 24 — Identificacdo molecular dos isolados fungicos selecionados

Identificacéo Tamanho

COLETA Génerol/espécie Primers . Escore Cobertura Identidade
na coleta Amplicon
1 Isolado 14 Trichoderma harzianum NL1/NL4 457pb 1568 100% 100%
1 Isolado 19 Cladosporium NLI/NL4  550pb 2852 100% 100%
sphaerospermum
1 Isolado 16 Cladosporium sp. ITS1/ITS4 480pb 815 98% 98,45%
1 Isolado 17 Cladosporium NL1/NL4  499pb 922 100% 100%
halotolerans
2 Isolado 1 Trichoderma atroviride NL1/NL4 432pb 780 100% 99,08%
2 Isolado 2 Purpureocillium lilacinum ITS1/ITS4 481pb 752 99% 99%
2 Isolado 6 Acremonium sp. NL1/NL4 477pb 876 100% 99,79%
2 Isolado 7 Penicillium oxalicum NL1/NL4 322pb 573 99% 99,06%
2 Isolado 11 Trichoderma sp. NL1/NL4 350pb 483 100% 95%
2 Isolado 25 Aspergillus niger ITS1/ITS4 450pb 944 100% 100%

O fungo “Isolado 2”, da coleta 2, foi identificado por microcultivo como sendo do género
Paecilomyces, no entanto, pela identificacdo genética, foi identificado como
Purpureocillium lilacinum. Luangsa-Ard et al. (2011) afirmam que o Purpureocillium
lilacinum n&o é relacionado ao género Paecilomyces, propondo, assim, 0 novo home

de género Purpureocillium.

Na Tabela 25 sdo apresentados os isolados fungicos, o traco em massa a partir do
substrato coletado, o pH, bem como umidade natural presente a partir das coletas

realizadas.
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Tabela 25 —substratos coletados, propriedades e fungos identificados

ISOLADOS***
5| 4 g &
; o = o
© o |5 clels]|z2 £l g|E £| 8
> uw 8 5122|5535 |s|E|8|5|2]2]¢%
2| 8 = | = S c | = = | =
3 Cal:areia* pH  média F| < g s|s|le|85]|5% 3| N|®|Q|7% S
£ %) 5 g @ s|s583|s|s|8|l2l|l2ls|=
< ’ al<| 5|8 S|2|38=|e|®|=|2|& S|
é’:) I7,) % B © > = = ol uT
o< S| prd
@) o
2d 1:2/1:26 964 599 -1 .
E b 1:5/1:5,4 9 1,59 . .
D 5b 1:3,7/1:45 9,34 1 - | -
€ ed 1:4,4/1:4 961 8,96 . - . .
< 8d 1422145 964 682 N . .
FR.1 .
2 FR.2 . . . . .
% FU.1 . .
O FU.2 . . .
L FU3 - |-
PATIO . . .

*Trago do substrato (argamassa)
*Umidade natural da amostra de argamassa

Foi feita a medicdo de pH nas amostras (medidor de pH mPA210 MS Tecnopon)
através da dissolucdo de 5g de amostra pulverizada, passante em peneira de malha
150uL em 100mL de agua destilada. As argamassas convencionais, de um modo
geral, apresentam pH em torno de 12-13, condicdo desfavoravel ao crescimento
biolégico nas primeiras idades. Ao longo do tempo, os processos de carbonatacéo
reduzem o pH para valores em torno de 9, permitindo o crescimento microbiol6gico
(VERDIER et al., 2014). Valores proximos a este foram verificados nas amostras
analisadas, conforme Tabela 25. A suscetibilidade para o crescimento biolégico nos
materiais de construcdo depende de varios fatores (disponibilidade nutricional,
temperatura, pH e umidade). As diferentes espécies fangicas requerem diferentes
padrées de disponibilidade de agua, referida como atividade de agua (aw)
(ANDERSEN et al., 2011).

Considerando as condi¢gdes microclimatica verificadas no monitoramento, todos os
ambientes da casa permaneceram expostos por longos periodos no decorrer do ano
a elevados percentuais de UR e temperatura média favoravel aos fungos identificados
nas amostras analisadas. Além disso, verificou-se que a elevada umidade relativa nao

foi a Unica fonte de umidade verificada. Os diferentes teores de umidade natural,
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mostrados na Tabela 25, revelam amostras que estiveram suscetiveis a umidade
proveniente de infiltracdo, tais como as extraidas dos ambientes 2, 6 e 8 que
apresentaram valores mais elevados, além de uma maior diversidade de isolados

identificados.

Fungos do género Cladosporium e Fusarium necessitam de atividade de agua acima
de 0,85 (85% de UR) (STERFLINGER et al.,, 2018b). O fungo Cladosporium
sphaerospermum foi verificado com maior intensidade no ambiente 5, local de pouca
diversidade de isolados. Valores de pH préximos a 9, como verificado em amostra a
partir do ambiente 5, favorecem a colonizacdo de argamassas pelo fungo C.
Sphaerospermum (SHIRAKAWA et al., 2003). Neste ambiente a fonte de umidade
corresponde a elevada UR, visto ndo haver qualquer indicio de infiltragdo.

Shirakawa et al. (2003) analisaram amostras de argamassa de cerca de 41
edificacbes em S&o Paulo, sudeste brasileiro, e identificaram o fungo do género
Cladosporium como o mais frequente, seguido dos géneros Penicillium e Aspergillus.
Com relagcdo a saude humana, fungos do género Cladosporium podem estar
associados a doencas alérgicas (BOGOMOLOVA; KIRTSIDELI, 2009; HALEEM
KHAN; MOHAN KARUPPAYIL, 2012).

Shirakawa et al. (2003) verificaram que um dos mecanismos de biodeterioracdo pelo
C. Sphaerospermum em argamassa contendo CaCQOs, como as amostras analisadas
neste trabalho, envolvia a dissolucdo do célcio pela secrecdo de acidos orgéanicos,
seguido pela precipitacdo de calcio formando cristais na superficie do material.

O género Fusarium, isolado a partir de coleta na fachada dos fundos, é relatado por
deteriorar pinturas murais (GARG; JAIN; MISHRA, 1995; SUGIYAMA et al., 2017),
além de apresentar habilidade para oxidar o elemento enxofre, sendo identificado em
pedras areniticas nos monumentos de Angkor no Camboja (LI et al., 2010).

Aspergillus niger, A. Fumigatus, A. versicolor, Fusarium spp. e Stachybroty ssp. séo
mencionados como de forte impacto a salude humana devido a producdo de
patdogenos e/ou metabdlitos secundarios capazes de induzir a producédo de toxinas
(PINHEIRO et al., 2011). Alem das alteracdes provocadas a partir da secrecao

guimica de metabdlitos, fungos como o Fusarium podem danificar os substratos
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pétreos e o concreto a partir de acdes fisicas , principalmente pela penetracéo de hifas
na superficie dos materiais (GIANNANTONIO et al., 2009; GU et al., 1998).

Fusarium é um fungo termotolerante, acidotolerante, oligotréfico, ou seja, capaz de
suportar ambientes com baixa disponibilidade nutricional (ABE; HAMADA, 2011;
ADAMS et al., 2013; HAMADA; ABE, 2010). Este fungo foi identificado com frequéncia
em amostras de argamassa obtidas a partir de coletas realizadas em Sao Bernardo
do Campo e S&o Paulo, no sudeste do Brasil (SHIRAKAWA et al., 2003). Os géneros
Cladosporium, Penicillium, Trichoderma e Fusarium tem demonstrado ser os mais
abundantes em monumentos investigados (DE LA TORRE et al., 1991; TIANO, 2001).

No ambiente 6, pavimento térreo, a principal fonte de umidade é de origem
ascensional, além de infiltracdo proveniente do pavimento superior. Neste ambiente
foi identificado o crescimento de Aspergillus niger. Também foram isolados a partir da
coleta realizada na fachada frontal da edificacdo, de orientacdo sul, os fungos
Cladosporium sp., Acremonium sp., Trichoderma atroviride e Rhizopus. Estes fungos
sdo de comum ocorréncia em superficies de paredes sob acédo de umidade, além dos
géneros Penicillium, Aureobasidium e Alternaria (GAYLARDE et al.,, 2015). O
Aspergillus niger € capaz de produzir micotoxinas que podem provocar doencas
pulmonares, revelando um potencial risco a salude das pessoas (ABDEL HAMEED et
al., 2012; HALEEM KHAN; MOHAN KARUPPAYIL, 2012).

O género Trichoderma possui cerca de 254 espécies (BISSETT et al.,, 2015;
SUGIYAMA et al., 2017). E um dos mais comuns géneros encontrados no solo e em
madeiras degradadas. Produz acidos acético, citrico, formico e oxalico (SUGIYAMA
et al., 2017). O fungo Trichoderma atroviride, verificado nos ambientes interiores, 6 e
8 e fachadas (FR.2 e FU.2), pode estar relacionado a potenciais irritacdes de mucosas
em seres humanos (HALEEM KHAN; MOHAN KARUPPAYIL, 2012; POLIZZI et al.,
2011). O Trichoderma harzianum, isolado a partir de amostra obtida no patio interior,

€ uma espécie comum em edificacdes expostas a umidade (ANDERSEN et al., 2011).

A espécie Purpureocillium lilacinum (ZPaecilomyces lilacinus) encontrado com
intensidade no ambiente 8, pavimento superior, péde ser verificado por semelhanca
morfolégica de crescimento das coldénias em outros locais, tais como 2 e 4. Possui

crescimento 6timo entre 25°C e 33°C, é uma espécie formadora de biofilme, sendo
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capaz de colonizar superficies com baixa disponibilidade nutricional (LUANGSA-ARD
et al., 2011). O ambiente 8 possui a superficie exterior em vidro, voltada a orientacao
norte, o que pode favorecer o alcance de temperaturas mais elevadas, devido a
incidéncia solar. Pessoas com sistema imunolégico comprometido podem estar
suscetiveis a infec¢des quando expostas a este fungo (LUANGSA-ARD et al., 2011).
Esta espécie, foi também identificada no interior de camaras tumularias de
Takamatsuz uka e Kitora no Japao e nas cavernas de Lascaux (SUGIYAMA et al.,
2017).

A identificacdo em nivel de espécie demonstra-se importante, pois permite verificar
potenciais danos aos materiais das edificacdes, além de permitir antever possiveis
riscos a saude das pessoas que frequentam ou mesmo que atuam como
restauradores em edificacBes histéricas, estando, portanto, expostos a micotoxinas,

alergénicos e metabalitos especificos (ANDERSEN et al., 2011).

Outro aspecto importante a destacar é que a contaminacao por fungos nas superficies
dos materiais quase sempre esta associada ao manchamentos de coloracao intensa
e escura. No entanto, verificou-se neste trabalho, que mesmo coletas realizadas em
superficies deterioradas e com depdsitos claros, resultaram no crescimento intenso
de colénias de coloracédo clara, tais como do fungo Acremonium, identificado com
frequéncia em diversos ambientes, incluindo o ambiente 4, onde n&do havia
manchamento escuro na superficie, tornando evidente a importancia da aplicacédo de
meétodos biologicos para caracterizacao destas manifestacdes patoldgicas. Este fungo
mostra-se prejudicial a saude quando da exposicdo prolongada, resultando em
reacOes alérgicas (Sedlbauer, 2001). O fungo Acremonium, assim como o Fusarium

e o Cladosporium, necessita de aw superior a 0,85 (Sterflinger et al., 2018a).

33 FASE 2 - ANALISE EM LABORATORIO A PARTIR DA
CARACTERIZACAO DA EDIFICACAO HISTORICA (CASA GODOY)

A partir dos ensaios de caracterizacdo realizados nas amostras extraidas da
edificacdo histérica, bem como dos fungos identificados na etapa anterior (Fase 1), foi
definida a Fase 2 deste trabalho, descrita neste capitulo e cujas etapas sdo mostradas

esquematicamente na Figura 63.
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Foram moldadas amostras de argamassa de composicdo similar as histéricas,
inoculadas com os isolados fungicos selecionados. A partir destas amostras foram
desenvolvidas andlises, sob condi¢des controladas de UR, temperatura e incidéncia
de luz UVA, para verificagdo da eficiéncia do TiO2 com relagao ao crescimento destes

fungos filamentosos para as condicfes de ensaio propostas.

Figura 63 — Fluxograma das etapas da Fase 2
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Inicialmente foram feitos alguns testes preliminares para avaliacdo da toxicidade do
fotocatalisador com relacdo aos isolados fungicos, bem como a verificacdo da
influéncia da luz UVA com relac&o a esporulacao e crescimento das coldnias. A seguir

sao descritas cada uma das etapas desenvolvidas.
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3.3.1 Avaliacao da toxicidade do fotocatalisador quanto a isolados fungicos

Durante o desenvolvimento do trabalho, considerou-se importante a avaliacdo da
influéncia do TiO2 com relagé@o aos principais isolados fungicos selecionados, sem a

interferéncia dos substratos em argamassa, propostos para o estudo.

Com o objetivo de avaliar a influéncia de 3 diferentes concentracfes de TiO2 P-25 (1%,
3% e 5%) para os isolados de Aspergillus niger, Purpureocillium Lilacinum e
Cladosporium Sphaerospermum. Foram consideradas condi¢do de exposi¢do a luz

UVA e condicao de escuro.

Realizou-se a renovacgao das col6nias dos trés fungos isolados em meio nutricional
Agar Sabouraud. Os isolados foram repicados com auxilio de swab estéril, através do
esfregaco de micélio coletado, permitindo o crescimento em toda superficie do meio
nutriente. Foram feitas trés repeticdes para cada isolado. As placas foram dispostas

em estufa a 25°C para crescimento 6timo até o quinto dia.

Preparou-se cerca de 450mL de meio nutriente Agar Sabouraud. Em seguida a
autoclavagem, com o meio ainda em estado liquido, foram sendo adicionadas
aliquotas do TiOz2. Iniciou-se pela concentracdo de 1%, com relacdo a massa total do
meio nutriente. O fotocatalisador era adicionado e, em seguida, promovida a agitacao
em agitador magnético com aquecimento a 100°C por 10 min. Foi pipetado 15mL em
placas de Petri, totalizando seis repeticdes. Em seguida, corrigiu-se o percentual de
TiO2 para 3% da massa inicial do meio nutriente. Logo foi feita nova agitacao
magnética por 10 min, com temperatura de 100°C. Outras seis placas foram vertidas
com 15mL de meio nutriente e 3% de TiO2. Por ultimo, foi adicionada aliquota restante
para completar 5% de TiO2 com relagéo a massa inicial do meio nutriente. Novamente
foi feita agitacdo, sob as mesmas condigdes, e 0 meio suplementado com TiO2 vertido
em outras seis repeticoes de placas de Petri (Figura 64). O plagueamento foi realizado

dentro de camara de fluxo laminar.
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Figura 64 — Preparo do meio nutriente suplementado com TiO2: a) agitagéo magnética com aquecimento; b)
pipetagem do meio nutriente com TiOz; c) disposi¢cdo de 15mL do nutriente em placa de Petri

As placas com o0s meios nutrientes e as diferentes concentracoes de TiO2

permaneceram em repouso no interior da camara para solidificagéo.

A partir das placas de crescimento das colbnias dos isolados selecionados, com
auxilio de ponteiras plasticas estéreis, foram recortados pequenos discos, menores
que 8mm de diametro, dos micélios de cada fungo. Em cada placa com meio
nutricional e para cada uma das trés diferentes concentracdes, além da condigéo
controle (sem TiOz2) foram dispostos trés diametros do micélio recortado em posicao
equidistante (Figura 65).

Figura 65 — Extracdo do micélio para disposi¢do na placa com meio nutriente e diferentes teores de TIO2: a)

recorte do micélio com ponteira plastica estéril; b) diametros de micélio recortados e dispostos nas placas com
diferentes teores de TiO2

" Contrale — sem TiO»

@

As amostras foram, portanto, avaliadas para trés diferentes isolados, em trés
diferentes concentracfes (1%, 3% e 5%), além de placa controle, contendo apenas

meio nutricional, sem o TiOz (Figura 66).
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Figura 66 — Configuracéo do experimento para condi¢cdo de exposic¢ao a luz e para condicdo de escuro

Controle 1%TiO> 3% i02 5%TiO2
Aspergillus niger

Cladosporium
sphaerospermum

Purpureocillium
lilacinum

Foram produzidas repeti¢cdes para avaliagdo em duas condic¢des:
1) em camara climatizada, condi¢cdo de escuro;

2) em camara climatizada, exposicdo a fotoperiodo de 2 horas diarias com
utilizacao de lampada (Black light 24W - PL-L 24W/10 4P — PHILIPS), intervalo
364-384nm, para ativacéao do fotocatalisador.

Na condicdo de escuro, as amostras foram dispostas no interior de um ambiente
climatizado, com UR média de 85% e temperatura média de 23°C. A Figura 67(a)
mostra a disposi¢cdo das amostras a serem ensaiadas em prateleira no interior do
ambiente climatizado antes de serem recobertas. A Figura 67(b) mostra as mesmas

amostras, cobertas durante o ensaio para a condi¢ao de escuro.

Figura 67 — Amostras dispostas em cdmara para execucao de ensaio na condi¢do de escuro: a) amostras
dispostas para execuc¢do do ensaio; b) amostras cobertas durante a execu¢do do ensaio
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Para a avaliacdo das amostras, sob exposicdo de lampada UVA, foi construida uma
camara em madeira compensada, revestida com laminas de isopor nas faces internas.
Os cantos foram vedados com fita adesiva Silver Tape. No interior da camara foram
dispostos recipientes preenchidos com &gua. Acima dos recipientes, dispbs-se de
uma tela metélica para suporte das 12 placas de Petri a serem avaliadas. A agua
adicionada no interior das caixas, contribuiu para o equilibrio das condicbes
microclimaticas durante a execucdo da analise. As condicfes de UR e temperatura
foram registradas durante todo o experimento. A caixa foi constituida de uma tampa
de fechamento superior. Na sua face interna foi fixada a lampada UVA conectada a
um temporizador analdgico. O temporizador foi configurado para que a lampada
permanecesse acesa durante duas horas diarias (Figura 68).

Figura 68 — Camara para avaliagdo das amostras sob incidéncia de luz UVA: a) interior da cAmara revestido com

isopor e vedado com fita Silver Tape; b) Lampada fixada a parte inferior da tampa, conectada a temporizador
analégico, disposicéo de termohigréometro
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As amostras foram monitoradas e os diametros medidos por um periodo de 4 dias.

3.3.2 \Verificacédo da influéncia da luz UVA no crescimento de fungos

Esta analise foi desenvolvida em etapa anterior & coleta e caracterizagdo dos fungos
presentes na edificagdo historica estudada (Casa Godoy). Desta forma, foram
selecionados fungos filamentosos isolados de uma coleta anterior, em etapas
preliminares a este trabalho, a partir de outra edificacao historica, localizada em Porto

Alegre. Estes isolados foram identificados apenas em nivel de género.
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O ensaio desenvolvido foi uma adaptacdo do método descrito em Garcia-Cela et al.
(2015). Foi avaliada a influéncia da luz UVA quanto aos isolados de fungos,
Cladosporium e Penicillium, para quatro diferentes tempos de exposi¢do a irradiacao
e posterior incubagéo em estufa para verificacdo da influéncia da luz na esporulacao
e crescimento do micélio. Considerando que a luz UVA fornece a energia necessaria
para ativacdo do bandgap do TiO2 (3,2eV), teve-se por objetivo verificar se, mesmo
sem a utilizacdo do fotocatalisador, a luz proporcionaria alguma influéncia quanto ao

crescimento destes fungos.

A partir de placas de crescimento de isolados dos fungos Cladosporium e Penicillium,
foi feita uma suspenséo com contagem de esporos, concentracdo 10° esporos/mL. Foi
inoculado 5uL no centro de placas de Petri contendo meio nutricional minimo (Meio
de Cove).

Foram considerados quatro diferentes tempos de exposicdo a luz UVA; 1 hora, 2
horas, 4 horas e 6 horas. Foram feitas triplicatas para cada um dos dois fungos. A
andlise foi desenvolvida em equipamento Biochemical Oxygen Demand (BOD) com
UR média de 85% e temperatura média de 25°C com a lampada UVA instalada. Foi
realizada a medicdo da intensidade da incidéncia de luz com auxilio de Medidor de
Luz UV (Instrutherm).

Foram ainda produzidas triplicadas-controle (auséncia de luz), dispostas as mesmas

condicbes ambientais de umidade relativa (UR) e temperatura.

Em seguida que foi realizada a inoculacéo, o conjunto de placas do mesmo fungo foi
disposto na BOD para inicio da exposi¢cdo. Completada uma hora de exposi¢cao, uma
primeira triplicata foi conduzida a incubadora. O procedimento se repetiu ap6s duas,
quatro e seis horas de exposicao, onde as triplicatas de cada periodo eram retiradas
e conduzidas a incubadora. As placas foram monitoradas quanto ao crescimento
radial das colonias e fotografadas periodicamente, a cada 24 horas, por duas

semanas.
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3.3.3 Preparo da suspensédo de esporos dos isolados mais frequentes a partir

da Fase 1 para in6culo em substrato de argamassa

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia do fotocatalisador quanto ao crescimento
fungico em argamassas tipicas de edificacfes historicas, foram selecionados sete
isolados a partir das coletas realizadas na edificacao histérica. O critério de selecéo
levou em conta a frequéncia em que foram identificados a partir das amostras, bem
como a coloracao das col6nias. Considerando que o substrato a ser analisado € de
argamassa de coloracédo branca, para avaliacdo de forma isolada, foram selecionados
dois fungos de intensa pigmentacao, tais como o Aspergillus niger e o Purpureocillium
llacinum. Para os demais fungos selecionados para composicdo do consorcio,
também se levou em conta a frequéncia nas amostras analisadas, além de serem
fungos tipicamente verificados como deteriogénicos, sendo frequentemente
mencionados nos referenciais tedricos. A Tabela 26 mostra a relacdo dos isolados

selecionados.

Tabela 26 — Isolados selecionados para indculo nas amostras de argamassa

Isolado Fungico Condicéo de Identificacéo
inoculacdo e numero da coleta

Aspergillus niger Isolado 1 25 col2
Purpureocillium lilacinum Isolado 2 2 col2
Fusarium sp. Consoércio 10 coll
Cladosporium sp. Consércio 16 coll
Cladosporium sphaerospermum Consércio 17coll
Trichoderma atroviride Consorcio 1col2
Acremonium sp. Consorcio 6 col2

A partir dos isolados selecionados foi preparada uma suspensao de esporos,
concentracdo 10% esporos/mL, conforme protocolo utilizado no Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS-UFRGS).

Para os fungos Aspergillus niger e Purpureocillium lilacinum foram, portanto,
preparadas suspensdes isoladas de cada espécie. Para os demais fungos foi feito um
consorcio, realizando a quantificacdo de modo a obter uma concentracéo final de 10°

esporos/mL de cada fungo para o volume final.

Para a realizagdo do experimento, inicialmente foram renovadas as culturas dos

isolados flingicos em meio nutricional Agar Sabouraud em placas de Petri.
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Os novos isolados foram, entéo, cultivados em tubos de ensaio de vidro autoclavados
e vedados com tampa rosca, contendo 10mL de meio Sabouraud Dextrose Agar,
solidificado em posicéo inclinada de forma a dispor uma maior area de crescimento

as col6nias. Foram preparados 5 tubos para cada um dos isolados (Figura 69).

Figura 69 — Preparo de meio nutricional para suspenséo de esporos: a) meio em processo de solidificacao
inclinada na bancada; b) meio pronto para inéculo do isolado

(b)

A Figura 70 mostra os tubos de crescimento para cada coldnia de isolado fungico

selecionado. As amostras foram encubadas em estufa a 25°C por seis dias.

Figura 70 — Isolados flingicos para suspenséo de esporos: a) Aspergillus niger; b) Purpureocillium lilacinum; c)
Trichoderma atroviride; d) Acremonium sp.; e) Cladosporium Sphaerospermum; f) Cladosporium sp.; g) Fusarium

sp.

(d)

(€) () (9)

Fernanda Lamego Guerra (f.lamegoguerra@gmail.com). Porto Alegre: UFRGS/EE/PPGCI, 2018.
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A etapa seguinte consistiu em adicionar cerca de 3mL de solucdo Tween 0,01% em

cada um dos tubos contendo os isolados. Foi feita a agitacdo manual do tubo para

soltura dos esporos. A suspensdo em seguida foi vertida em tubo Falcon estéril e

devidamente identificado. Este processo foi realizado para cada uma das cinco

repeticbes de cada isolado, sendo obtido cerca de 15mL de suspensdo concentrada

de esporos para cada fungo.

Para contagem de células em camara de Neubauer?? e correcdo da concentracéo

para 108 esporos/mL seguiu-se o seguinte protocolo:

a)

b)

d)

g)

preparou-se 10 eppendorfs de 2mL para diluicdes sucessivas de 10! até 1010

da suspenséao concentrada de cada isolado em agua destilada estéril;

foi pipetado 900uL de &gua estéril no primeiro eppendorf e 100uL da suspenséo

concentrada;

agitou-se a suspensao e em seguida foi sendo passado 100uL da suspensao,
sucessivamente, para os eppendorfs seguintes, resultando na diluicdo. Cuidou-
se para que fosse realizada corretamente a agitacdo antes da transferéncia
para o eppendorf seguinte;

para cada isolado foi escolhida uma diluicao inicial para contagem, geralmente

em torno de 102 ou 1073,
pipetou-se cerca de 50uL em cada lado da lamina da Camara de Neubauer;
a camara era, entédo, conduzida para contagem em microscopio 6ptico;

contou-se cinco areas referentes a um dos lados da camara, conforme

demarcado em azul na Figura 71.

22| 3mina grossa de vidro. Dimensdes: 30 x 70 mm e 4 mm de espessura. E composta por duas cimaras
(independentes), uma superior e uma inferior. Cada uma possui uma grade no centro, onde a contagem celular
é realizada.



161

Figura 71 — Camara de Neubauer e area de contagem considerada na camara

h) a correcdo a partir da contagem para obtencgédo da concentracéo de 10° esporos

por mL foi feita conforme a seguinte correlagéo:

Contagem Total = n° de células totais/5 (nimero de espac¢os contados na
camara), multiplicado pela diluicdo utilizada para contagem na camara e

multiplicado por 10* (fator de correcéo da camara).
i) para o célculo da diluicdo utilizou-se a (Equacao 4).
C1V1=CaV2 (Equagéio 4)

Onde:

Ci1 — concentragdo inicial (verificada na
contagem)

V1 — volume inicial (a descobrir)

C2 — concentracéo desejada, neste caso 106
V2 — volume final (desejado)

Para cada indculo foi preparado um volume de 60mL de suspensédo 108 esporos/mL.
Volume suficiente para disposi¢ao no total de amostras de argamassa, com dimenséo
da superficie de 4x4cm, a serem inoculadas e analisadas.

3.3.4 CondicOes de exposi¢cdo das amostras

Considerando os aspectos a serem analisados foi composta uma matriz experimental,
conforme mostrado na Figura 72. Levou-se em conta o numero de repeticao de
amostras, os isolados a serem analisados, bem como as condi¢cdes de exposi¢cdo em

microclima controlado em equipamento BOD.
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Figura 72 — Matriz das amostras dispostas em condi¢des controladas (BOD)

NUMERAGAO
DAS AMOSTRAS

TiO2 (1-6)
Luz UVA
Sem TiO2: (7-12)
ISOLADO 1
TiO2 (13-18)
Escuro
Sem TiO2: (19-24)

TiO2 (25-30)
Luz UVA
i SemTiOz (31-36)
CONDICOES
CONTROLADAS ISOLADO 2
(BOD) TiO2 (37-42)

Sem TiO2: (43-48)
TiO2 (49-54)

) Sem TiO2: (55-60)
CONSORCIO

AN A

AN AN FANYANARA

TiO2 (61-66)

Sem TiO2:  (67-72)

Considerando esta disposicao foram obtidas:

a) condicao de exposicdo controlada de UR, temperatura e incidéncia de luz UVA (em
BOD);

b) in6éculos com dois diferentes isolados fungicos, além de um consorcio de cinco

diferentes isolados;
c) aspersao, ou nédo, do fotocatalisador em agua deionizada, concentracdo 3%

d) exposicédo a luz ou em condicdo de escuro.

3.3.5 Instrumentacgéo da incubadora Biochemical Oxygen Demand (BOD)

O equipamento utilizado para o desenvolvimento das analises da Fase 2, em
condicdes controladas de UR, temperatura e incidéncia de luz, foi uma incubadora do
tipo BOD com capacidade total de 340L, dimensdes internas 1,51x0,53x0,44m com
faixa de temperatura de 5 a 55°C, precisao de 0,3°C e sistema de ventilacao por fluxo

laminar compressor.
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O equipamento foi modificado para a instalacédo de duas lampadas do tipo Black Light
24w — PL-L 24W/10 4P, interligadas ao sistema de controle de fotoperiodo, de modo
a fornecer incidéncia luminica, no comprimento de onda UVA, em ciclos de tempo pré-

definidos, de modo preciso durante todo o experimento.

Para a manutencdo da UR necessaria para manutencdo dos fungos em estudo,
utilizou-se de um tanque existente na parte inferior do equipamento, o qual foi
preenchido com 30L de agua destilada. Através de marcagdo no recipiente, se
observou para que o nivel de agua se mantivesse inalterado. A Figura 73(a) mostra a
parte externa do equipamento, com o visor de controle da UR e temperatura, além do
controlador de fotoperiodo. A Figura 73(b) mostra o interior da BOD, com as duas
lampadas instaladas, bem como recipiente inferior preenchido com agua destilada. Na
parte interior da porta do equipamento foi fixado um sensor de registro de UR e
temperatura para que fosse possivel obter informacdes constantes do microclima no

interior durante o experimento.

Figura 73 — Equipamento BOD para experimento com controle de UR, temperatura e luz a) parte externa da BOD
b) parte interna do equipamento

@)

Para ativacdo do fotocatalisador foi utilizada lampada (Black light 24W - PL-L 24W/10
4P — PHILIPS), intervalo 364-384nm. Foi realizado um ensaio com
Espectroradiometro ASD, no Instituto de Geociéncias da UFRGS, para a verificacdo
do espectro de comprimento de onda desta lampada, de forma a comprovar sua
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eficiéncia quanto a emissdo de energia necessaria para ativacdo do bandgap do
fotocatalisador.

3.3.6 Moldagem das amostras de argamassa

Considerando os resultados obtidos na caracterizacdo das amostras extraidas da
edificacao historica, foi definida a confeccdo de uma argamassa simples de cal
hidratada CH-I e areia quartzosa de médulo de finura médio, com traco em massa 1:4

(cal:areia).

Foram confeccionados quatros jogos de férmas desmontaveis em material acrilico
para a moldagem de amostras de dimenséo 4x4x1lcm. A dimensdo das amostras foi
definida considerando uma area de superficie de exposicdo adequada as

caracteristicas das analises (Figura 74).

Figura 74 — Férmas acrilicas para moldagem das amostras. a) Imagem das férmas; b) graficacéo tridimensional —
projeto; c) Partes desmontaveis da férma - projeto

(c)

Para moldagem das amostras néo foi feito uso de desmoldante, evitando-se, assim, a
contaminacao das superficies. Portanto, todas as férmas utilizadas foram revestidas

com plastico filme, permitindo sua remocdo sem alteracdo superficial. Foram
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moldadas também amostras cilindricas de pequenas dimensdes (d=1cm, espessura
~0,3cm) para posterior analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV). Para
esta moldagem foram utilizadas cartelas descartaveis de medicamento em

comprimido.

Todos os materiais secos utilizados na composi¢cdo das amostras, tais como a cal
hidratada, a areia e o TiO2, foram devidamente caracterizados, conforme descrito na
Tabela 27.

Tabela 27 — Ensaios de caracterizacdo dos materiais secos a serem realizados

CAL

HIDRATADA CH-I AREIA 02
Massa unitaria Massa unitaria Especifica¢des do fabricante

o NM 45 (ABNT, 2006) NM 45 (ABNT, 2006) (Aeroxide P-25)
w8
A< Massa Especifica Massa especifica DRX

N 0 p
8 E % NM 23 (ABNT, 2001) NM 52 (ABNT, 2009)
< <
(<f() '5 o Distribui¢cdo granulométrica MEV
& é = Granulometria a laser conforme média das amostras

5 <§f obtidas na

Fase 1

DRX

Foi realizada a identificacdo e quantificacdo das particulas da cal hidratada, através
do ensaio de granulometria a laser, nos diametros entre 0,04um e 2500um. O material
em po foi passado em peneira de malha 300pum e encaminhado ao Laboratério de
Materiais Ceramicos (LACER) da UFRGS. Utilizou-se o equipamento CILAS 1180,
adotando-se como solvente a 4gua, sem adicdo de dispersantes. Foram aplicados

guatro diferentes tempos de ultrassom, 30, 60, 120 e 180 segundos.

Foram moldagens amostras de dimenséao (4x4x1cm) para serem avaliadas a partir da
inoculacao de dois isolados fungicos (Aspergillus niger e Purpureocillium lilacinum) e
consorcio de cinco isolados (Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium sp.,

Fusarium sp., Acremonium sp. e Trichoderma atroviride).

A moldagem foi realizada em marcgo de 2017. Foi realizada a mistura da massa de cal
a uma quantidade mensurada de agua e disposta a maturacao por 15 dias. Deixou-se
um filme de agua de cerca de 3cm de altura acima da pasta de cal resultante e vedou-

se a caixa com sacos plasticos. Apds a maturagdo, antes do inicio da mistura para
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composicao da argamassa, o0 conjunto, caixa plastica e a pasta de cal, foi pesado para

verificacdo de perda de 4gua durante este processo.

A areia utilizada foi peneirada, compondo modulo de finura médio, considerando as
curvas granulométricas obtidas a partir das amostras extraidas da casa histérica. A

areia foi previamente lavada e seca em estufa.

Para a mistura da pasta de cal com a areia foi utilizada uma betoneira de eixo vertical,
capacidade 100L. Inicialmente foi adicionada a cal em pasta, misturando-se por 30
segundos. Em seguida, aos poucos, foi sendo adicionada a areia, até a completa
homogeneizacédo (Figura 75). Corrigiu-se a agua, com a adicao de 9,11L, até que
fosse atingido um indice de consisténcia de 250+20mm em mesa de consisténcia
manual. Separou-se uma por¢ao do material para execugdo dos ensaios no estado
fresco e o restante foi utilizado na moldagem dos corpos de prova e amostras

4x4x1cm.

Figura 75 — Etapas de mistura da argamassa: a) adicdo da cal em pasta na betoneira; b) mistura da cal em
pasta; c) adicao da areia; d) mistura da argamassa

(@) " (b)

© (d)
Durante a moldagem foram determinados: o indice de consisténcia, viscosidade, teor

de ar incorporado e retencao de 4gua na mistura. Foram moldados 24 corpos de prova
(cp’s) prismaticos (4x4x16cm) para caracterizacdo no estado endurecido, 100
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amostras (4x4xlcm) e 60 pequenas amostras para microscopia eletrénica de

varredura (MEV), considerando eventuais perdas.

Apo6s moldagem as amostras foram cobertas com pano de algoddo umedecido e

permaneceram em temperatura ambiente até desmoldagem, ao final de 7 dias.

Apos a desmoldagem um lote dos corpos de prova (4x4x16cm) foi conduzido a camara
climatizada para cura até idade de 91 dias e os demais corpos de prova,
conjuntamente as amostras para utilizacdo nos ensaios para verificacdo do TiO2
contra os isolados fungicos foram conduzidos a uma camara de carbonatacéo (5% de
COy2).

A Figura 76 (a) e (b) mostram a etapa de moldagem e as amostras ja desmoldadas

apds a cura, respectivamente.

Figura 76 — Moldagem das amostras de argamassa: a) amostras em férma acrilica e moldadas em corpos de
prova 4x4x16cm para caracterizagdo no estado endurecido; b) amostras apés desmoldagem e em cura na
camara climatizada

A Tabela 28 relaciona os ensaios realizados com as normas adotadas como
referéncia, tanto para o estado fresco, quanto para o endurecido. Foram moldadas

seis repeticdes de corpos de prova para as analises no estado endurecido.
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Tabela 28 — Ensaios de caracterizagdo de argamassa no estado fresco e endurecido

Argamassa no estado fresco Argamassa no estado endurecido
Idade: 91 dias e p6s camara de carbonatacdo
indice de consisténcia Mddulo de elasticidade dinamico
NBR 13276 (ABNT, 2002) NBR 15630 (ABNT, 2008)

Densidade de massa
NBR 13280 (ABNT, 2005)

Teor de ar incorporado Absorc¢éo por capilaridade
NBR 13278 (ABNT, 2005) NBR 15259 (ABNT, 2005)

MOLDADAS

Resisténcia a tracao na flexdo
Retencéo de 4gua NBR 13279 (ABNT, 2005)
NBR 13277 (ABNT, 2005)

Viscosidade (reologia)

CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

Resisténcia a compressdo
NBR 13279 (ABNT, 2005)

Com base em metodologia proposta por Shirakawa et al. (1999), as amostras
(4x4x1cm) moldadas para serem utilizadas nas analises biol6gicas com relacédo ao
fotocatalisador, foram dispostas em camara de carbonatacéo a 5% de COz2e 80% UR
por um periodo de 10-56 dias, até completa carbonatacdo (Figura 77). A realizacao
da carbonatacdo é essencial para a reducdo do pH, favorecendo o crescimento
bioldgico, necessario para o desenvolvimento das andlises. O grau de carbonatacao
foi verificado através de teste com fenolftaleina (1%) como indicador de pH. Algumas
amostras extras foram fragmentadas e apds a aspersao da solucéo, o surgimento da
coloracdo rosa carmim indicava a nao completa carbonatacao, ja o contrério, ou seja,
a auséncia de coloracao, confirmava a total carbonatacdo das amostras, estando,

portanto, adequada ao prosseguimento das analises (Figura 78).

Figura 77 — Amostras disposta em camara de carbonatacao
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Figura 78 — Amostras testadas com fenolftaleina quanto & carbonatacéo: a) corpo de prova 4x4x16cm; b)
amostra de argamassa 4x4x1cm; c) exemplo de amostras de argamassa com o interior ndo carbonatado

(b)

(©)

3.3.7 Determinacao da concentracao e método de dispersao das particulas de
TiO2

O fotocatalisador utilizado na pesquisa foi o TiO2 Aeroxide P-25, material nanométrico,
amplamente estudado. Diferentes métodos de dispersao, aplicacdo e concentracdo
deste material ja foram avaliados e descritos pela pesquisa em ambitos nacional e
internacional, ndo havendo ainda um consenso, considerando os diferentes substratos

e finalidades de aplicacéo.

No presente trabalho, adotou-se como metodologia a dispersdo das particulas de TiO2
em agua deionizada com aplicacdo de sonda ultrassonica e a aspersao na superficie
com auxilio de pistola pressurizada. Optou-se por ndo utilizar aditivos dispersantes,
evitando, assim a inser¢cdo de mais uma variavel a ser considerada, visto que este
produto poderia introduzir elementos de possivel influéncia no desenvolvimento dos
fungos.
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Para definicdo da concentracdo de TiO2 em agua a ser aplicada nas amostras, bem
como tempo de dispersao em ultrassom, de forma a reduzir a potencial aglomeracao
de particulas, desenvolveu-se o seguinte experimento, utilizando-se a caracterizacéo

reolégica e analises em MEV e lupa estereoscopica como metodologia de analise:

a) dispersdo de duas diferentes concentracdes, inicialmente definiu-se as
concentracbes de 5% e 10% em relacdo a massa de agua, em agua
deionizada, em quatro diferentes tempos de mistura em ultrassom (30s; 60s;
120s e 180s). O equipamento de ultrassom utilizado foi o 500 Watt ultrasonic

processor Sonics® com amplitude de 20%.

b) verificacdo da viscosidade e taxa de cisalhamento através de ensaio de
reologia em equipamento réometro Brookfield R/S Plus, spindle do tipo cilindros
concéntricos. O equipamento foi programado conforme metodologia aplicada
em Vicent et al. (2011), de zero a 1000 s*em 5 min., mantendo-se em 1000 s

1 por 1 min., retornando de 1000 s a zero em 5 min;

c) a partir da selecdo de dois tempos 6timos de mistura e ultrassom, definidos
com base nos resultados do ensaio de reologia, realizou-se a aplicagdo em
amostras de argamassa de composicdo e proporcionamento iguais aos das

amostras utilizadas neste trabalho;

d) verificacdo da dispersdo em microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
modelo JEOL JSM 6060 e/ou lupa estereoscopica (Zeiss Stemi 508 doc Stereo

microscope).

Além desta analise, foram realizados novos testes, com concentracdes menores,
avalizando a aplicacao superficial através de imagens em lupa estereoscopica. Desta
forma, optou-se por uma concentragdo menor, sendo feita a aplicacdo do TiO2 em
agua deionizada com concentracédo 3% (em relacdo a massa de agua). Para reduzir
a aglomeracdo das particulas de TiO2 na agua foi feita a agitagdo com sonda
ultrassdnica por 180s, em equipamento 500 Watt ultrasonic processor Sonics® com
amplitude de 20%.

A suspenséo foi aplicada com pistola de pressao para revestimento com tinta (Pistola
de Pintura HVLP 1,5mm 600m| de Gravidade PUMA-AS1105) em duas demaos
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intercaladas em 24 horas. A pistola foi ligada a um equipamento compressor de ar e

a pressao medida com auxilio de bardmetro, regulada em 5 Bars.

As amostras foram dispostas em superficie horizontal, ao nivel do piso, de forma
alinhada, espacadas em 5cm. Foram dispostas tanto as amostras 4x4x1cm, quanto
as amostras destinadas a analise em MEV. Tomou-se o cuidado para que fosse

mantida a altura de aplicacdo em 30cm (+ou- 1cm) (Figura 79).

Figura 79 — Aplicac&o do fotocatalisador nas amostras

O jato da pistola foi conduzido no sentido horizontal de modo continuo, tendo-se o
cuidado quanto ao controle do tempo de aplicacédo, fixando em média de 10s para

aplicacao de cada fileira de amostras.

Finalizada a aplicacdo das duas demaos, as amostras foram secas a temperatura
ambiente e cuidadosamente armazenadas até o desenvolvimento das etapas

seguintes de ensaio.

3.3.8 Preparo das amostras pos moldagem, cura e aplicacdo do TiOz para

indculos fungicos

Verificada a carbonatacao total das amostras e apds a aplicacédo do fotocatalisador,

estas foram devidamente nomeadas e separadas em lotes, contendo ou néao TiO2.

As amostras foram cuidadosamente embaladas em sacos especiais para autoclave e

esterilizadas a 121°C por 15 min.
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ApoOs a autoclavagem, com a finalidade de evitar ao maximo a contaminacdo das
amostras durante a execucédo das analises, estas foram dispostas individualmente em
embalagens acrilicas com tampa. As embalagens foram higienizadas com solugéo de
hipoclorito e &lcool 70%. Em seguida foi utilizada uma fita dupla face estrutural para
fixacdo das amostras na embalagem. A fixacdo das amostras foi necessaria para
permitir a realizacdo das analises com espectrofotdmetro sempre no mesmo ponto de

leitura (Figura 80).

Figura 80 — Embalagem acrilica para disposi¢cdo das amostras a) embalagem com fita dupla face. b) amostra de
argamassa fixa na embalagem

(@) (b)
As amostras fixadas aos recipientes permaneceram tampadas até o inicio do ensaio,

sendo posteriormente abertas para exposicdo a luz UVA.

A disposicéo no interior das embalagens, das amostras autoclavadas, foi realizada
dentro de camara de fluxo laminar em laboratério de andlises biologicas para evitar

eventual contaminacao.

Em etapa seguinte, foi preparado um meio nutricional liquido (Caldo Sabouraud
Dextrose) para o enriquecimento das amostras. Foram pipetados 4mL do nutriente em
cada uma das amostras. A aplicacao foi realizada em quatro etapas, sendo pipetados
1mL por vez. Desta forma foi possivel a absorcdo total do meio nutriente pela
superficie da amostra, sem extravasamento, permitindo que todas fossem

enriquecidas com a mesma quantidade de nutriente (Figura 81).



173

Figura 81 — Aplicagdo do meio nutricional nas amostras

As amostras foram, entdo, fechadas e secas em camara climatizada a 80°C por pelo
menos 72 horas, conforme sugerido em Shirakawa et al. (2003).

As amostras de menor dimenséao para analises em MEV foram também enriquecidas
com meio nutriente Caldo Sabouraud, sendo mantida a proporgéo para o volume de
nutriente por area de superficie. Foram pipetados 500uL em duas etapas de 250uL,

permitindo também a total absor¢do do meio.

Apés enriqguecimento as amostras foram dispostas na BOD, com UR (290%) a 25°C
para aclimatacdo por um periodo de dez dias (Figura 82).

Figura 82 — Amostras dispostas em BOD para aclimatacéo, (a) amostras 4x4x1cm em caixa acrilica, (b)
amostras para MEV em placas de Petri (c) reservatério com agua destilada, (d) termohigrémetro

—




174

3.3.9 Inoculacéo e disposi¢cdo das amostras em BOD

As amostras foram inoculadas uma a uma, com um volume de 1mL de suspenséo 10°
esporos/mL de cada isolado e consércio, por placa, utilizando uma pipeta automatica.
Cuidou-se para a homogeneizacdo prévia a cada aplicacdo. O procedimento foi
realizado em capela, proximo a chama de bico de Bunsen. Tomou-se o cuidado para
limpeza e esterilizagdo da capela entre as etapas de inoculacdo dos diferentes
isolados. As amostras foram em seguida dispostas em recipientes acrilicos estéreis,

vedadas com fita especial parafilm.

A disposicdo de cada conjunto de amostras dentro da incubadora, foi realizada de
forma a que todas permanecessem expostas a luz com uma irradiancia de luz UVA
constante e igual entre si. O conjunto de amostras exposto a luz permaneceu a uma
distancia de 30cm das lampadas, com irradiancia média de 2580uw/cm?, verificado

periodicamente com o auxilio de Medidor de Luz UVA (Instrutherm).

A Figura 83 mostra as amostras posicionadas no interior da BOD. Foi disposta uma
cobertura em papel espesso opaco de cor preta para impedir incidéncia da luz UVA
nas amostras a serem avaliadas em condicdo de “escuro”, porém mantendo as
mesmas condi¢cdes microclimaticas. Tanto as amostras inoculadas com o Isolado 1,
com o Isolado 2 e consoércio, foram ensaiadas conjuntamente dentro do equipamento.
Os recipientes com as amostras permaneceram abertos durante todo o tempo de

execucao de ensaio.

Figura 83 — Amostras dispostas para analise em BOD
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As variaveis de resposta esperadas para esta etapa do trabalho foram, portanto:

a) influéncia do fotocatalisador quanto ao crescimento de dois isolados fungicos e

consércio no substrato proposto na presenca de luz artificial UVA (BOD);

b) influéncia quanto a interagéo do TiO2 com os fungos, mesmo em auséncia de
luz (BOD).

As amostras permaneceram cobertas por sete dias antes do acionamento da lampada

e inicio do ensaio para aclimatagdo no equipamento BOD (Figura 84).

Figura 84 — Amostras inoculadas em aclimata¢&o na BOD

J 4 4. 7 R ) S

3.3.10 Andlise com espectrofotbmetro das coordenadas de cor das
amostras em BOD

Para verificacdo da eficiéncia do fotocatalisador estudado quanto ao crescimento
fungico, um dos métodos utilizados correspondeu a medicao da variacéo colorimétrica
ao longo do tempo. Para tal, utilizou-se um espectrofotdmetro portéatil (modelo Konica
Minolta CM 2500d). Este método permite a determinacéo de coordenadas cromaticas
com base na Comissao Internacional de lluminacdo ou Commission Internationale de
I'Eclairage (CIE), sendo utilizado em diversos trabalhos (AUSTRIA, 2015; GHERARDI
et al., 2014; GOFFREDO et al., 2016; POZO-ANTONIO; DIONISIO, 2017; TREVISO,
2016; VAZQUEZ-NION; SILVA; PRIETO, 2018).
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Com base neste sistema, é possivel expressar o espaco de cor tridimensionalmente,

em coordenadas L*a*b* (Figura 85), onde:

e L* corresponde a luminosidade;

e a* corresponde as coordenadas proximas as cores vermelho/verde, sendo “+a”
indicagéo de vermelho e “-a”, indicagédo do verde;

e b* corresponde as coordenadas proximas as cores amarelo/azul, sendo “+b”
indicacdo de amarelo e “-b”, indicagao do azul,

Figura 85 — Sistema de coordenadas espacial L*a*b*

BRANCO

PRETO

A utilizacdo do espectrofotbmetro permite medir a luz refletida por objetos ou
superficies em cada comprimento de onda ou em faixas especificas. A partir disto, é
feita a quantificacéo dos dados espectrais para determinagéo das coordenadas de cor
no espaco L*a*b*, apresentando as informacdes em termos numéricos. A partir
destes dados, é determinada a variagao de cor ao longo do tempo (AE) (GOFFREDO
et al., 2016; RUFFOLO et al., 2010), expressa conforme a (Equacéo 5).

AE = \/AL*Z + Aa*2 + Ab*? (Equagéo 5)
Onde:
AE = variagéo da cor no tempo
AL* =L - Lo
Aa* = ar - a0’
Ab* = byt" - bo”

Além da variacao de cor (AE), com base nas analises realizadas por Pozo-Antonio e
Dionisio (2017), € possivel determinar o valor do croma (C*a) a partir das

coordenadas de cor a* e b* medidas no espectrofotdmetro, conforme (Equacao 6).
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C* =+/a*2 + b*2 (Equacéo 6)

Onde:

C* = medida de croma
a* = medida de cor entre os espectro vermelho-verde
b* = medida de cor entre os espectros azul-amarelo

Neste trabalho, foram considerados para analise com espectrofotbmetro, o0s
parametros de cor, AL* (variagdo de luminosidade) e AE*.a» (variagdo de cor,

considerando a luminosidade).

As medidas das coordenadas L* a* b* foram feitas em modo specular componente
included (SCI), com faixo de luz emitido através de abertura fixa de 8mm, sistema de
iluminacao difusa, 2 flashes de xen6nio, 10nm de intervalo de comprimento de onda,

conforme especificacdes do fabricante e utilizado em Pozo-antonio e Dionisio, (2017).

Foram realizadas 10 medicOes totais para as amostras dispostas na BOD, sendo
medidas 65 amostras por medi¢cdo. Para cada amostra eram realizadas trés leituras,
totalizando 195 leituras por medigao.

Embora o in6culo realizado nos substratos de argamassa tenha seguido o mesmo
procedimento para todas as amostras, com controle preciso de volume inoculado e
contagem de esporos para cada isolado, o crescimento biolégico ndo ocorreu de modo
uniforme nas superficies. Burford et al. (2003) mencionam que a direcdo de
crescimento dos fungos é influenciada pela presenca de falhas, saliéncias e poros no
substrato solido, além de propriedades relacionadas a fragilidade das superficies
minerais. Discorrem, ainda, que a penetracédo de hifas de fungos na microestrutura
das argamassas em revestimentos, observadas em microscopia eletronica,
demonstra sua correlacdo com a fissuracéo e desagregacao de algumas areas em

revestimentos superficiais.

Desta forma, acredita-se que em fungéo da rugosidade e caracteristicas superficiais
particulares das amostras, embora de mesma composi¢cdo, no processo de
moldagem, resultou em superficies diferenciadas entre si. Considerando este aspecto
e para que fosse possivel a observacdo das alteracdes ao longo do tempo sempre no
mesmo ponto de medicdo, foi confeccionado um gabarito para disposicdo do
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equipamento sempre no mesmo local, desde a medicao inicial, anterior a aplicacao

do nutriente e indculo dos fungos.

Alguns cuidados foram tomados na confec¢cdo do gabarito, visto que este deveria
evitar ao maximo o contato com a superficie de crescimento até o final das anélises.
Desta forma, foi utilizada uma placa de Petri revestida com fita isolante preta, onde
foram cortadas abertura com o diametro compativel com a abertura de emissao de luz
do espectrofotometro. Na parte interna da placa foram dispostos anteparos que
permitiram o posicionamento das amostras, restringindo sua movimentagédo durante
as medicOes. As amostras eram entao recobertas pelo gabarito, deixando expostos
apenas os diametros para posicionamento do espectrofotbmetro, permitindo a
realizagéo da leitura sempre no mesmo local. Foram confeccionados trés gabaritos,
sendo um utilizado de modo exclusivo para as medi¢cdes nas amostras inoculadas
com o isolado 1, outro para as amostras com o isolado 2 e um terceiro para as

amostras inoculadas com o consorcio de fungos (Figura 86).

Figura 86 — Gabarito para medigdo com espectrofotdmetro: a) parte superior para cada uma das condi¢des de
indculo; b) parte inferior com anteparo para fixacdo das amostras

(b)

Como todas as medi¢des foram realizadas nos mesmos trés pontos em cada uma das
amostras para as diferentes configuragdes propostas, e, reconhecendo o crescimento
heterogéneo dos fungos nas superficies, a avaliacdo considerou a evolugdo das
caracteristicas lidas através do espectrofotdmetro ponto a ponto sempre com relacéo
a mesma amostra. Esta determinagdo prévia dificultou a obtencdo de alguns
resultados, visto que em algumas amostras, o crescimento fungico ocorreu fora da
area pré-definida. A Figura 87 mostra o posicionamento aproximado dos pontos de
medicao nas amostras, bem como imagem do equipamento utilizado. Os diametros 1,
2 e 3 da amostra, destacados na Figura 87 mostram o local de posicionamento e
leitura do equipamento.
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Figura 87 — Representagdo esquemética do posicionamento do espectrofotdmetro para medi¢éo nos pontos pré-
determinados em uma amostra: a) ordenagéo dos trés pontos de medi¢éo, com didmetro correspondente a
abertura da lente para emisséo do flash; b) espectrofotdmetro utilizado

3.3.11 Verificacdo da influéncia da fotocatalise heterogénea no crescimento de

fungos nos substratos de argamassa

Finalizadas as etapas de preparo das amostras de argamassa, preparo de inéculos
fungicos, instrumentacdo dos equipamentos e disposicdo das amostras em
equipamento com incidéncia de luz artificial, foram iniciadas as etapas de medicao
com espetrofotdmetro, visualizacdo em lupa estereoscopica e obtencédo de imagens
para andlise em software ImageJ. Por fim foram obtidas imagens em microscopia

eletronica de varredura (MEV).

3.3.11.1 Analise de imagens fotograficas

Durante todo o periodo de execucdo do experimento e a cada leitura realizada com
espectrofotometro, eram obtidas imagens fotograficas das amostras. Evitando a
excessiva manipulacdo dessas, bem como elevado tempo de exposicado fora do
equipamento (BOD), as andlises em lupa estereoscopica, com obtencdo de imagem,
foram realizadas apenas no final do experimento, quando as amostras foram retiradas

definitivamente do equipamento.
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De modo complementar a quantificacdo da variagdo de cor ao longo do tempo,
realizada com a utilizacédo de espectrofotometro, utilizou-se o Software ImageJ?® para
quantificacdo das areas de crescimento fungico, para as diferentes configuracdes
propostas ao longo do tempo. O software disponibiliza um plugin, Threshold, que
permite binarizar as imagens em 8 bits, usando varios métodos de limites globais
(derivados de histogramas). As imagens sao apresentadas em escalas de preto e
branco e sua respectiva intensidade de pixels. As imagens foram previamente tratadas
para apresentarem a mesma propor¢cao de pixels, permitindo, assim, a comparagao

guantitativa da area de crescimento.

3.3.11.2 Analise em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Por fim, complementando as andlises anteriores, foi realizada a analise em MEV nas
amostras especificamente moldadas para este fim. As amostras, com diametro ~1cm,
foram tratadas e inoculadas conjuntamente as demais amostras, seguindo mesma

metodologia e expostas as mesmas condicdes.

Embora moldadas em tamanho reduzido, durante o preparo das amostras foi preciso
fragmenta-las em fracdes ainda menores. Desta forma, os pequenos fragmentos de
amostras, de todas as configuracbes propostas, bem como para todos os inéculos
aplicados, foram aderidas aos stubs com fita carbono dupla face. Foi analisado 1
exemplar de cada configuragdo, com 3 ou 4 magnificagées (500x, 2.500x, 5.000x e
10.000x), em equipamento Zeiss EVO MA-10. A Tabela 29 mostra a nomeagéo
adotada para cada configuragcdo analisada. As amostras foram dispostas para
secagem em dessecador com silica-gel e dispostas em geladeira por 24h para fixacdo
das estruturas fungicas. Em seguida foram mantidas no dessecador a temperatura
ambiente. Finalizado o tratamento das amostras, estas foram reservadas para serem
metalizadas a ouro e em seguida encaminhadas a andlise e obtencdo de imagens em
MEV.

3 Image J é um programa computacional freeware utilizado em diversas dreas académicas. O download, assim
como plugins e demais informagGes podem ser encontrados em www.imagej.net
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Este método de tratamento das amostras foi adotado com o objetivo de preservar as

estruturas bioldgicas presentes no substrato analisado.

Tabela 29 - Identificagdo das amostras encaminhadas para analise em MEV

Amostra Inéculo Luminosidade Fotocatalisador
5 Aspergillus niger Luz com TiO»
11 Aspergillus niger Luz sem TiO;
17 Aspergillus niger Escuro com TiO-
22 Aspergillus niger Escuro sem TiO;
51 Purpureocillium lilacinum Luz com TiO-
36 Purpureocillium lilacinum Luz sem TiO;
53 Purpureocillium lilacinum Escuro com TiO»
37 Purpureocillium lilacinum Escuro sem TiO;
55 Consoércio Luz com TiO-
40 Consdrcio Luz sem TiO;
57 Consoércio Escuro com TiO-
42 Consorcio Escuro sem TiO;

178 Consc:Jrc?o CONTROLE
88 Consorcio

3.4 RESULTADOS DA FASE 2

A seguir sao descritos os principais resultados obtidos durante o desenvolvimento das
andlises referentes a Fase 2 deste trabalho. Inicialmente sdo mostrados os resultados
do ensaio de verificacdo da toxicidade com relacdo aos isolados fungicos
selecionados e da influéncia da luz UVA. Em seguida, apresentam-se os dados da
caracterizagcdo dos materiais secos utilizados na moldagem das amostras; do TiO2
aplicado na superficie; das caracterizagcbes das argamassas no estado fresco e
endurecido. Na sequéncia sdo discutidos os dados com relacdo a definicdo da
concentracéo de TiO2 em agua deionizada a ser aplicado nas amostras de argamassa
e, por fim, o monitoramento realizado a partir das medi¢cdes com espectrofotdmetro,
analise das imagens com o software ImageJ e lupa estereoscopica, além das imagens
obtidas em MEV.

3.4.1 Toxicidade do TiO2 com isolados fungicos selecionados

Sao apresentados neste item os resultados das analises realizadas com trés dos

isolados fungicos selecionados: Aspergillus niger, Purpureocillium lilacinum e
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Cladosporium sphaerospermum, avaliando particularmente a influéncia do TiOz2 no
crescimento das colbnias destes fungos. Desta forma, foi feito o monitoramento do
crescimento de trés pequenos discos de colonias previamente cultivadas, dispostos
sobre o meio nutriente em placas de Petri, conforme metodologia descrita no item
3.3.1 deste trabalho. Os dados apresentados referem-se as médias dos diametros
medidos em cada um dos trés pequenos discos dispostos em cada placa. Cada disco

teve o diametro medido por duas vezes em posi¢ao perpendicular.

As amostras que foram expostas a luz UVA permaneceram no interior de uma camara,
cujas leituras horarias da UR e da temperatura sdo mostradas na Figura 88. A

exposicao luminica correspondeu a um periodo de 2 horas diarias.

As amostras em condicdo de escuro permaneceram no ambiente onde estava
condicionada a camara para exposicao de luz UVA. O ambiente possui controle

climatico, cujo registro apontou UR média ~85% e temperatura média ~25°C).

Figura 88 — Leituras do microclima no interior da cAmara onde permaneceram as amostras expostas a luz UVA
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As amostras, expostas no interior da camara com instalacdo da lampada UVA,
permaneceram expostas a condicbes de UR bastante elevadas (atingindo a
condensacao). As amostras em condicdo de escuro permaneceram em ambiente

climatizado com umidade elevada, porém inferior com relacdo as demais amostras.

A Figura 89 mostra os resultados obtidos para a andlise de variancia (ANOVA) fatorial,
considerando os diametros de crescimento do fungo Aspergillus niger para as
condi¢cbes de exposi¢do a Luz UVA e escuro, para as diferentes concentracdes de
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TiO2 (0, 1, 3, e 5%). A Leitura 1 é a leitura inicial e a Leitura 2 corresponde aos
diametros medidos 24 horas apds o inicio do ensaio. As analises foram desenvolvidas
a partir do software STATISTICA.

Figura 89 — ANOVA (fatorial) para o isolado de Aspergillus niger com relacéo a incidéncia ou néo de luz e para
as diferentes concentragfes de TiO2
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Observa-se que na condicdo de exposi¢cdo a luz houve um maior aumento dos
diametros de crescimento na condic&o controle (Zero), entre a primeira e a segunda
leitura, quando comparado as demais concentracdes de 1, 3 e 5%, demonstrando uma
inibic&o inicial no crescimento quando ha a presenca do TiOz em exposicdo a luz UVA,
embora a diferenca n&o seja estatisticamente significativa. A diferenca de crescimento
entre a Leitura 1 e a leitura 2 para a concentracdo de 5% foi a menor verificada, o que
demonstra uma provavel influéncia inibitéria do fotocatalisador para esta concentracao

comparada as demais.

Para as amostras que permaneceram no escuro ndo houve diferencga significativa

entre o crescimento dos diametros, independente da concentracéo do fotocatalisador.

Observa-se, ainda, que o TiO2 apresentou, para este fungo, uma maior influéncia no

crescimento quando em condi¢cdo de exposicdo a luz, tendendo a inibicdo, quanto
maior a concentragao de TiOx.
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A Figura 90 mostra as placas de crescimento para 0 mesmo fungo (Aspergillus niger),
considerando amostras controle (sem adicdo de TiOz2), com adicao de 1%, 3% e 5%,
no tempo inicial (ZERO) e apos 4 e 6 dias. A partir do quarto dia ndo foi possivel a
medicdo dos didametros, visto que o crescimento fingico ocorreu em praticamente toda
a superficie das placas. Desta forma, foram consideradas as leituras dos diametros

até 24h (ndo apresentadas nas imagens).

Figura 90 — Imagens das placas de crescimento do ensaio de toxicidade para Aspergillus niger — exposicéo a luz
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A Figura 91 mostra as mesmas condi¢des para as amostras em condi¢do de escuro.
E possivel verificar, também, que a partir do quarto dia ha uma notavel diferenca
quanto a forma de crescimento das col6nias. Quanto maior a concentracao de TiOz,
verificou-se a tendéncia a uma aglomeracédo do crescimento ao redor do disco de
micélio adicionado sobre o substrato de analise, enquanto nas menores
concentragcdes, ou mesmo na auséncia do TiO2, 0 crescimento ocorreu de maneira

mais dispersa.

Destaca-se que o fungo Aspergillus niger apresenta um crescimento com
caracteristica pulverulenta, que facilita sua dispersdo na superficie em que esta

desenvolvendo-se. Assim, a simples movimentagéao da placa durante o ensaio pode



185

ter favorecido sua disperséao, o que impediu a leitura dos diametros pés 24 horas de

ensaio.

As amostras que permaneceram no €eSCUuro apresentaram um crescimento
morfologicamente semelhante entre si, 0 que evidencia a interferéncia do TiO2quando

exposto a luz no crescimento das coldnias.

Figura 91 — Imagens das placas de crescimento do ensaio de toxicidade para Aspergillus niger — condi¢édo de
escuro
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Chen, Yang e Wu (2009) avaliaram a atividade fotocatalitica do TiO2 P25 contra o
fungo Aspergillus niger em substrato de madeira, revestido com filme do
fotocatalisador e sob incidéncia de luz UVA (365nm). Os autores observaram que néo
houve crescimento visivel durante a exposigéo intermitente a luz, no entanto, quando
em condicao de escuro, o crescimento reiniciava, indicando que a reacéo fotocatalitica
inibe o crescimento fungico, porém nao promove a total desinfec¢éo contra este fungo,

O experimento foi conduzido durante 20 dias.

Erkan; Bakir; Karakas (2006) também avaliaram a acao fotocatalitica do TiO2, dopado

com paladio (Pb), sob incidéncia luminica (280 e 780nm) contra o fungo Aspergillus
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niger, as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e a levedura (fungo
unicelular) Saccharomyces cerevisiae. Os autores verificaram que o fotocatalisador
foi menos eficiente com relagdo ao fungo Aspergillus niger do que com as bactérias,
justificando que a principal interacao do fotocatalisador com 0s microrganismos ocorre
através da membrana celular. Considerando que os fungos possuem uma parede
celular composta por quitina e glucano, polissacarideos que formam uma capa
protetora ao redor dos esporos e hifas, estes microrganismos conseguem sobreviver
a condicdes bastante adversas, retomando o crescimento quando o ambiente se torna

mais favoravel.

Com base nestes estudos pode-se deduzir que o tempo de exposi¢cdo adotado no
ensaio proposto, correspondendo a duas horas diarias de luz UVA, pode ter sido

insuficiente para a verificagao efetiva da inibigdo do crescimento deste fungo.

A Figura 92 mostra os resultados da ANOVA fatorial das médias dos diametros

medidos para o isolado Purpureocillium lilacinum. Para este fungo foi possivel a

realizacdo de trés leituras, a inicial (tempo zero), a leitura 2 (24 horas) e a terceira

leitura (4 dias).

Figura 92 — ANOVA (fatorial) para o isolado de Purpureocillium lilacinum com relacao a incidéncia ou nao de luz
e para as diferentes concentragdes de TiO2
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Analisando a Figura 92 é possivel observar que houve uma maior inibicdo quanto ao
crescimento na condi¢do de escuro do que quando exposto a luz UVA. Recorda-se,

no entanto, que este aspecto pode estar associado a uma exposi¢cdo a valores
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menores de UR, visto que as amostras em condi¢cdo de escuro ficaram expostas a
~85% de UR, enquanto as amostras expostas a luz, no interior da camara, a valores
proximos a 100%. Observa-se, ainda, que maiores concentracdes de TiOz

intensificaram a inibicdo mesmo na auséncia de luz.

As amostras expostas a luz UVA mostraram um menor crescimento das colénias com

TiO2 quando comparada as amostras sem aplicagao.

Este fungo apresentou um crescimento mais lento comparado ao Aspergillus niger,
desta forma a leitura no quarto dia de crescimento evidenciou 0 comportamento com
relacdo as diferentes concentracdes e luminosidade. A Figura 93 mostra as placas de
crescimento para o fungo Purpureocillium lilacinum quando exposto a luz e a Figura
94 para condicado de escuro. As imagens correspondentes ao sexto dia mostram a

contaminagao das amostras, inviabilizando a medi¢do dos didmetros nesta idade.

Figura 93 — Imagens das placas de crescimento do ensaio de toxicidade para Purpureocillium lilacinum —
exposicao a luz
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Figura 94 — Imagens das placas de crescimento do ensaio de toxicidade para Purpureocillium lilacinum —
condicéo de escuro
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A Figura 95 mostra os resultados obtidos para o fungo Cladosporium
sphaerospermum até o quarto dia de medicéo.

Figura 95 — ANOVA (fatorial) para o isolado de Cladosporium Sphaerospermum com relagdo a incidéncia ou nao
de luz e para as diferentes concentrac@es de TiO2
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Avaliacéo da eficiéncia de nanoparticulas de TiO2 no controle do crescimento de fungos filamentosos
deteriogénicos em argamassas histéricas
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E possivel verificar que maiores concentracées do fotocatalisador provocaram uma

maior inibicAo do crescimento das colbnias quando expostas a luz UVA, um

comportamento diferenciado com relagdo ao fungo Purpureocillium lilacinum. Os

didmetros medidos na amostra controle (sem TiOz) foram significativamente maiores

gquando comparados aos diametros obtidos a partir da amostra com 5% de TiO2

quando exposto a luz.

A Figura 96 mostra o crescimento do fungo Cladosporium sphaerospermum para as

diferentes configuraces propostas quando exposto a luz. A Figura 97 refere-se a

condicao de escuro. Assim como nas demais amostras, apos o quarto dia nao foi mais

possivel realizar a medi¢cao dos diametros.

Figura 96 — Imagens das placas de crescimento do ensaio de toxicidade para Cladosporium sphaerospermum
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Figura 97 — Imagens das placas de crescimento do ensaio de toxicidade para Cladosporium sphaerospermum
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Esta andlise, embora tenha mostrado resultados com diferengas néo significativas
estatisticamente, mostrou-se bastante relevante, pois permitiu verificar que diferentes
concentracdes de TiOz, condi¢des de exposicdo a luz UVA e mesmo a particularidade
de cada isolado fungico analisado, interferem de maneira diferenciada na eficiéncia

do fotocatalisador.

Esta constatacdo foi observada também em Markowska-Szczupak et al. (2015). Os
autores avaliaram a eficiéncia do mesmo fotocatalisador, TiO2 P-25, isolando as fases
anatase e rutilo, contra diferentes isolados fungicos, Pseudallescheria boydii,
Scedosporium  apiospermum,  Pseudallescheria  ellipsoidea, Scedosporium
aurantiacum, Aspergillus versicolor, Aspergillus flavus, Stachybotrys chartarum,
Penicillium chrysogenum, Aspergillus melleus, em condi¢céo de escuro e de exposi¢cao
a luz UVA. Neste trabalho, verificaram que a eficiéncia fotocatalitica do TiO2 foi
confirmada para vérias espécies, inclusive em condicdo de escuro. No entanto,
mostrou-se resistentes a espécie Aspergillus versicolor. Observaram, ainda, que
principalmente com relacdo a fase Anatase, sob incidéncia de luz, ocorreu um
estimulo ao crescimento fangico, possivelmente devido as propriedades
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superhidrofilicas da superficie ativada, influenciando na acessibilidade a agua pelos

fungos.

3.4.2 Verificagdo da influéncia da luz UVA no crescimento de isolados fungicos

A lampada utilizada em todos os experimentos propostos neste trabalho, bem como
neste ensaio, cuja metodologia foi descrita no item 3.3.2, foi a Black Light 24w — PL —
L 24W/10 4P Philips. O comprimento de onda foi verificado em analise de
espectroradiometria, com SM-240 Spectrofotdmetro CVI, do Instituto de Fisica da

UFRGS. Os dados obtidos no ensaio sdo mostrados na Figura 98.

Figura 98 — Verificagdo do comprimento de onda da lampada UVA utilizada no experimento
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A Figura 99(a) e Figura 99(b) mostram a evolugao no crescimento das triplicatas de
placas de crescimento do fungo Cladosporium durante oito dias de verificacdo do
diametro das colbnias, para as condicbes de ndo exposi¢cdo a luz UVA (0 hora),
exposicao de 1 hora de luz, 2 horas, 4 horas e 6 horas.
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Figura 99 — Avaliag&o do crescimento do fungo Cladosporium sob incidéncia de luz UVA: a) primeiro ao quarto
dia de medigao; b) quinto ao oitavo dia de medigao
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Verifica-se que ha uma correlacdo entre o tempo de exposicdo a luz e o inicio do
crescimento das col6nias. As placas de crescimento com as colénias que ndo foram
expostas a luz (amostras controle, CTRL1, CTRL2, CTRL3) tiveram o crescimento
iniciado 1 dia ap0s o inicio do ensaio. As placas que foram expostas a 1 hora e 2 horas
de luz UVA, tiveram o crescimento iniciado a partir de 48 horas do inicio da incubacao.
Nas placas que ficaram expostas a exposi¢cdo luminica por 4 e 6 horas, ndo
apresentaram crescimento visivel a olho nu até o oitavo dia de ensaio. Desta forma,
para o fungo Cladosporium, verificou-se que ha influéncia da luz UVA no inicio do
crescimento das colbnias, permitindo seu desenvolvimento de forma mais lenta

quando expostas até 2 horas de exposicdo a luz.

Semelhante ao fungo do género Cladosporium, o género Penicillium tambéem

demonstrou sensibilidade quanto ao crescimento inicial quando as colbénias foram
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expostas a luz UVA a partir de 1 hora de exposicéo, conforme Figura 100(a) e 101(b).
Exposicdes de 4 e 6 horas luz UVA resultaram na auséncia de crescimento visivel ao

olho nu, mesmo apos oito dias de incubacao.

Figura 100 — Avaliacdo do crescimento do fungo Penicillium sob incidéncia de luz UVA: a) primeiro ao quarto dia
de medicéo; b) quinto ao oitavo dia de medi¢éo
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Osman et al. (1989) investigaram o efeito da irradiagdo UVA na germinagao dos
conidios (esporos) e crescimento dos fungos Aspergillus flavus e Penicillium notatum.
Os autores observaram que ocorreu a inibicdo da germinacdo dos conidios de P.
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notatum e A. niger quando expostos a luz em comparacdo com as amostras dispostas
para incubacao em escuro. As amostras que permaneceram expostas a luz obtiveram
cerca de 3% de germinacéo, enquanto as amostras em condi¢cédo de escuro, tiveram

cerca de 80% de germinag&o.

Cheong et al. (2016) avaliaram os efeitos da luz, em diferentes comprimentos de onda
(740nm, 625nm, 445nm e 366nm) no crescimento dos fungos Aspergillus carbonarius
e Aspergillus westerdijkiae. Os autores verificaram que a luz ndo reduz o crescimento
de micélio fangico. No entanto, alguns comprimentos de onda interferiram na
formacdo dos esporos. Verificou-se a reducdo no crescimento do fungo A.
westerdijkiae sob incidéncia de luz UVA (366nm). Observaram também que fungos
com alto teor de melanina (coloracao escura) podem resistir aos efeitos inibitérios da

exposicdo a luz.

O ensaio desenvolvido no presente trabalho, permitiu verificar a influéncia da luz UVA,
no desenvolvimento dos fungos, principalmente na fase de esporulagéo (inicio do
crescimento das col6nias). Além disto, observou-se que esta influéncia varia para

diferentes fungos, e esta de acordo com a literatura.

3.4.3 Caracterizacao dos materiais secos

Foram realizados os principais ensaios de caracterizacdo dos materiais secos
utilizados na moldagem das amostras de argamassa, tais como a cal hidratada e a
areia, além do TiOz, aplicado superficialmente apds etapa de cura, cujos resultados

sao descritos a seqguir.

Foi utilizada a cal hidratada CH-I calcitica, faixa de concentracdo de hidroxido de célcio
entre 89 e 95%, peso molecular: 74,09 g/mol, pH 12,6 (solucéo saturada, temperatura
20°C), ponto de fusdo a 580°C, conforme especificacdo do fabricante. Foram
determinados os valores de massa unitaria e massa especifica, conforme valores

expostos na Tabela 30.

Tabela 30 — Massa unitaria e massa especifica da Cal hidratada CH-I

MASSA UNITARIA (g/cm3) MASSA ESPECIFICA (g/cm?3)
0,522 2,306
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Os valores determinados mostram-se coerentes, correspondendo de modo
aproximado aos verificados na literatura, tais como em Scartezini, L. M. e Carasek, H.

(2003); Recena (2011) e Romano et al. (2014).

A Tabela 31 mostra os resultados obtidos através do ensaio de granulometria a laser.

Tabela 31 — Granulometria a laser da cal hidratada

DIAMETRO (um) TEMPO DE ULTRASSOM
30 segundos 60 segundos 120 segundos 180 segundos
Diametro 10% 3,58 4,75 4,66 3,01
Diametro 50% 22,41 24,65 23,50 18,69
Diametro 90% 47,51 44,36 41,06 38,19
Diametro médio 24,45 24,99 23,54 19,99

A curva granulométrica para os diferentes tempos de ultrassom € mostrada na Figura
101, onde se observa a diferenca entre as curvas, comparando 0s maiores e 0s
menores tempos de dispersdo com ultrassom. A cal € um material de elevada finura
e facil aglomeracéo, visto que nado foram utilizados dispersantes, considerou-se que
0s tempos mais elevados de ultrassom, tais como 120 e 180 segundos, correspondem
com maior precisdo a granulometria do material analisado. Os valores encontrados

estdo coerentes com os verificados em Giordani, C. (2017).
Figura 101 — Curva granulométrica da cal hidratada CH-I
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Através da analise de DRX foi possivel identificar os principais compostos cristalinos
presentes na cal utilizada, conforme Figura 102. Os principais picos identificados

correspondem a portlandita Ca(OH)z, além da presenca de Calcita (CaCOs) e pico
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referente ao 6xido de magnésio (MgO). A caracterizacdo quimica da cal utilizada
corresponde, portanto, ao ligante identificado na caracterizacdo das argamassas

historicas verificadas na Fase 1 deste trabalho.

Figura 102 — DRX da cal hidratada utilizada nas moldagens
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Como agregado miado, utilizou-se areia quartzosa, obtida em rio. Para composic¢ao
granulométrica, adotou-se como referéncia a distribuicdo granulométrica identificada
na Fase 1. Assim, a areia foi peneirada e devidamente quantificada para compor a

granulometria desejada, conforme Tabela 32.

Tabela 32 — Distribui¢cdo granulométrica adotada

Distribuicdo média (a partir da Fase 1)

Abertura das

| Média Retida
peneiras Acumulada (%)
(mm)
Diam. max. 475
Retida Porcentagem
acumulada individual
4,75 5 5
2,36 20 15
1,18 42 22
0,6 65 22
0,3 88 23
0,15 96
0,075 100
Mdédulo de Finura 3,16

Quanto ao fotocatalisador, foi utilizado na pesquisa o TiO2 Aeroxide P-25, produto
largamente utilizado em muitas pesquisas (BERGAMONTI et al., 2017; FUJISHIMA,;
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ZHANG; TRYK, 2008; HOLMBERG et al., 2013; LA RUSSA et al., 2012; MANSUROV
et al., 2017, MARKOWSKA-SZCZUPAK et al., 2015; RUFFOLO et al., 2017), entre

outros. A Tabela 33 apresenta as caracteristicas do produto, descritas pelo fabricante.

Tabela 33 — Caracterizagdo industrial do TiO2 P25

Aeroxide TiO2 P25

Diametro médio das particulas 21nm
Densidade compactada (DIN EN ISO 787) 130g/I
Area superficial (BET) 50415 m?/g
Propor¢éo Anatase/Rutilo 80/20
pH (em 4% de dispersao) 3,5-4,5
Umidade <1,5%

De modo complementar, foram realizadas analises de DRX e Microscopia eletronica
de Varredura (MEV) do produto. A Figura 103 mostra os picos caracteristicos da fase
Anatase, com pequenas ocorréncias da fase rutilo, correspondendo as especificacdes
descritas pelo fabricante com relagéo a ocorréncia das duas fases, conforme mostrado
na Tabela 33.

Figura 103 — DRX do TiO2 P25
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A Figura 104 mostra as imagens obtidas em MEV, realizada em equipamento JEOL
JSM 6060 — Centro de Microscopia Eletronica (CME-UFRGS), evidenciando a
reduzida dimenséo das particulas e o aspecto aglomerado do material, em escala
nanometrica.

Figura 104 — MEV por elétrons secundarios do TiO2 utilizado nas analises: a) aumento de 1000x; b) aumento de
2500x; ¢) aumento 5000x; d) aumento 10000x
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3.4.4 Ensaios da argamassa no estado fresco

A Tabela 34 mostra os valores obtidos nos ensaios de caracterizagéo no estado fresco
das argamassas, tais como consisténcia, massa especifica, teor de ar incorporado,

teor de retengdo de agua e relacdo agua/ligante (a/l).

Tabela 34 — Caracterizagado no estado fresco das argamassas

Argamassa Consisténcia (mm) p médio Teor de ar Teor de retencéo all
™ 1:4 (g/lcm?3) incorporado (%) de agua (%)
252,00 2,2 1,2 97 1,09

a/l: relagéo agual/ligante | p: densidade de massa

A partir do ensaio de reometria rotacional foram obtidos os dados de tensdo de
cisalhamento e viscosidade aparente, resultantes das taxas de cisalhamento

aplicadas. A curva da viscosidade aparente relaciona-se com a curva da tensao de



199

cisalhamento pela taxa de cisalhamento. Quanto maior a taxa de cisalhamento,

observa-se um menor valor de viscosidade.

Figura 105 — Tenséo de cisalhamento x taxa de cisalhamento da argamassa
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3.4.5 Ensaios em argamassa no estado endurecido

Considerando que foram realizados dois tipos de cura para a argamassa, sendo um
lote disposto em camara climatizada (85%UR e 25°C) por 97 dias e as demais
amostras em camara de carbonatacdo (5%CO2), a seguir sdo mostrados os valores

obtidos para caracterizacdo no estado endurecido.

Os resultados referentes a massa especifica aparente, correlacionados aos valores

de relacdo agua/ligante e indice de consisténcia, sdo mostrados na Tabela 35.

Tabela 35 — Massa especifica aparente, relagdo agua ligante e indice de consisténcia das argamassas aos 97

dias
Idade: 97 dias
Massa especifica aparente all Ind|c_e qe .
Argamassa g — — consisténcia
. p (kg/m
™ 1:4 (MPa) (%) (mm)
1802,40 41,94 2 1,09 252,00

a/l: relagdo agualligante

A Tabela 36 mostra os resultados para as amostras dispostas em camara de

carbonatacao.

Tabela 36 — Massa especifica aparente, relagdo agua ligante e indice de consisténcia das argamassas pos-
carbonatacao em camara de CO2

Carbonatagdo em camara de CO2

Massa especifica aparente all Indlc_e N de
Argamassa T — = consisténcia
. p (kg/m
™ 1:4 (MPa) (%) (mm)
1861,40 18,38 1 1,09 252,00

a/l: relagédo agua/ligante
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A Tabela 37 mostra os valores obtidos quanto a resisténcia a compressao axial e a
tracao na flexdo aos 97 dias. A Tabela 38 mostra os resultados destes ensaios para

as amostras dispostas na camara e carbonatacao.

Tabela 37 — Resisténcia a compressao axial e tragédo na flexdo (NBR 13.279) das argamassas aos 97 dias

Idade: 97 dias
Argamassa Resis,t. _Compresséo Resi§t._Tra(;éo
™ 1:4 Rc média DP CcVv Ritmédia DP cVv
(MPa) (MPa) (%) (MPa) (MPa) (%)
0,53 0,05 10 0,51 0,07 14,57

DP: Desvio Padrao | CV: Coef. Variagéo

Tabela 38 — Resisténcia a compressao axial e tragéo na flexdo (NBR 13.279) das argamassas pos carbonatagdo

Carbonatacdo em camara de CO>

Resist. Compresséo Resist. Tracdo
Ar%ﬁﬁmfjsa Rcmédia DP cV Rcmédia DP cv
' (MPa) (MPa) (%) (MPa) (MPa) (%)
5,56 0,44 8 2,54 0,15 5,83

DP: Desvio Padréo | CV: Coef. Variagéo

Para o ensaio de absorcéo por capilaridade, aos 97 dias, foram obtidos os resultados
mostrados na Tabela 39, assim como os resultados para as amostras carbonatadas

em camara sdo mostrados na Tabela 40.

Tabela 39 — Absorcéo por capilaridade (NBR 15.259) aos 97 dias

Idade: 97 dias
Argamassa Cmédio (g/dm2.min.%%) DP (g/dm2.min.%%) CV (%)
™ 1:4 7,57 0,15 1,95

DP: Desvio Padrao | CV: Coef. Variagéo

Tabela 40 — Absorcéo por capilaridade (NBR 15.259) pds carbonatagéo

Carbonatacdo em cadmara de CO2

Argamassa Cmédio DP (g/dm2.min.%%) CV (%)
™ 1:4 (g/dm2.min.%%)
2,19 0,15 6,91

DP: Desvio Padrao | CV: Coef. Variagao

A Tabela 41 mostra os resultados do ensaio para determinacdo do modulo de
elasticidade dinamico aos 97 dias e a Tabela 42 para as amostras dispostas na

camara de carbonatagéo.

Tabela 41 — Médulo de elasticidade dinamico (NBR 15.630) aos 97 dias

Idade: 97 dias
Argamassa Tempo médio Ed médio (MPa) DP (MPa) CV (%)
™ 1:4 (us)
85,59 5542,54 293,92 53
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DP: Desvio Padrao | CV: Coef. Variagéo

Tabela 42 — Médulo de elasticidade dinamico (NBR 15.630) pds carbonatacéo

Carbonatacdo em camara de CO2

Argamassa Tempo médio Ed médio (MPa) DP (MPa) CV (%)
™ 1:4 (us)
51,29 15972,28 970,34 6,08

DP: Desvio Padrao | CV: Coef. Variagéo

3.4.6 Verificacdo da concentracéo ideal e tempo de ultrassom do TiO2em agua

deionizada

A partir da caracterizagdo reolégica foram verificados os melhores tempos de
ultrassom para dispersédo do TiOz em agua deionizada para as duas concentracfes

inicialmente estabelecidas (5 e 10%).

Conforme descrito em Arcaro et al. (2016), onde adotou-se metodologia semelhante
para verificacdo da dispersdo de suspensdes em meio aquoso para diferentes
concentracdes e tempo de ultrassom, a elevacdo do tempo de ultrassom tende a
provocar a reducdo na tenséo de cisalhamento. Este comportamento deve-se a uma
possivel quebra das particulas inicialmente aglomerada. Tais particulas sédo, entao,
desagregadas quando ocorre aumento da dispersdao com o aumento do tempo de

ultrassom, resultando em particulas soltas no sistema.

A Figura 106 mostra os perfis gerados para a concentracdo de 5% de TiOz desde o

tempo zero de ultrassom (Figura 106(a)) até 180s (Figura 106(e)).

O grafico gerado para a amostra controle (sem tempo de ultrassom), Figura 106(a),
mostra valores elevados quanto a tenséo de cisalhamento, tanto na ida quanto na
volta do percurso, mostrando uma provavel aglomeracédo das particulas. Nota-se na
Figura 106(b) que a partir do tempo de 30 segundos de ultrassom para a concentracao
de 5% ocorre uma alteragdo no comportamento da suspensao, onde a tensédo de
cisalhamento € mais elevada no tempo inicial do ensaio, ocorrendo a reducdo no
retorno do perfil nos tempos finais do ensaio. Essa defasagem entre os perfis
demonstra que a suspensdo nao se encontra homogeneamente dispersa. Quando foi
feita a caracterizagdo reoldgica para a suspenséao que ficou durante 180s em agitacéo

ultrassoénica, conforme Figura 106(e), nota-se uma reducdo na taxa de cisalhamento
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(em torno de 4,5Pa), além do encontro dos perfis de ida e volta no tempo de ensaio.
Nestas condi¢cdes, portanto, entende-se que a suspensdo atingiu adequada

homogeneidade e disperséo para as condi¢gdes propostas.

Figura 106 — Reologia da dispers@o com concentra¢do de 5%: a) tempo zero de ultrassom; b) 30 segundos de
ultrassom; c) 60 segundos de ultrassom; d) 120 segundos de ultrassom; e) 180 segundos de ultrassom
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A Figura 107 mostra os perfis gerados para a concentracdo de 10%, também
considerando os diferentes tempos de ultrassom (zero a 180s). Verifica-se na Figura
107(a), sem a aplicacdo de ultrassom na suspensao, uma elevada tensao de

cisalhamento, além da diferenca no comportamento do perfil, revelando uma amostra
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de dispersdo heterogénea e pouco eficiente. Este comportamento ja era esperado
com o aumento da concentracdo. A partir do tempo de 30s de ultrassom (Figura
107(b)), j& é possivel observar a homogeneizacao na disperséo, pela aproximacao
dos perfis. No entanto, embora tenha ocorrido uma reducdo, comparada ao tempo
zero, ainda é elevada a tensao de cisalhamento. Ja na Figura 107(e) percebe-se uma
reducado na tensao de cisalhamento, além da aproximacao das curvas do perfil.

Figura 107 — Reologia da dispersdo com concentra¢cdo de 10%: a) tempo zero de ultrassom; b) 30 segundos de
ultrassom; c¢) 60 segundos de ultrassom; d) 120 segundos de ultrassom; e) 180 segundos de ultrassom

1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 10001100
Taxa de cisalhamento (1s%)
TEMPO ZERO DE ULTRASSOM

Tensé&o de cisalhamento (Pa)

@

=
PNWRAOONOOO

1 I
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 10001100 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 10001100
Taxa de cisalhamento (1s7) Taxa de cisalhamento (1s7)
TEMPO 30s DE ULTRASSOM

Tensé&o de cisalhamento (Pa)
Tensé&o de cisalhamento (Pa)
RPNWPAMOOO N OO 5

TEMPO 60s DE ULTRASSOM

(b) ©

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 10001100 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 10001100
Taxa de cisalhamento (1s%?)

Tensé&o de cisalhamento (Pa)
P NWAUOIOoO N OO B

Tens&o de cisalhamento (Pa)
P NWhUUOTO N ®O© B

Taxa de cisalhamento (1s%?)
TEMPO 120s DE ULTRASSOM ——— TEMPO 180s DE ULTRASSOM

(d) (e)



204

A partir das analises reologicas, foram selecionados os dois melhores tempos de
ultrassom (120 e 180 segundos). As suspensdes, considerando as duas
concentracbes (5 e 10% de TiO2), foram aplicadas com pistola pressurizada em
amostras de argamassa de mesma composi¢do das utilizadas nas andlises neste
trabalho (consideradas amostras-teste). Apds 24h de secagem as amostras foram
analisadas em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), equipamento JEOL JSM
6060. As Figura 108(a) e 109(b) mostram as amostras-controle (sem aplicagédo do
TiO2). As amostras com 5% de TiO2 sdo mostradas na Figura 108(c) e 109(d) para
120 segundos de ultrassom e Figura 108(e) e 109(f) com 180 segundos de ultrassom.
Nesta concentracdo, pelas analises em MEV, nao foi possivel visualizar diferenca
quanto a aplicacao para os diferentes tempos de ultrassom. O mesmo ocorre para as
amostras com 10% de TiO2 para 120 e 180 segundos de ultrassom (Figura 108(g),
109(h), 109(i) e 109())).

No entanto, para as duas concentracfes analisadas, verificou-se uma camada
excessiva do fotocatalisador recobrindo a amostra. Para ambas as concentracgoes,
verifica-se a fissuracdo da superficie em consequéncia da evaporacdo da agua
utilizada na suspensdo aplicada. E possivel, inclusive, notar a cobertura de TiO2
soltando-se em placas da superficie, como pode ser visualizado com intensidade na
Figura 108(f) e (j).

Figura 108 — MEV por elétrons secundarios das amostras-teste para dispersao superficial do TiO2: a-b) amostras
controle (sem TiOz2); c-d) amostras com 5% de TiO2 e 120 segundo de ultrassom; e-f) amostras com 5% de TiOze

180 segundo de ultrassom; g-h) amostras com 10% de TiO2 e 120 segundo de ultrassom; i-j) amostras com 10%
de TiOz e 180 segundo de ultrassom.

18 mm

(b)
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Com base nas observacdes realizadas através das analises em MEV, optou-se por
avaliar a aplicacdo em concentragcdes menores de TiO2. Desta forma, foi mantido o
tempo considerado 6timo de ultrassom (180 segundos) e foram aplicadas
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concentracfes menores em amostras-teste de argamassa para verificagdo do

cobrimento superficial.

Nesta nova verificagdo, as amostras foram visualizadas em lupa estereoscépica
(Zeiss Stemi 508 doc Stereo microscope), com aumento de até 100x. A Figura 109
mostra as imagens obtidas, considerando amostras-controle, amostras com
concentracao de 1, 3 e 5%. Na Figura 109(j), onde foi aplicada a concentracdo de 5%,

verifica-se, novamente, a fissuracdo na superficie.

Figura 109 — Imagens em lupa estereoscépica das amostras-teste para dispersao superficial do TiOz: a-b)
amostras controle (sem TiOz2); c-d) amostras com 1% de TiOz e 180 segundo de ultrassom; e-f) amostras com 2%
de TiOz2 e 180 segundo de ultrassom; g-h) amostras com 3% de TiO2z e 180 segundo de ultrassom; i-j) amostras
com 5% de TiOz e 180 segundo de ultrassom; k-I) amostras com 10% de TiOz e 180 segundo de ultrassom.

Avaliacéo da eficiéncia de nanoparticulas de TiO2 no controle do crescimento de fungos filamentosos
deteriogénicos em argamassas histéricas
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C)) (h)

(k) 0]

Com base nestas observacgdes, adotou-se a concentracdo de 3% com tempo de
ultrassom de 180 segundos para a aplicagdo nas amostras a serem analisadas neste
trabalho. Na Figura 109(h), onde verifica-se a aplicacdo da concentracdo 3%, é

possivel verificar um adequado cobrimento da superficie.

3.4.7 Monitoramento das amostras de argamassa inoculadas

Neste item sdo apresentados os resultados referentes as analises realizadas nas
amostras de argamassa moldadas em laboratério, com aplicacdo ou nao do TiOz,
inoculadas com os fungos selecionados a partir da Fase 1 deste trabalho.

Fernanda Lamego Guerra (f.lamegoguerra@gmail.com). Porto Alegre: UFRGS/EE/PPGCI, 2018.
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A Figura 110 apresenta a configuracdo do ensaio proposto considerando as variaveis
de andlise: isolados fangicos e consorcio, aplicacdo ou ndo do fotocatalisador,

exposicdo ou ndo a luz UVA.

Figura 110 — Configuracédo das amostras dispostas para andlise na BOD

ISOLADO 1 ISOLADO 2 CONSORCIO (5 fungos)*
Aspergillus niger Purpureocillium lilacinum
Com TiOz (dispersdo em agua a 3% do volume) e luz UVA

Sem TiOze luz UVA
Com TiOz (dispersdo em &gua a 3% do volume) e escuro

Sem TiOz e escuro

* Fusarium sp.; Cladosporium sp.; C. sphaerospermum; Trichoderma atroviride; Acremonium sp.

A Figura 111 mostra o cronograma detalhado das medi¢Oes realizadas em todas as
amostras dispostas na BOD, onde sdo descritas as etapas correspondentes a

medicao efetuada.

Figura 111 — Cronograma das medi¢des das coordenada L*a*b* com espectrofotdmetro ao longo do tempo e
condi¢cbes da amostra e exposi¢ado a lampada UVA

DATA DESCRIGAO UVA (dias)

. Amostras carbonatadas (com e sem TiO,), antes do enriquecimento nutricional.
Medicao 1 20/out/17  Data da aplicagdo do nutriente, Caldo Sabouraud (4mL por amostras), disposigdo Zero
em BOD para aclimatacéo.

Medicao 2 28/nov/17  Amostras com nutriente (aclimatadas na BOD), antes da inoculagéo com os Zero
isolados.

Medicéo 3 29/nov/17 | 4g0 apés indculo (amostras (midas). Zero

Medigdo 4 04/dez/17  pisposicso na BOD (sem acionamento da [ampada). Zero

Medigéo 5 11/dez/17  Antes do acionamento da lampada. Data do acionamento da lampada (fotoperiodo Zero
1 hora/dia).

Medicéo 6 18/dez/17  apss acionamento da lampada (fotoperiodo 1 hora/dia). ’

Medicéo 7 10/jan/18  Apgs acionamento da lampada (fotoperiodo 1 hora/dia). 30

Medicé&o 8 30/jan/18  Ap6s acionamento da lampada (fotoperiodo 1 hora/dia). Data do aumento do 50

fotoperiodo para 2horas/dia.

Medigdo 9 22/mar/18  Apés acionamento da lampada (fotoperiodo 2 horas/dia). Data do aumento do 101
fotoperiodo para 4 horas/dia.

Medicéo 10 10/jul Apobs acionamento da lampada (fotoperiodo 4 horas/dias). 210

Durante a realizacdo do ensaio foi feito o registro da UR e temperatura a cada 30
minutos no interior da BOD com auxilio de termohigrometro. Foram registrados cerca
de 8.000 dados no periodo de 1 ano de ensaio. A Figura 112 mostra o registro
completo do periodo. A UR média verificada em todo o periodo foi de 76,85% e a
temperatura média de 25°C. No entanto em cerca de 52% do tempo de registro, a UR

esteve acima de 80%, conforme mostrado na Tabela 43. Destaca-se que nos

Tempo de Luz
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periodos em que as lampadas permaneciam acionadas ocorria 0 aumento da
temperatura no interior da BOD, com a consequente reducdo da UR. A temperatura
méaxima atingida foi de 36°C, estando apenas 5% do tempo total com a temperatura
acima de 25°C. Este comportamento resultou na oscilagdo constante do microclima.

Figura 112 — Monitoramento da UR (%) e temperatura (°C) no interior da BOD durante 1 ano de ensaio
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Tabela 43 — Percentual de ocorréncia das taxas de UR no periodo de ensaio nha BOD

Umidade Relativa (UR)
<60% Entre 60-70% Entre 70-80% Entre 80-90% >90%
Percentual de ocorréncia 9,8% 8,5% 26% 52,7% 3%

Para cada uma das configuracdes propostas, considerando os isolados flngicos,
Aspergillus niger, Purpureocillium lilacinum, bem como o consércio a partir de cinco
fungos selecionados (Fusarium sp., Cladosporium sp., C. sphaerospermum,
Trichoderma atroviride e Acremonium sp.) para amostras com ou sem O
fotocatalisador, nas condicfes de exposicao a luz ou escuro, foram formuladas fichas

com os principais resultados obtidos.

As fichas constam das imagens das amostras monitoradas ao longo do tempo, um
grafico da variacdo de cor (AE), considerando a média das trés medi¢cbes de cada
amostra, um grafico da variacdo de luminosidade (AL), também considerando as
meédias, além de algumas imagens das estruturas fungicas no substrato de
argamassa, obtidas a partir da analise em lupa estereoscopica (Zeiss Stemi 508 doc
Stereo microscope). Primeiramente sao apresentadas as fichas referentes ao fungo
A. niger, em seguida realizados os comentarios quanto aos dados obtidos (Figura 113,
Figura 114, Figura 115 e Figura 116).
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Figura 113 — Compilacédo de dados Isolado 1 com TiO2 exposto a luz UVA
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Avaliacdo da eficiéncia de nanoparticulas de TiO2 no controle do crescimento de fungos filamentosos
deteriogénicos em argamassas histéricas
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Figura 114 — Compilacéo de dados Isolado 1 sem TiO2 exposto a luz UVA
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Fernanda Lamego Guerra (f.lamegoguerra@gmail.com). Porto Alegre: UFRGS/EE/PPGCI, 2018.
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Figura 115 — Compilacéo de dados Isolado 1 com TiO2 condigao de escuro
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Avaliacdo da eficiéncia de nanoparticulas de TiO2 no controle do crescimento de fungos filamentosos
deteriogénicos em argamassas histéricas
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Figura 116 — Compilacédo de dados Isolado 1 sem TiO2 condigao de escuro
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Fernanda Lamego Guerra (f.lamegoguerra@gmail.com). Porto Alegre: UFRGS/EE/PPGCI, 2018.
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Com base nos dados apresentados na Figura 113, para a condicdo de aplicacéo do
TiO2, e exposicdo a luz, para o isolado 1 (A. niger), ocorreu 0 crescimento
predominante das colbnias nas amostras 4 e 6. Observando o grafico para variagéo
de cor (AE), inicialmente ha um aumento da variagdo, com a posterior reducéo,
principalmente apds a exposi¢cado de 2 horas luz/dia. Apdés 4 horas de exposicao ao
dia, o clareamento foi ainda maior. Desta forma, destaca-se a eficiéncia do
fotocatalisador com relagdo ao fungo A. niger a partir de 2 horas diarias de luz para

estas amostras.

Para a condi¢cdo sem TiOz e com exposicao a luz (Figura 114) verificou-se muito pouco
crescimento nas amostras quando visualizadas a olho nu. Na amostra 11 verificou-se
o crescimento efetivo do fungo inoculado, com a elevagdo no AE. Visualmente as
colénias permaneceram com a coloracdo bastante intensa, embora as médias
calculadas para a variacdo de cor mostrem uma tendéncia leve a reducdo apos 2

horas diarias de exposicao a luz UVA.

As amostras com a aplicacdo do TiOz2e em condicao de escuro (Figura 115) também
apresentaram reduzido crescimento. Na amostra 17, onde houve a formacédo de
colénias visiveis, observou-se a reducédo na diferenca de cor, demonstrando haver

uma provavel influéncia do fotocatalisador mesmo em condi¢&o de escuro.

As amostras sem a aplicacdo do fotocatalisador e em condicdo de escuro
apresentaram muito reduzido crescimento, com excecdo da amostra 22 que

apresentou crescimento de coldnias. Nesta amostra ndo houve alteracéo efetiva.

Desta forma, comparativamente as demais condi¢cdes de exposicdo das amostras, €
possivel inferir que ha a interferéncia tanto da luz UVA quanto do fotocatalisador no
crescimento do fungo A. niger. Nas duas amostras com o fotocatalisador e expostas
a luz, em que se verificou o crescimento intenso das col6nias, foi efetiva a propriedade

autolimpante do TiOz, principalmente apds 4 horas de exposicéo diaria a luz UVA.

A Tabela 44 mostra os valores calculados para variagéo de cor (AE) para todas as dez
medicbes, conforme descrito na Figura 111, correspondentes a cada um dos trés
pontos das seis repeticbes das amostras com aplicacdo do TiOz, inoculadas com o

fungo A. niger e expostas a luz UVA. Junto a tabela, apresenta-se uma legenda
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proposta por Petter; Gliese (2004) apud Fioretti (2010) para classificacdo da

distinguibilidade da variacéo da cor relacionada a percepcdo humana a olho nu.

Os valores de AE calculados referem-se sempre a medicédo 1, realizada em 20 de
outubro, com as amostras carbonatadas, com aplicacdo ou ndo do fotocatalisador,
antes da aplicacdo do nutriente e inoculo do fungo. Verifica-se que, a partir da
exposicdo a luz, todas as amostras apresentaram reducdo da variacdo de cor,
resultante da secagem das amostras devido ao acionamento das lampadas.

Tabela 44 — AE para as amostras do Isolado 1 com aplicacédo do TiO:z e expostas a luz

Diferenca de cor
0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena
1,5-3 Distinguivel
3-6 Facilmente distinguivel

_I >6 Grande

AE (calculado com relagéo a medigéo 1)

AMOSTRAS "sem Juz (Tempo em semanas) Com luz (Tempo em semanas)
5* 5x* 6 7 1 4 6 13 28
FINAL

423 513 4,82 3,94 2,97
410 4,09 4,25 4,18 3,24
4,04 4,69 4,45 424 2,86
502 6,01 547 4,72 2,85
417 4,76 3,04 2,24 1,14
401 339 2,28 1,93 1,26
5,53 522 3,80 2,25
3 32 504 564 4,32 4,40 2,88
6,12 4,01 3,32

*Antes do in6culo
**Apos indculo

As amostras 4 e 6 (Tabela 44) mesmo ap6s o acionamento da luz, apresentaram o

crescimento das col6nias, com a posterior reducao apos 4h/dia de incidéncia luminica.
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A Tabela 45 apresenta os valores de AE para as amostras sem aplicacdo do

fotocatalisador, inoculadas com o mesmo fungo (Aspergillus niger) e expostas a luz

UVA.

Tabela 45 — AE para as amostras do Isolado 1 sem aplicagdo do TiOz e expostas a luz

Diferenca de cor

0-0,2 Imperceptivel

0,2-0,5 Muito pequena

0,5-1,5 Pequena

15-3 Distinguivel
3-6 Facilmente distinguivel
>6 Grande

AE (calculado com relagdo a medicéo 1)

AMOSTRAS  “Sem [uz (Tempo em semanas)

Com luz (Tempo em semanas)

5* 5** 6 7 1 4 6 13 28
FINAL

1,97 083 212 0,85 0,91

281 232 1,84 0,89 0,97

0,72 058 1,98 0,50 0,37

157 152 215 0,73 0,34

226 1,69 2,78 1,13 0,42

148 125 324 1,18 0,43

481 522 280 1,82 1,28

1,48 206 162 1,13 1,89

0,20 0,95 0,84 1,51

2,67 2,30 0,76 0,59

10 3102 2,24 3,15 0,67 1,06

2,24

4,57

0,34

1,32

*Antes do in6culo
**Apds indculo

Destaca-se que nas amostras de 7 a 12 ndo houve um crescimento efetivo do fungo

na superficie, com exce¢do das amostras 9 e 11. A amostra 11 praticamente n&o

sofreu alteracdo no crescimento verificado superficialmente e observavel na Figura

114. A medicao realizada no ponto 11.1, conforme Tabela 45, demonstra essa baixa

alterabilidade ao longo do tempo. Os pontos 11.2 e 11.3, que apresentaram reducao

na diferenca de cor, podem ser resultantes do posicionamento do espectrofotdmetro
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de forma a ndo cobrir as colbnias que se mantiveram inalteradas. A amostra 9,
apresentou um crescimento com aspecto morfolégico diferenciado, provavelmente
uma contaminagcdo da amostra. O fungo inoculado, ndo apresentou crescimento
efetivo. De todo modo, o crescimento resultante da contaminagdo, apresentou

descoloracéo ao longo do tempo, mesmo sem a presenca do fotocatalisador.

A Tabela 46 mostra os resultados da variacdo de cor para as amostras inoculadas

com o fungo A. niger, com a aplicacéo do TiOz2, e na condi¢céo de escuro.

Tabela 46 — AE para as amostras do Isolado 1 com aplicagao do TiOz2 e em condigdo de escuro

Diferenga de cor
0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena

1,5-3 Distinguivel
3-6 Facilmente distinguivel
! >6 Grande
AE (calculado com relagéo a medigéo 1)
AMOSTRAS  “5em juz (Tempo em semanas) Com luz (Tempo em semanas)
5* 5** 6 7 1 4 6 13 28
FINAL

509 578 4,60 519 530
2,82 3,61 389 371 3,9
295 3,05 368 311 3,22
441 452 473 465 4,76
3,19 3,58 4,00 360 3,87
438 3,80 3,98 3,65 431
309 3,80 3,12 3,8 4,16
3,87 4,00 4,18 395 4,50
3,37 404 420 3,85 4,19
3,07 3,42 3,13 385 4,115
3,22 4,15 4,45 421 3,77
2,74 3,11 3,64 363 3,88
3,92 2,99 4,06 4,76
14,75 11,18 8,15
24,34 23,28 27,58
3,65 4,24 3,99
4,01 4,15 3,54 3,87 4,39
VRN 2,90 336 331 375 371

18 182

*Antes do in6culo
**Apos indculo

Com base na Tabela 46 observa-se que a principal alteracdo com relacéo a variacao

de cor, ocorreu apds o acionamento das lampadas. Embora as amostras
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permanecessem em condicdo de escuro, cobertas com relacédo a incidéncia da luz
UVA, por estarem no interior do mesmo equipamento, o aquecimento provocado pelas
lampadas promoveu o aumento de temperatura da ordem de 30%, resultando na
secagem também destas amostras. Das 6 amostras analisadas, a amostra 17 foi a
Gnica que apresentou um crescimento intenso, de facil percepcdo. O ponto 17.3,
embora apresente diferenca de cor bastante distinguivel na medicao final, mostrou
uma importante redugdo, comparado a medi¢cdes anteriores (de 27,48 a 6,32),
alteracao perceptivel na superficie da amostra (Figura 115).

Com relacdo as amostras inoculadas com o mesmo fungo, sem aplicacéo de TiOz e

em condi¢céo de escuro, os dados sdo mostrados na Tabela 47.

Tabela 47 — AE para as amostras do Isolado 1 sem aplica¢@o do TiO2 e em condi¢do de escuro

Diferenca de cor
0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena

1,5-3 Distinguivel
3-6 Facilmente distinguivel
>6 Grande

AE (calculado com relagéo a medigéo 1)

AMOSTRAS  ""5em [uz (Tempo em semanas) Com luz (Tempo em semanas)

5* 5** 6 7 1 4 6 13 28
FINAL

1,00 0,72 1,85 083 1,05
0,85 0,80 1,06 1,03 1,30
251 243 2,87 2,62 241
0,84 1,02 1,83 121 1,50
1,90 1,22 1,30 2,19 2,20
415 2,61 1,70 1,47 1,04
1,91 2,69 1,95 2,51 2,54
048 0,80 1,13 1,06 0,92
1,05 1,15 1,40 1,20 1,28
1,53 1,86 1,99 2,18 1,82
2,01 234 3,05 3,06 3,03
1,62 133 271 166 146
1,73 1,07 225 1,78 2,01
2,50 324 38 1,54 1,89
1,08 1,33 349 131 143
1,50 1,95 1,53 1,09 1,32
094 092 092 085 1,33
1,83 2,43 1,74 1,97

*Antes do inéculo **Apds in6culo
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Com base na Tabela 47 é possivel verificar um comportamento semelhante as
amostras com o fotocatalisador e dispostas em condicéo de escuro. Das seis amostras
analisadas o crescimento ocorreu de forma pouco intensa, resultando, portanto, em

pouca alteracdo na variacédo de cor ao longo das medicgoes.

Como as medicOes foram realizadas em trés pontos especificos das amostras e 0
crescimento das colénias ndo ocorreu de modo homogéneo ao longo das placas, por
vezes, 0 comportamento observado através das imagens fotograficas, mostrou-se
mais eficiente para avaliacdo do potencial autolimpante do fotocatalisador, conforme
verificado na Figura 117. As Figura 117(a) e 118(b) mostram a amostra 4 com
aplicacéo do TiO2z e expostas a luz, na medi¢cdo 6 (apos 1 semana de exposicdo 1
hora/dia de luz UVA) e na medicdo 10 (ap06s 28 semanas de exposi¢ao de 4 horas/dia
de luz UVA), respectivamente, destacando a evidente redu¢cdo do manchamento. A
amostra 6, Figuras 118(c) e 118(d), correspondem a mesma configuracéo, também
resultando na visivel reducdo do manchamento. Ja a Figura 118(e) e 118(f) mostram
aamostra 11, sem a aplicacao do fotocatalisador, para 0 mesmo periodo. Neste caso,
houve pouca alteracdo quanto ao manchamento do isolado inoculado.

Figura 117 — Imagens da evolugdo do manchamento fungico: a) amostra 4 com TiO2 e exposto a luz UVA (1
semana); b) amostra 4 com exposicao a luz UVA (28 semanas); c) amostra 6 com TiOz e exposto a luz UVA (1
semana); d) amostra 6 com exposic¢ao a luz UVA (28 semanas); €) amostra 11 sem TiO2 e exposto a luz UVA (1
semana); f) amostra 11 com exposicéo a luz UVA (28 semanas)

@ (b)
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()

(e)

A Figura 118 (a e b) mostra imagens obtidas em lupa estereoscépica, das estruturas
do fungo A. niger com crescimento isolado em placa de Petri, evidenciando as
estruturas de pigmentacao escura e as hifas hialinas.

Figura 118 — Imagens em lupa estereoscdpica do Isolado 1 Aspergillus niger em placa e Petri com meio nutriente
agar Sabouraud e das amostras inoculadas: a) 500um; b) 200pm

(@) (b)
A Figura 119, Figura 120, Figura 121 e Figura 122 (a e b) mostram o crescimento do

fungo A. niger nos substratos de argamassa para as diferentes condi¢ces de analise.

Avaliacdo da eficiéncia de nanoparticulas de TiO2 no controle do crescimento de fungos filamentosos
deteriogénicos em argamassas histéricas
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E possivel observar uma distingdo quanto a morfologia das col6nias entre as amostras
com TiO2 e expostas a luz, onde as estruturas embora presentes, apresentam um
aspecto fortemente aderido, enquanto as amostras com TiO2 em condi¢ao de escuro
ou sem TiO2, independente da incidéncia luminica, apresentam crescimento aéreo

com pequenas estruturas de coloracéo branca, depositadas sobre o micélio.

Figura 119 — Crescimento do Isolado 1 Aspergillus niger na amostra com aplicacéo do fotocatalisador e exposta
a luz UVA: a) 500um; b) 100um

Figura 120 — Crescimento do Isolado 1 Aspergillus niger na amostra com aplicagdo do fotocatalisador e em
condigéo de escuro: a) 1.000um; b) 100pum

Figura 121 — Crescimento do Isolado 1 Aspergillus niger na argamassa de cal e areia sem aplicacéo do
fotocatalisador e exposta a luz: a) 500um; b) 100um

(b)

Figura 122 — Crescimento do Isolado 1 Aspergillus niger na argamassa de cal e areia sem aplicagéo do
fotocatalisador e em condi¢do de escuro: a) 1.000pum; b) 200um
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(b)

A Figura 123 apresenta os dados da ANOVA (fatorial), considerando a aplicacao ou
nao do fotocatalisador, exposi¢cao ou ndo a luz, para o fungo A. niger. Verifica-se uma
diferenca significativa quanto a variacdo de cor entre a leitura inicial (7 dias de luz
UVA) e a final (28 semanas de luz UVA) nas amostras com TiO2 expostas a luz,
demonstrando, assim, sua efetividade. Para as amostras que permaneceram em
condicéo de escuro nao houve diferenca significativa entre a leitura inicial e a final.
Figura 123 — ANOVA (fatorial) da variag@o de cor (AE) em fungdo da aplicacdo ou nédo do fotocatalisador,
considerando incidéncia ou néo de luz para o Isolado 1 (Aspergillus niger), com condi¢g6es de exposicéo a luz e

ao escuro
0,95 intervalo de confianca

AE

Com TiO: Sem TiO: Com TiO: Sem TiO:

Luminosidade: Luz Luminosidade: Escuro

=~ Medig&o 6 (7 dias de luz UVA)
-%r- Medig&o 10 (28 semanas de luz UVA)

O fato da diferenca de cor para as leituras nas amostras com o fotocatalisador ser
maior do que as leituras das amostras sem o fotocatalisador pode ser justificada pela
maior intensidade da coloragcdo branca na medicao inicial das amostras com TiO-.
Sendo assim, as leituras finais para as amostras sem TiOz tendem a se aproximar

mais das leituras iniciais (mais amarelecidas), resultando em um menor AE.
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A Tabela 48 e a Figura 124 mostram a comparacao entre os diferentes parametros,
destacando a diferenca significativa da variacédo de cor entre a leitura inicial (7 dias de
luz UVA) e final (28 semanas de luz UVA) das amostras com o fotocatalisador e

expostas a luz e sem o fotocatalisador e expostas a luz.

Tabela 48 — ANOVA (Teste de Fisher) das médias dos diferentes parametros analisados para o Isolado 1

COMPARACAO ENTRE OS PARAMETROS
1 2 3 4 5 6 7 8

Luz com TiO2 - Leitura inicial* (1) S NS S NS NS S S
Luz com TiOz - Leitura final* (2) S NS NS S S NS NS
Luz sem TiOz2 - Leitura inicial (3) NS NS S NS NS S S
Luz sem TiO2 - Leitura final (4) S NS S S S NS NS
Escuro com TiO2 - Leitura inicial (5) NS S NS S NS S S
Escuro com TiOz - Leitura final (6) NS S NS S NS S S
Escuro sem TiOz - Leitura inicial (7) S NS S NS s s NS
Escuro sem TiO2 - Leitura final (8) S NS S NS S S NS

Leitura inicial*: 18 dezembro/2017 (7 dias de fotoperiodo UVA 1h/dia) — medi¢éo 6
Leitura final*: 10 julho/2018 (28 semanas de fotoperiodo UVA 4h/dia) — medi¢do 10
S — Variavel de controle exerce influéncia significativa sobre a variavel de resposta
NS — Variavel de controle ndo exerce influéncia significativa sobre a variavel de resposta

Figura 124 — ANOVA comparacéo entre as médias dos diferentes parametros analisados
(luminosidade/fotocatalisador e leitura) a partir da analise do AE para o Isolado 1 (Aspergillus niger)

1,7466 1,6355 1,6937

luzcomTiO2-  LuzcomTiO2-  LuzsemTiO2-  LuzsemTiO2- Escuro com TiO2 - Escuro com TiO2 - Escuro sem TiO2 - Escuro sem TiO2 -
Leftura inicial Leitura final Leitura inicial Leitura final Leitura inicial Leitura final Leitura inicial Leitura final

Condicdes: luminosidade/fotocatalisador/leitura

A seguir apresentam-se os resultados obtidos para as analises realizadas com o fungo
Purpureocillium lilacinum. Os dados foram estruturados de modo semelhante aos
apresentados para o fungo Aspergillus niger. A Figura 125, Figura 126, Figura 127 e
Figura 128 mostram as fichas para o isolado 2 nas diferentes configuragdes proposta.



AMOSTRA 29 AMOSTRA 27 AMOSTRA 26 AMOSTRA 25

AMOSTRA 30
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Figura 125 — Compilagéo de dados Isolado 2 com TiO2 exposto a luz UVA

Placa de petri (1 00x20mm) Placa de peln (4l 00x20mm) Imagem isolado em Imagem isolado em

lupa estereoscopica microscoépio éptico
aumento 100x aumento 300x

Purpureocillium lilacinum . ’ ‘

IMAGENS FOTOGRAFICAS AO LONGO DO TEMPO MEDIGOES COM ESPECTROFOTOMETRO

07 dezembro 2017 18 dezembro 2017 30 janeiro 2018 23 margo 2018 10 julho
. AE
IMEDIAS DA VARIAGCAO DE COR /TEMPO
=5 W% =T =D NN

18/DEZ 10/1AN 30/IAN 22/MAR 10/1UL

AL

VARIACAO DA LUMINOSIDADE/TEMPO

——25 26 ——27 —4—29 —%—30

20

18/DEZ 10/14N 30/14N 22/MAR 10/3uL

Amostras com TiO2
Exposicao a luz UV-A

1 semana 6 semanas 13 semanas 28 semanas
6 semanas Fotoperiodo de Fotoperiodo de Fotoperiodo de
Sem fotoperiodo Thoras/dia - Luz UV-A Ohorasidia - Luz UV-A dhorasfdia - Luz UV-A

IMAGEM LUPA ESTEREOSCOPICA SUPERFICIE DO SUBSTRATO EM ARGAMASSA 10 julho 2018 (232 dias)

Avaliacdo da eficiéncia de nanoparticulas de TiO2 no controle do crescimento de fungos filamentosos
deteriogénicos em argamassas histéricas
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Figura 126 — Compilacédo de dados Isolado 2 sem TiO2 exposto a luz UVA

Placa de petri (100x20mm) Placa de petn [l 00x20mm) Imagem |so|ado em Irmgem Isolado em

ISOLADO 2 M ma e el v

Purpureocillium lilacinum . ' .

IMAGENS FOTOGRAFICAS AO LONGO DO TEMPO MEDIQGES COM ESPECTROFOTOMETRO
07 dezembro 2017 18 dezembro 2017 30 janeiro 2018 23 marco 2018 10 julho 2018 AE

MEDIAS DA VARIAGAO DE COR /TEMPO

Amostras sem TiO2
Exposic¢ao a luz UV-A

R HB Y 5 ¥

£
EY o i —_X
p.o}
X
’ %,,
0
18/DEZ 10/1AN 30/1AN 22/MAR 10/1UL
VARIAGAO DA LUMINOSIDADE/TEMPO
=32 =H=53 =434 =9=35 =p=35
10
R R S e =
G e — S e e
-20
i S (SN (S~ S
-40
50
18/DEZ 10/1AN 30/1AN 22 /MAR 10/JUL
1 semana 6 semanas 13 semanas 28 semanas
6 semanas Fotoperiodo de Fotoperiodo de Fotoperiodo de
Sem fotoperiodo fhorasidia - Luz UV-A Shorasidia- Luz UV-A dhoras/dia - Luz UV-A

IMAGEM LUPA ESTEREOSCOPICA - SUPERFICIE DO SUBSTRATO EM ARGAMASSA - 10 julho 2018 (232 dias)

Fernanda Lamego Guerra (f.lamegoguerra@gmail.com). Porto Alegre: UFRGS/EE/PPGCI, 2018.
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Figura 127 — Compilacéo de dados Isolado 2 com TiOz condigao de escuro

Placa de petri (100x20mm) Placa de petri (100x20mm) Imagem Isolado em Imagem isolado em

Crescimento superior Crescimento posterior lupa P micr 6pio 6ptico
aumento 100x aumento 300x

Purpureocillium lilacinum Q ‘ ‘ ‘

Amostras com TiO2
Condigao escuro

IMAGENS FOTOGRAFICAS AO LONGO DO TEMPO

07 dezembro 2017 18 dezembro 2017 30 janeiro 2018 23 marco 2018 _10julho 2018 } .
‘ MEDICOES COM ESPECTROFOTOMETRO
il =
e T [ MEDIAS DA VARIAGAO DE COR /TEMPO
——% —— & —&
. 18/DEZ 10/JAN 30/JAN 22/MAR 10/JUL
AL
VARIAGAO DA LUMINOSIDADE/TEMPO
- ———9%——3 —3
I =
-30 1 —t

-40

18/DEZ 10/JAN 30/1AN 22/MAR 10/JUL

6 semanas 1 3 semanas 28 semanas
2 U\

IMAGEM LUPA ESTEREOSCOPICA SUPERFICIE DO SUBSTRATO EM ARGAMASSA 10 julho 2018 (232 dlas)
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Figura 128 — Compilacéo de dados Isolado 2 sem TiO2 condigao de escuro

Placa de petri (100x20mm) Placa de petri (100x20mm) Imagem isolado em Imagem isolado em
Crescimento superior Crescimento posterior lupa estereoscépica microscopio optico
aumento 100x aumento 300x

Purpureocillium lilacinum

Amostras sem TiO2
Condicao escuro

IMAGENS FOTOGRAFICAS AO LONGO DO TEMPO MEDIGOES COM ESPECTROFOTOMETRO
07 dezembro 2017 18 dezembro 2017 30 janeiro 2018 23marco 2018 _10 julho 2018
P AE
MEDIAS DA VARIAGAO DE COR /TEMPO
& ———»
’ 18/DEZ 10/JAN 30/JAN 22/MAR 10/JUL
AL
VARIAGAO DA LUMINOSIDADE/TEMPO

-10 e ————————X

36 M

-30
-40

-50
18/DEZ 10/JAN 30/JAN 22/MAR 10/JUL

1 semana 6 semanas 13 semanas 28 semanas

IMAGEM LUPA ESTEREOSCOPICA SUPERFICIE DO SUBSTRATO EM ARGAMASSA 10 ]ulho 2018 (232 dias)
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Conforme verifica-se na Figura 125 para a condicdo com TiO2 e expostas a luz UVA,
as amostras 25 e 30 ndo apresentaram crescimento muito intenso, desta forma, a
diferenga de cor manteve-se muito similar até o final das medi¢bes. As demais
amostras apresentaram intenso crescimento de coloragdo verde escuro. Apés o
periodo de exposicao por 2 horas/dia de luz UVA (a partir da 72 semana), verificou-se
a reducdo na diferenca de cor, contudo a diferenca ocorreu com maior intensidade
apos incidéncia luminica de 4horas/dia (a partir da 142 semana). Para a variacéo de
luminosidade, de modo complementar verificou-se o0 aumento da luminosidade,
conforme maior o tempo de exposicdo a luz. Com relacdo as amostras sem TiOz e
expostas a luz UVA (Figura 126), a amostra 33 foi a que apresentou maior crescimento
inicial das coldnias. Para esta amostra, embora sem o fotocatalisador, observou-se a
reducdo na diferenca de cor, evidenciando uma provavel influéncia da luz UVA na

manutenc¢ao do crescimento, resultando no clareamento ao longo do tempo.

As amostras com TiO2z na condi¢do de escuro também apresentaram uma reducao na
diferenca de cor até a ultima medicdo. Esta diferenciacdo por ter ocorrido
principalmente ap6s o aumento do tempo de luz, evidenciando a secagem da
superficie pelo aumento da temperatura correlacionado ao tempo de luz, néo
podendo-se afirmar que tenha ocorrido pela presenca do TiO2 na amostra. Esta
constatacdo pode ser reforcada, também, por ter ocorrido a reducao no AE para as

amostras sem aplicagédo do TiOz e em condigéo de escuro.

Assim, observou-se um comportamento diferenciado entre o fungo Purpureocillium
lilacinum e o Aspergillus niger. Considerando que a aplicagéo do fotocatalisador foi na
superficie da amostra anterior ao crescimento fungico, o cobrimento resultante do
crescimento das colbnias pode ter dificultado a ocorréncia da fotocatalise, bloqueando
0 acesso a luz necesséria para ativacao do produto, no caso do fungo de mais intenso

crescimento, como o Purpureocillium lilacinum.

Embora de coloracdo escura, este fungo mostrou-se sensivel a incidéncia de luz UVA,
principalmente apos 4horas de exposicao diaria. A Tabela 49 mostra os valores de AE
calculados para cada um dos trés pontos das seis repeti¢cdes, desde a medicao inicial
para as amostras inoculadas com o fungo Purpureocillium lilacinum com TiO2z e

expostas a luz.
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Tabela 49 — AE para as amostras do Isolado 2 com aplicacédo do TiO:z e expostas a luz

Diferenca de cor
0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena
1,5-3 Distinguivel
3-6 Facilmente distinguivel

_I >6 Grande

AE (calculado com relagdo a medicéo 1)

AMOSTRAS ™ 5o Juz (Tempo em semanas) Com luz (Tempo em semanas)

5* 5** 6 7 1 4 6 13 28
FINAL

7,75 843 7,62 7,26
WL 579 HRCH 5,82
835 850 7,80
21,59 21,04 20,16
28,99 28,98 27,07
21,79 21,90 17,90
9,92 27,19 27,66
10,81 PEWERPER:
10,35 25,69 26,78
12,64 23,10 23,46
11,84 20,30 19,45
11,57 25,24 23,53
W 10,63 XA WY 561 2,67
U 10,96 7,82 8,05 7,13 6,40 [liels

5.3 M) NG EN 4,38 591 3,44
*Antes do inéculo
**Apos indculo

Observa-se que as amostras 25 e 30 que tiveram o menor crescimento inicial das
colonias, apresentaram uma maior reducéo na diferenca de cor. As demais amostras
apresentaram aumento na diferenca de cor, com o aumento na intensidade do
crescimento fangico até o momento que houve a elevacdo do tempo de luz para 4
horas/dia (a partir da 142 semana). Nas demais amostras, notou-se a redugédo no AE,
mas, no entanto, ainda apresentando uma diferenca de cor bastante distinguivel com

relacdo as amostras iniciais, antes do nutriente e inoculo.

A Tabela 50 mostra os dados obtidos para as amostras sem aplicagdo do

fotocatalisador, expostas a luz, para o mesmo fungo.
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Tabela 50 — AE para as amostras do Isolado 2 sem aplicagdo do TiOz e expostas a luz

Diferenca de cor
0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena

15-3 Distinguivel
3-6 Facilmente distinguivel
-I >6 Grande
AE (calculado com relagdo a medicéo 1)
AMOSTRAS Sem luz (Tempo em semanas) Com luz (Tempo em semanas)
5% 5** 6 7 1 4 6 13 28
FINAL

EWVRRLEYRRVR-PREVRVY 133 1,10 292 1,44 2,24
32 35 BENLREUEIIEVSARSEREY 1,96 2,17 WPEN 2,70 3,37
P LINER YRR VR EMVXLY 2,02 159 517 139 1,67
14,28 14,27 27,94 38,84 24,01 27,29 23,59 24,77 15,38
14,92 14,77 29,46 41,59 30,02 30,40 26,94 26,79 15,49
32,28 45,45 3556 35,56 33,28 33,41 18,13
18,08 24,01

*Antes do indculo
**Apos indculo

Verificou-se a influéncia principalmente da luz UVA na reducéo da diferenca de cor e
clareamento das amostras que apresentaram menor crescimento inicial das colénias.
A amostra 33, que apresentou intenso crescimento, cobrindo grande parte da amostra,
sofreu pouca alteragdo. As demais amostras tiveram o AE reduzido até o final das

medi¢cbes, mesmo sem a presenca do fotocatalisador.

As amostras com TiO2 e sem a incidéncia de luz UVA (Tabela 51) apresentaram, de
um modo geral, pouca alteracéo na coloracéo ao longo das medic¢des. Igualmente, as
amostras que tiveram um menor crescimento inicial, tais como a 37 e a 40 foram as

gue apresentaram maior reducao no AE.
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Tabela 51 — AE para as amostras do Isolado 2 com aplicacdo do TiO2 e em condi¢éo de escuro

Diferenca de cor
0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena

15-3 Distinguivel
3-6 Facilmente distinguivel
-I >6 Grande
AE (calculado com relagédo a medicéo 1)
AMOSTRAS Sem luz (Tempo em semanas) Com luz (Tempo em semanas)
5% 5** 6 7 1 4 6 13 28
FINAL

37 4,45 5,37
3,96 4,84

38

39

40

41

42

*Antes do in6culo
**Apos indculo

A Tabela 52 mostra os resultados para as amostras sem TiO2 e em condi¢cdo de
escuro. As amostras que apresentaram maior crescimento inicial, sofreram pouca
alteracdo com relacdo a variacdo de cor até a ultima medi¢cdo. As amostras 44 e 46,
que apresentaram um reduzido crescimento inicial, mesmo na auséncia do
fotocatalisador e da incidéncia de luz, apresentaram uma reduc¢éo na diferenca de cor,
podendo este comportamento estar associado a alteracdo microclimatica em funcao
do aumento da temperatura quando acionadas as lampadas. Este aspecto revela a
possivel sensibilidade deste fungo quanto aos parametros microclimaticos ocorridos
no ensaio, independente da presenca do fotocatalisador.
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Tabela 52 — AE para as amostras do Isolado 2 sem aplicagdo do TiO2 e em condi¢do de escuro

Diferenca de cor
0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena
1,5-3 Distinguivel
3-6 Facilmente distinguivel
- >6 Grande
AE (calculado com relagéo a medicédo 1)
Sem luz (Tempo em semanas) Com luz (Tempo em semanas)

AMOSTRAS

5* S5** 6 7 1 4 6 13 28
FINAL

*Antes do in6culo
**Apos inéculo

A Figura 129 mostra imagens obtidas em lupa estereoscopica para o isolado 2, com
crescimento puro em placa de Petri. As estruturas apresentam coloracao esverdeada

com hifas hialinas.

Figura 129 — Imagens em lupa estereoscopica do Isolado 2 Purpureocillium lilacinum em placa e Petri com meio
nutriente agar Sabouraud e das amostras inoculadas: a) 100um; b) 100um

(b)
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A Figura 130, Figura 131, Figura 132 e Figura 135 mostram o crescimento do fungo
Purpureocillium lilacinum nas amostras de argamassa. Nao foi observada diferenca

morfologica importante entre as amostras.

Figura 130 — Crescimento do Isolado 2 Purpureocillium lilacinum na amostra com aplicagdo do fotocatalisador e
exposta a luz UVA: a) 200um; b) 1.000um

(b)
Figura 131 — Crescimento do Isolado 2 Purpureocillium lilacinum na amostra com aplicagdo do fotocatalisador e
em condicdo de escuro: a) 1.000um; b) 500um

(b)

Figura 132 — Crescimento do Isolado 2 Purpureocillium lilacinum na argamassa de cal e areia sem aplicacdo do
fotocatalisador e exposta a luz: a) 1.000um; b) 100um
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Figura 133 — Crescimento do Isolado 2 Purpureocillium lilacinum na argamassa de cal e areia sem aplicacdo do
fotocatalisador e em condicao de escuro: a) 1.000pum; b) 100um

(b)
A Figura 134 mostra os resultados da ANOVA (fatorial) para o fungo Purpureocillium

lilacinum considerando a aplicacdo ou nao do fotocatalisador e a exposi¢cdo ou ndo a
luz UVA.

Figura 134 — ANOVA (fatorial) da variacé@o de cor (AE) em funcao da aplicagdo ou ndo do fotocatalisador,
considerando incidéncia ou ndo de luz para o Isolado 2 (Purpureocillium lilacinum)
0,95 intervalo de confianca

30

25

20

15

AE

10

I

Com TiO2 Sem TiO2 Com TiO2 Sem TiO2

Luminosidade: Luz Luminosidade: Escuro
=5~ Medicao 6 (7 dias de luz UVA)
~0 Medig&o 10 (28 semanas de luz UVA)

A Tabela 53 e a Figura 135 mostram a comparacao entre os diferentes parametros,
destacando a diferenca significativa da variagdo de cor entre a leitura inicial (7 dias de
luz UVA) e final (28 semanas de luz UVA) apenas das amostras com o fotocatalisador
e expostas a luz, ndo apresentando diferenca significativa para as demais
configuragodes.
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Tabela 53 — ANOVA (Teste de Fisher) das médias dos diferentes parametros analisados para o Isolado 2
(Purpureocillium lilacinum)

COMPARACAO ENTRE OS PARAMETROS

1 2 3 4 5 6 7 8
Luz com TiO2 — Leitura inicial* (1) S S S NS NS NS S
Luz com TiO2 — Leitura final* (2) S NS NS S NS NS NS

Luz sem TiO2 — Leitura inicial (3) S NS NS S NS NS NS
Luz sem TiO2 — Leitura final (4) S NS NS S S S NS
Escuro com TiO2 — Leitura inicial (5) NS S S S NS NS S
Escuro com TiO2 — Leitura final (6) NS NS NS S NS NS NS
Escuro sem TiO2 — Leitura inicial (7) NS NS NS S NS NS NS
Escuro sem TiO2 — Leitura final (8) S NS NS NS S NS NS

Leitura inicial*: 18 dezembro/2017 (7 dias de fotoperiodo UVA 1h/dia) — medi¢éo 6
Leitura final*: 10 julho/2018 (28 semanas de fotoperiodo UVA 4h/dia) — medi¢do 10
S — Variavel de controle exerce influéncia significativa sobre a variavel de resposta
NS - Variavel de controle ndo exerce influéncia significativa sobre a variavel de resposta

Figura 135 — ANOVA comparacéo entre os diferentes parametros analisados (luminosidade/fotocatalisador e

leitura) a partir da analise do AE para o Isolado 2 (Purpureocillium lilacinum)

20 —— e ————————

18

16 14,346
14 12,975

12
w1 9,9133 9,8979 9,2609
-

5,0221

o N B A ®

Luzcom TiO2 - LuzcomTiO2- Luzsem TiO2- Luzsem TiO2 - Escuro com TiO2Escuro com TiO2 Escuro sem TiO2 Escuro sem TiO2
Leitura inicial Leitura final  Leitura inicial Leitura final - Leitura inicial - Leitura final - Leitura inicial - Leitura final

CondigBes: luminosidade/fotocatalisador/leitura

A Figura 136, Figura 137, Figura 138 e Figura 139 mostram as fichas com os dados
obtidos para as amostras inoculadas com o consércio de cinco fungos selecionados a
partir da Fase 1 deste trabalho. Nestas amostras predominaram o crescimento de
colénias de coloragédo clara, algodonosa e aspecto amarelado, evidenciando uma
provavel predominancia do fungo Fusarium. Em alguns pontos de algumas amostras,
desenvolveram-se col6nias de coloracdo verde escuro, provavelmente do fungo do
género Cladosporium. No inicio do crescimento também se verificou algumas

pequenas coldnias de coloracdo branca, provavelmente do fungo Acremonium sp.
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Figura 136 — Compilacdo de dados Consorcio de 5 isolados com TiOz exposto a luz UVA
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Avaliacéo da eficiéncia de nanoparticulas de TiO2 no controle do crescimento de fungos filamentosos
deteriogénicos em argamassas histéricas
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Figura 137 — Compilacédo de dados Consorcio de 5 isolados sem TiO2 exposto a luz UVA
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Fernanda Lamego Guerra (f.lamegoguerra@gmail.com). Porto Alegre: UFRGS/EE/PPGCI, 2018.
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Figura 138 — Compilacédo de dados Consorcio de 5 isolados com TiO2 condicao de escuro
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Avaliacdo da eficiéncia de nanoparticulas de TiO2 no controle do crescimento de fungos filamentosos
deteriogénicos em argamassas histéricas
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Figura 139 — Compilacédo de dados Consorcio de 5 isolados sem TiO2 condicao de escuro
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Fernanda Lamego Guerra (f.lamegoguerra@gmail.com). Porto Alegre: UFRGS/EE/PPGCI, 2018.
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Considerando as amostras inoculadas com o consorcio de fungos, com a aplicacéo
do TiO2z e expostas a luz UVA (Figura 136), a amostra 49 apresentou o crescimento
pontual de colbnias de coloragdo verde que se mantiveram visualmente inalteradas
até o final das medicdes. Nas amostras 52 e 53 houve o crescimento de pequenas
colénias, inicialmente de coloracdo branca. Durante a evolucao do experimento foram
adquirindo uma coloracédo amarelada na maior parte da superficie das amostras e, por

fim, clareando até o final das medicdes.

As amostras 55 e 56, sem TiOz e expostas a luz (Figura 137), também apresentaram
um manchamento inicial de coloracdo amarelada. A partir de 1 hora de exposicdo a
luz UVA, observou-se a alteracdo na coloracao, indicando uma leve reducdo na
diferencga de cor. Por tratar-se da inoculacdo de um consorcio de diferentes colbnias,
a alteracdo de cor ndo corresponde, necessariamente, na reducao das colbnias, o que
pode ser observado nas imagens obtidas em lupa estereoscépica (Figura 139), onde
verificou-se um intenso crescimento de micélio, envolvendo o material do substrato e

apresentando uma coloracao predominantemente branca e de aspecto algodonoso.

As amostras com TiO2 e dispostas em condi¢ao de escuro (Figura 142) apresentaram
caracteristicas semelhantes as amostras anteriores, com manchamento de coloracao
amarelada, tais como as amostras 62 e 64, ambas também alterando sua coloracéo,
com o clareamento até o a ultima medi¢do. A amostra 63 apresentou poucas colonias
de coloracdo escura, com reducdo do manchamento, principalmente a partir de 2

horas de luz UVA. A amostra 65 apresentou reduzido crescimento visivel a olho nu.

A Figura 139 mostra a ficha das amostras sem TiO2 e em condi¢cdo de escuro. As
amostras 67, 68 e 69 apresentaram o crescimento inicial das pequenas colbnias de
coloracdo branca, posteriormente adquirindo coloracdo amarelada. A amostra 69 foi
a que apresentou manchamento mais intenso. Nas amostras 70 e 71, observou-se

pouco crescimento aparente.

Para o consércio de fungos, ao final das medi¢Bes, observou-se a alteragdo da
coloracao superficial das amostras, para todas as diferentes configuracdes. A Tabela
54 mostra os valores de AE calculados para as amostras inoculadas com o consércio

de fungos durantes todas as medigdes.
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A amostra 51 (Tabela 54), embora com um AE de elevada distinguibilidade ao final

das medicdes, apresentou redugéo da variagdo de cor ao longo do tempo, alteracéo
visivel na Figura 136.

A amostra 52 apresentou reducao de diferenca de cor, principalmente apés 2 horas
de exposicao a luz (a partir da 62 semana), semelhante a amostra 53, embora o

crescimento inicial ndo tenha ocorrido de maneira muito perceptivel a olho nu.

Tabela 54 — AE para as amostras consdrcio com aplicacdo do TiOz e expostas a luz

Diferenca de cor
0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena
1,5-3 Distinguivel
3-6 Facilmente distinguivel

! >6 Grande

AE (calculado com relagéo a medigao 1)

AMOSTRAS ~"sem Juz (Tempo em semanas) Com luz (Tempo em semanas)

5* 5** 6 7 1 4 6 13 28
FINAL

556 517 3,19
432 3,92 4,28
475 507 442 464 3,67
463 567 5,19
4,75 523 569 4,91
6,85 502 2,82
11,33 8,07
14,66 9,66
10,14 7,39

50 502

*Antes do in6culo
**Apos indculo

A Tabela 55 mostra os valores de AE para as amostras sem TiOz expostas a luz.
Observou-se a reducgéo na variacao de cor até o final das medi¢des. Destaca-se que
as amostras sem aplicacdo do fotocatalisador apresentaram uma coloracgéo inicial
levemente mais amarelada, comparadas as amostras com a aplicacdo do

fotocatalisador. Desta forma, como o crescimento das colénias com a inoculagcédo do
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consorcio de fungos, apresenta coloracdo amarelada, a diferenca de cor entre a
medicéo inicial e final para as amostras sem TiOz pode, de fato, ser menor quando

comparadas a amostras com TiOx.

As amostras 55 e 56 apresentaram elevada variagdo de cor inicial, reduzindo

conforme o tempo de exposicao a luz, perceptivel na Figura 137.

Tabela 55 — AE para as amostras consorcio sem aplicagdo do TiOz e expostas a luz

Diferenca de cor
0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena

15-3 Distinguivel
3-6 Facilmente distinguivel
>6 Grande
AE (calculado com relagéo a medigao 1)
AMOSTRAS  “gem Juz (Tempo em semanas) Com luz (Tempo em semanas)
5* 5** 6 7 1 4 6 13 28

FINAL
2,55 1,86 1,18
4,00 2,13 0,81
2,83 164 0,51
1,69 0,90 1,43
3,13 1,49 1,53
3,15 1,19 1,22
2,35 1,28 1,88
3,72 1,81 0,99
365 1,53 1,34
2,83 1,19 1,37
0,73 1,08 231
2,02 485 1,53
2,14 1,11 1,39
1,82 1,72 1,31
3,08 2,68 244

*Antes do in6culo
**Apos indculo

A Tabela 56 mostra os resultados para as amostras com aplicacdo do TiO2 em
condicdo de escuro. De um modo geral, as amostras apresentaram até o final das
medi¢cdes uma elevada variacdo de cor, com uma maior reducdo nas amostras com
menor crescimento inicial. As demais amostras, com intenso crescimento,

apresentaram pouca reducao até o final das medicdes.
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Observando-se as amostras 62, 63 e 64, na Figura 138, verifica-se que até a 13°
semana de medicao (2 horas diarias de exposicao a luz), o manchamento se manteve
com pouca alterabilidade, apresentando leve reducdo, principalmente apés o
acionamento da lampada UVA por 4 horas diarias. Tal condigdo, por interferir no
microclima interior do equipamento de ensaio, pode ter afetado a manutencdo das
colbnias, mesmo sem a incidéncia luminica sobre estas. No entanto, os dados obtidos
com o espectrofotdbmetro identificaram uma elevada variagdo de cor até o final das

medicdes, indicando, portanto, pouca reducéo do manchamento.

Tabela 56 — AE para as amostras consorcio com aplicagéo do TiO2 e em condig¢&o de escuro

Diferenga de cor
0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena
1,5-3 Distinguivel
3-6 Facilmente distinguivel

- >6 Grande

AE (calculado com relagdo a medicéo 1)

AMOSTRAS  —sem Juz (Tempo em semanas) Com luz (Tempo em semanas)
5* 5** 6 7 1 4 6 13 28
FINAL

4,52 5,38 4,78 4,75 5,27
61 372 6,55 6,93 6,20 6,13 FSR:H
484 5,38 5,30 5,27 5,17

41.1 4,14 4,36 4,30 5,01 4,33
65 412 525 4,12

*Antes do inéculo
**Apds indculo

A Tabela 57 apresenta os dados obtidos para as amostras sem aplicagao do TiOze

em condicao de escuro.



Tabela 57 — AE para as amostras consorcio sem aplicagéo do TiO2 e em condigdo de escuro

Diferenca de cor
0-0,2 Imperceptivel
0,2-0,5 Muito pequena
0,5-1,5 Pequena
1,5-3 Distinguivel
3-6 Facilmente distinguivel

- >6 Grande

AE (calculado com relagdo a medicéo 1)

Sem luz (Tempo em semanas) Com luz (Tempo em semanas)
5% 5** 6 7 1 4 6 13 28
FINAL

460 536 4,03 1,28
5,94 2,88 2,97
3,84 2,88
3,89 2,80 2,95
4,87 480 3,60 197 1,78
3,61 3,43

AMOSTRAS

68 1402

*Antes do inéculo
**Apos indeulo
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A Figura 140 (a — f) mostra as imagens obtidas em lupa estereoscépica para o

consorcio de fungos, com crescimento puro em meio nutriente Agar Sabouraud.

Figura 140 — Imagens em lupa estereoscépica dos Isolados inoculados como consércio em placa de Petri com
meio nutriente agar Sabouraud: a) Fusarium sp., 200um; b) Cladosporium sp., 100um; c¢) Cladosporium sp.,
200um; d) Cladosporium sphaerospermum, 200um; e) Trichoderma atroviride, 200um; f) Acremonium sp, 200um
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e 0

A Figura 141 mostra o crescimento do consércio de fungos na superficie das amostras
com a aplicacdo do fotocatalisador e expostas a luz UVA.

Figura 141 — Imagens em lupa estereoscépica do consércio de fungos, crescimento na argamassa de cal e areia
com aplicagdo do fotocatalisador e exposta a luz: a) amostra 49, 1.000um; b) amostra 50, 100um; c) amostra 51,
500um d) amostra 52, 200pum
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A Figura 142 mostra as imagens em lupa estereoscoépica da superficie das amostras
sem aplicacao do fotocatalisador e expostas a luz.

Figura 142 — Imagens em lupa estereoscopica do consorcio de fungos, crescimento na argamassa de cal e areia
sem aplicacdo do fotocatalisador e exposta a luz: a) amostra 55, 200um; b) amostra 56, 200um; c) amostra 55,
200pm; d) amostra 59, 200pum

©

A Figura 143 mostra as imagens em lupa das superficies das amostras com TiOz e
em condicao de escuro.
Figura 143 — Imagens em lupa estereoscoépica do consoércio de fungos, crescimento na argamassa de cal e areia

com aplicagéo do fotocatalisador e em condi¢do de escuro: a) amostra 62, 200um; b) amostra 63, 200um; c)
amostra 64, 200um; d) amostra 65,100um

(b)

Avaliacéo da eficiéncia de nanoparticulas de TiO2 no controle do crescimento de fungos filamentosos
deteriogénicos em argamassas histéricas
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(©) @

A Figura 144 mostra as imagens para as superficies sem TiO2 e em condi¢cdo de
escuro.
Figura 144 — Imagens em lupa estereoscépica do consorcio de fungos, crescimento na argamassa de cal e areia

SEM aplicagdo do fotocatalisador e em condicéo de escuro: a) amostra 67, 100um; b) amostra 69, 200um; c)
amostra 70, 200pm; d) amostra 71, 200pm

(@) | (b)

A Figura 145, mostra os resultados da ANOVA (fatorial) para todas as condicdes de
ensaio propostas para as amostras inoculadas com o consoércio de fungos.

Fernanda Lamego Guerra (f.lamegoguerra@gmail.com). Porto Alegre: UFRGS/EE/PPGCI, 2018.
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Figura 145 — ANOVA (fatorial) da variag&o de cor (AE) em fun¢éo da aplicacdo ou ndo do fotocatalisador,
considerando incidéncia ou n&o de luz para o consorcio de 5 isolados
0,95 intervalo de confianca

16

14

12

10

AE

T

Com TiO: Sem TiO: Com TiO: SemTiO:;

Luminosidade: Luz Luminosidade: Escuro
=¢-Medico 6 (7 dias de luz UVA)
~0- Medig&o 10 (28 semanas de luz UVA)

Leitura inicial*: 18 dezembro/2017 (7 dias de fotoperiodo UVA 1h/dia) — medi¢édo 6
Leitura final*: 10 julho/2018 (28 semanas de fotoperiodo UVA 4h/dia) — medi¢&o 10
S — Variavel de controle exerce influéncia significativa sobre a variavel de resposta
NS — Variavel de controle ndo exerce influéncia significativa sobre a variavel de resposta

A Tabela 58 e a Figura 146 mostram a comparacao entre os diferentes parametros,

destacando a diferenca significativa da variacao de cor entre a leitura inicial e final das

amostras para as configuragdes com e sem TiOz, expostas ou ndo a luz. Desta forma,

estatisticamente, todas as condicbes mostraram diferenca significativa quanto a

variacdo de cor, independente da luz ou do fotocatalisador.

Tabela 58 — ANOVA (Teste de Fisher) das médias dos diferentes parametros analisados para o consdrcio de 5

isolados

COMPARACAO ENTRE OS PARAMETROS
1 2 3 4 5 6 7 8

Luz com TiOz2 - Leitura inicial* (1) S S S NS NS NS S
Luz com TiOz2 - Leitura final* (2) S NS NS S S S NS
Luz sem TiOz2 - Leitura inicial (3) S NS S S S S NS
Luz sem TiOz2 - Leitura final (4) S NS S S S S NS
Escuro com TiO2 - Leitura inicial (5) NS S S S S S S
Escuro com TiOz2 - Leitura final (6) NS S S S S NS S
Escuro sem TiOz - Leitura inicial (7) NS S S S S NS S
Escuro sem TiOz - Leitura final (8) S NS NSNS S s S

Leitura inicial*: 18 dezembro/2017 (7 dias de fotoperiodo UVA 1h/dia) — medi¢éo 6
Leitura final*: 10 julho/2018 (28 semanas de fotoperiodo UVA 4h/dia) — medigdo 10
S — Variavel de controle exerce influéncia significativa sobre a variavel de resposta
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NS — Variavel de controle ndo exerce influéncia significativa sobre a variavel de resposta

Figura 146 — ANOVA comparacgéo entre os diferentes pardmetros analisados (luminosidade/fotocatalisador e
leitura) a partir da andlise do AE para os 5 isolados

20 g ——
18 B —

16 EE — — — = =~ — o m — m e e e e e m m m—mm e mm—— = - —

14

12— 9701 10,225
% 10

7,3984 7,0734

3,5062 4207 3,7845
1,4165

== T =2 - -]

luzcomTi02-  LuzcomTiO2-  luzsemTiO2-  LuzsemTiO2- Escuro com TiO2 - Escuro com Ti02 - Escuro sem TiO2 - Escuro sem TiO2 -
Leftura inicial Leitura final Leitura inicial Leitura final Leitura inicial Leitura final Leitura inicial Leitura final

CondicBes: luminosidade/fotocatalisador/leitura

3.4.8 Resultados das analises com o software Image J

As andlises com o espectrofotdmetro foram realizadas em pontos pré-estabelecidos
das amostras, anteriormente ao crescimento fungico, o que resultou na dificuldade de
verificacdo da eficiéncia do fotocatalisador na superficie total analisada apds o
crescimento. Desta forma, de modo complementar, algumas imagens foram
selecionadas para analise em software de imagem Image J. A eficacia deste método
esta relacionada com a adequada obtencéo das imagens fotogréficas e possibilidade
de rastreamento da area a ser avaliada. Considerando que esta metodologia de
analise foi adotada posteriormente ao desenvolvimento do trabalho, de modo a
complementar os resultados obtidos, utilizou-se como critério a selecéo de algumas
amostras com efetivo crescimento do indculo e que permitissem o rastreamento da
area de medicdo. Esta andlise permitiu uma verificacdo percentual da é&rea de
manchamento, comparando as imagens iniciais com as imagens finais. Foi utilizado
um plugin especifico do software, o Threshold, onde, a partir da transformacgéao das
imagens para 8 bits (escalas de cinza), essas sao dispostas em duas classes de
pixels, correspondendo ao preto e ao branco (0-255 pixels). A partir da quantificacao
da éarea total de pixels minimos (correspondendo ao preto), determinou-se o
percentual do manchamento das amostras com relacéo a area total da superficie em

analise.
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Da Figura 147 a Figura 163 sdo mostradas as imagens selecionadas para esta
analise. Sdo apresentadas as imagens referentes a primeira semana de exposicao a
luz UVA e a medicao final, apds 28 semanas de exposi¢cdo. Foram analisadas também
amostras que permaneceram nas mesmas condigbes de ensaio, no interior do
equipamento (BOD), porém sem a incidéncia direta da luz UVA, retomando que estas
amostras permaneceram recobertas durante todo o desenvolvimento do experimento,
denominada, assim, como em condic&o de escuro. A primeira imagem corresponde a
fotografia original, a seguir, mostra-se a imagem transformada para escala de tons de
cinza (8 bits) e, por fim, o rastreamento através do plugin Threshold. Todas as imagens
foram previamente tratadas e corrigidas para um tamanho total de 2.400x2.400 pixels,

permitindo a comparag&o proporcional entre elas.

Uma limitacdo ao método consistiu na determinacao de pixels a serem rastreados de
forma a representar o manchamento exclusivamente causado pelo crescimento dos
fungos analisados. Desta forma, as imagens eram comparadas diretamente a
fotografia original, permitindo a conferéncia da regido considerada na quantificacéo
da &rea de crescimento.

A Figura 147, Figura 148, Figura 149 referem-se as amostras inoculadas com o fungo
A. niger, com aplicacdo do fotocatalisador e expostas a luz UVA. A quantificacdo do
manchamento para as amostras 4, 5 e 6 mostrou uma reducédo de 78,1%; 51,5% e

62% entre a primeira e a Ultima medicdo, respectivamente.

Figura 147 — Amostra 4: Aspergillus niger, amostra com TiOz e exposta a luz: a) com 1 semana de exposicao a
luz UVA; b) com 28 semanas de exposi¢do a luz UVA

ISO 1. AMOSTRA 4 — Com TiO, e exposicéo aluz

Medic&o Total de pixel = 5760000

1 semana de Total manchamento

luz UVA (pixels) = 312596
Manchamento = 5,4%

Medic&o Total de pixel = 5760000

Total manchamento
(pixels) = 68353
Manchamento = 1,2%

28 semanas de
luz UVA

(b)

Reducédo Total do manchamento = 78,1%
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Figura 148 — Amostra 5: Aspergillus niger, amostra com TiOz e exposta a luz: a) com 1 semana de exposi¢ao a
luz UVA; b) com 28 semanas de exposi¢ao a luz UVA

ISO 1. AMOSTRA 5-Com TiOz e exposu;ao aluz

Medic&o 1 % ool 5050 ) o i T VIS 4 Total de pixel = 5760000
1 semana de ; . Total manchamento
luz UVA (pixels) = 193449
. Manchamento = 3,4%
al df ¥
Medigé&o - °d Total de pixel = 5760000
28 semanas de | Total manchamento
luz UVA | (pixels) = 93746
<. | Manchamento =1,6%

Reducédo Total do manchamento = 51,5%

Figura 149 — Amostra 6: Aspergillus niger, amostra com TiOz e exposta & luz: a) com 1 semana de exposi¢céo a
luz UVA,; b) com 28 semanas de exposi¢éo a luz UVA

|SOl AMOSTRA 6 - Com T|Oze exposn;ao aluz

Medic&o = it sk Total de pixel = 5760000

1 semana de Total manchamento

luz UVA (pixels) = 970832
Manchamento = 16,9%

Medicé&o Total de pixel = 5760000

28 semanas de
luz UVA

Total manchamento
(pixels) = 369358
Manchamento = 6,4%

(b)

Reducéo Total do manchamento = 62%

A Figura 150 e a Figura 151 apresentam a analise das amostras 16 e 22, com a
aplicagéo do fotocatalisador e em condicdo de escuro. Visualmente as amostras
apresentaram pouca alteracdo quanto ao manchamento. O rastreamento da imagem
identificou um percentual de reducdo de 5,9% e 4,0%, respectivamente, valores

baixos comparados a analise das amostras com TiOz e incidéncia de luz.
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Figura 150 — Amostra 16: Aspergillus niger, amostra com TiOz e escuro: a) com 1 semana de acionamento da
lampada; b) com 28 semanas de acionamento da lampada

ISO1. AMOSTRA 16 — Com TiO, e escuro

Medicdo i Total de pixel = 5760000
1 semana de ~“ .| Total manchamento
acionamento *| (pixels) = 252825

da lampada ' Manchamento = 4,4%
Medic&o Total de pixel = 5760000
28 semanas de Total manchamento
acionamento (pixels) = 229572

da lampada Manchamento = 4,1%

(b)

Reducédo Total do manchamento = 5,9%

Figura 151- Amostra 22: Aspergillus niger, amostra com TiOz e escuro: a) com 1 semana de acionamento da
lampada; b) com 28 semanas de acionamento da lampada

ISO1. AMOSTRA 22 — Com TiOze escuro

Medig&o ** T4 ™ Total de pixel = 5760000
1 semana de s ® o® | Total manchamento
acionamento & 1 (pixels) = 301329

da lampada 1 Manchamento =5,2%
Medicé&o Total de pixel = 5760000

Total manchamento
(pixels) = 289370
Manchamento = 5,0%

28 semanas de
acionamento
da lampada

(b)

Reducédo Total do manchamento = 4,0%

A Figura 152, Amostra 11 (sem TiO2 e expostas a luz) mostra uma pequena redugdo
do machamento entre o registro inicial e o final, correspondendo a 6,2%.

Destaca-se que na amostra 11 houve o desenvolvimento de uma contaminag&o, ndo
correspondendo ao fungo inoculado, assinalado nas imagens (Figura 152). Portanto,
a reducdo pode estar relacionada a influéncia da luz UVA sobre a mencionada
contaminacdo. De modo geral, as colonias do fungo A. niger ndo sofreram alteracao

quanto a incidéncia de luz na auséncia do TiOz2.
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Figura 152 — Amostra 11: Aspergillus niger, amostra sem TiOz e exposta a luz: a) com 1 semana de exposi¢éo a
luz UVA; b) com 28 semanas de exposi¢ao a luz UVA

ISO 1 AMOSTRA 11 - Sem TiOze exposu;ao aluz

Medicéao Total de pixel = 5760000
1 semana de Total manchamento
luz UVA (pixels) = 1027772
Manchamento = 17,1%
(a)
Medic&o an® Total de pixel = 5760000

Total manchamento
(pixels) = 64414
Manchamento = 16,7%

28 semanas de
luz UVA

Reducédo Total do manchamento = 6,2%

*indicagdo em vermelho nas imagens corresponde a contaminacao

A Figura 153, Figura 154 e Figura 155 correspondem as analises referentes ao fungo
Purpureocillium lilacinum, com aplicacdo do fotocatalisador e expostas a luz UVA. A
reducdo do manchamento foi de 54,1%, 14,7% e 21,5% para as amostras 26, 27 e 29,

respectivamente.

Comparativamente as amostras inoculadas com o fungo A. niger péde-se observar
que o fungo P. lilacinum apresentou um menor percentual de reducdo do
manchamento. Sobre este comportamento € possivel supor que pelo fato das colénias
de crescimento do fungo P. lilacinum terem ocorrido de modo mais intenso, com o
recobrimento de praticamente toda a superficie da amostra, foi dificultada a
penetragéo dos raios UVA para ativagéo do fotocatalisador. Nas amostras do isolado
A. niger, 0 crescimento apresentou um comportamento disperso, com colonias
distanciadas entre si, 0 que pode ter permitido a incidéncia da luz e ativagdo do
fotocatalisador proximo as bordas de crescimento, favorecendo a ocorréncia da

fotocatalise e reducao das colbnias.
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Figura 153 — Amostra 26: Purpureocillium lilacinum, amostra com TiOz e exposta a luz: a) com 1 semana de
exposicao a luz UVA; b) com 28 semanas de exposic¢ao a luz UVA

ISO 2 AMOSTRA 26 — Com T|Oze exposu;ao aluz

Medicéo Total de pixel = 5760000

1 semana de Total manchamento

luz UVA (pixels) = 2061970
Manchamento = 35,8%

Medic&o Total de pixel = 5760000

28 semanas Total manchamento

de luz UVA (pixels) = 945888
Manchamento = 16,4%

(b)

Reducédo Total do manchamento = 54,1%

Figura 154 — Amostra 27: Purpureocillium lilacinum, amostra com TiOz e exposta a luz: a) com 1 semana de
exposicdo a luz UVA; b) com 28 semanas de exposicdo a luz UVA

ISO 2. AMOSTRA 27-Com TiOze exposngao aluz

Medicé&o Total de pixel = 5760000

1 semana de Total manchamento

luz UVA (pixels) = 1710322
Manchamento = 29,7%

Medicé&o Total de pixel = 5760000

28 semanas Total manchamento

de luz UVA (pixels) = 1458518

Manchamento = 25,3%

(b)

Reducédo Total do manchamento = 14,7%
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Figura 155 — Amostra 29: Purpureocillium lilacinum, amostra com TiOz e exposta a luz: a) com 1 semana de
exposicao a luz UVA; b) com 28 semanas de exposic¢ao a luz UVA

ISO 2. AMOSTRA 29 — Com TiO; e exposicdo a luz

Medicéo Total de pixel = 5760000

1 semana de Total manchamento

luz UVA (pixels) = 2132570
Manchamento = 37,0%

Medic&o Total de pixel = 5760000

28 semanas Total manchamento

de luz UVA (pixels) = 1674364

Manchamento = 29,1%

M (b)

Reducédo Total do manchamento = 21,5%

A amostra 33 (Figura 156), embora sem a aplicacdo do fotocatalisador, apresentou
uma reducdo de 44,6% no manchamento. Esta foi a Gnica amostra, desta
configuragdo, que apresentou um crescimento efetivo, demonstrando uma
sensibilidade do crescimento deste fungo quanto a incidéncia de luz, reduzindo o
manchamento, mesmo na auséncia do fotocatalisador.

Figura 156 — Amostra 33: Purpureocillium lilacinum, amostra sem TiO2 e exposta a luz: a) com 1 semana de
exposicéo a luz UVA; b) com 28 semanas de exposicéo a luz UVA

ISO 2. AMOSTRA 33 — Sem TiO, e exposi¢éo aluz

Medicé&o Total de pixel = 5760000

1 semana de Total manchamento

luz UVA (pixels) = 3025106
Manchamento = 52,5%

Medicéao Total de pixel = 5760000

28 semanas Total manchamento

de luz UVA (pixels) = 1674827

Manchamento = 29,1%

(b)

Reducdo Total do manchamento = 44,6%

A analise da amostra 38 (Figura 157) mostra que na auséncia de incidéncia de luz,
mesmo com a aplicagdo do fotocatalisador, ndo houve uma reducao efetiva do
manchamento, correspondendo a 4,44%.
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Figura 157 — Amostra 38: Purpureocillium lilacinum, amostra com TiO2 e escuro: a) com 1 semana de
acionamento da lampada; b) com 28 semanas de acionamento da lampada

ISO 2. AMOSTRA 38 —Com TiOz escuro

Medicéao Total de pixel = 5760000
1 semana de Total manchamento
acionamento (pixels) = 886648

da lampada Manchamento = 15,4%
Medic&o Total de pixel = 5760000
28 semanas Total manchamento

de (pixels) =847308
acionamento Manchamento = 14,7%
da lampada

()

Aumento Total do manchamento = 4,4%

Desta forma, pode-se deduzir que para o fungo P. lilacinum ocorreu uma importante
interferéncia da luz UVA no estabelecimento das colonias, com uma maior eficiéncia

na reducdo do manchamento quando associada a aplicacdo do TiOx.

Da Figura 158 a Figura 163 sdo mostradas as analises a partir das amostras
inoculadas com o consorcio de cinco fungos: Fusarium sp., Cladosporium sp.,
Cladosporium sphaerospermum, Trichoderma atroviride e Acremonium sp. Estas
colonias apresentam morfologia e coloracdo diferenciada, o que resultou no

crescimento ndo homogéneo entre as diferentes amostras.

A amostra 49, com a aplicacdo de TiO:z e exposta a luz UVA, apresentada na Figura
158, por exemplo, apresentou no registro inicial, um intenso crescimento de coloragao
branca e aspecto algodonoso, pouco perceptivel através da analise de imagens e de
dificil rastreamento pelo software. Para esta amostra a quantificacdo do
manchamento, entre a medic¢éo inicial e final, resultou em um aumento do percentual
(51,3%), no entanto, destaca-se que este percentual ndo representa necessariamente
um aumento do crescimento fungico e sim, uma limitacdo do rastreamento, visto a
amostra inicial estar recoberta com as colonias de coloragdo branca que foram

reduzidas até o final da medicao, predominando as de coloracdo escura.
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Figura 158 — Amostra 49: consorcio de fungos, amostra com TiOz e exposta a luz: a) com 1 semana de
exposicao a luz UVA; b) com 28 semanas de exposic¢ao a luz UVA

CONSORCIO. AMOSTRA 49 — Com T|Oze exposu;ao aluz

Medicéo Total de pixel = 5760000

1 semana de Total manchamento

luz UVA (pixels) = 173529
Manchamento = 3,0%

Medic&o Total de pixel = 5760000

28 semanas Total manchamento

de luz UVA (pixels) = 262558
Manchamento = 4,6%

(b)

Aumento Total do manchamento = 51,3%

A amostra 51 na Figura 159 apresentou o crescimento inicial das colénias com uma
coloracdo amarelada. Entre o registro inicial e o registro final, observou-se a reducéo
de 93,4%, demonstrando uma efetividade na reducdo do manchamento na associagéo

fotocatalisador e incidéncia de luz UVA.

Figura 159 — Amostra 51: consorcio de fungos, amostra com TiOz e exposta a luz: a) com 1 semana de
exposicdo a luz UVA; b) com 28 semanas de exposicdo a luz UVA

CONSORCIO AMOSTRA 51 Com T|Oze exp03|gao aluz

Medicé&o Total de pixel = 5760000

1 semana de Total manchamento

luz UVA (pixels) = 1730941
Manchamento = 30,0%

Medicéao Total de pixel = 5760000

28 semanas Total manchamento

de luz UVA (pixels) = 114223
Manchamento = 2,0%

(b)

Reducédo Total do manchamento = 93,4%

Contudo, as amostras 55 e 56 (Figura 160 e Figura 161), onde nao foi aplicado o
fotocatalisador, porém sob exposicao a luz, apresentaram reducao do manchamento
de 78,6% e 87,5%, respectivamente. Este resultado demonstra uma importante
influéncia da incidéncia de luz UVA para o crescimento das col6nias inoculadas como
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consorcio. A predominancia da coloracdo clara mostrou maior sensibilidade com

relacdo a irradiacdo UVA, qguando comparada a colonias de pigmentacéo escura.

Figura 160 — Amostra 55: consorcio de fungos, amostra Sem TiOz e exposta a luz: a) com 1 semana de
exposicdo a luz UVA; b) com 28 semanas de exposic¢ao a luz UVA

CONSORCIO. AMOSTRA 55 — Sem T|Oze exposicéo aluz

Medicé&o Total de pixel = 5760000

1 semana de Total manchamento

luz UVA (pixels) = 1458193
Manchamento = 25,3%

Medicé&o Total de pixel = 5760000

28 semanas Total manchamento

de luz UVA (pixels) = 312265

Manchamento = 5,4%

(b)

Reducédo Total do manchamento = 78,6%

Figura 161 — Amostra 56: consorcio de fungos, amostra Sem TiOz e exposta a luz: a) com 1 semana de
exposicao a luz UVA; b) com 28 semanas de exposicdo a luz UVA

CONSORCIO. AMOSTRA 56 — Sem T|Oze exposu;ao aluz

Medicé&o Total de pixel = 5760000

1 semana de Total manchamento

luz UVA (pixels) = 1560318
Manchamento = 27,1%

Medicé&o Total de pixel = 5760000

28 semanas Total manchamento

de luz UVA (pixels) = 194387

Manchamento = 3,4%

(b)

Reducdo Total do manchamento = 87,5%

As amostras 62 e 63 (Figura 162 e Figura 163) receberam a aplicagdo do
fotocatalisador, no entanto permaneceram na condicdo de escuro. Verificou-se uma

reducao de 50,0% e 23,7%, respectivamente.
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Figura 162 — Amostra 62: consércio de fungos, amostra com TiOz e escuro: a) com 1 semana de acionamento da
lampada; b) com 28 semanas de acionamento da lampada

Medicéo

1 semana de
acionamento
da lampada

CONSORCIO. AMOSTRA 62

Medic&o

28 semanas
de
acionamento
da lampada

escuro

—Com TiOze
% ]

(b)

Total de pixel = 5760000
Total manchamento
(pixels) = 1087017
Manchamento = 18,9%

Total de pixel = 5760000
Total manchamento
(pixels) = 543242
Manchamento = 9,4%

Reducéo Total do manchamento = 50,0%

Desta forma, observou-se que mesmo na auséncia da luz ocorreu uma reducao do

manchamento quando aplicado o fotocatalisador, no entanto a resposta foi muito mais

efetiva quando ocorreu a incidéncia da irradiagdo UVA.

Figura 163 — Amostra 63: consorcio de fungos, amostra com TiOz e escuro: a) com 1 semana de acionamento da
lampada; b) com 28 semanas de acionamento da lampada

Medicé&o

1 semana de
acionamento
da lampada

Medic&o

28 semanas
de
acionamento
da lampada

escuro

i

CONSORCIO. AMOSTRA 63 — Com TiOze

(b)

Total de pixel = 5760000
Total manchamento
(pixels) = 391266
Manchamento = 6,8%

Total de pixel = 5760000
Total manchamento
(pixels) = 298489
Manchamento = 5,2%

Reducédo Total do manchamento = 23,7%

A analise de imagem permitiu verificar que para os fungos inoculados, independente

da aplicacdo do fotocatalisador, houve uma importante influéncia da luz UVA,

principalmente nas amostras inoculadas com o fungo P. lilacinum e com o consércio

de fungos. No entanto a associacdo luz e TiO2 mostrou uma maior eficiéncia,

principalmente com relagdo ao fungo A. niger, onde verificou-se de modo mais
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evidente a efetiva reducdo no crescimento. Esta andlise complementar apresentou
concordancia com os dados obtidos com o espectrofotdmetro, bem como com a
andlise estatistica. A Tabela 59 apresenta uma sintese das analises de imagem

através do software Image J.

Tabela 59 — Sintese da analise de imagem (Image J)

Amostra TiO2 e luz TiO2 e escuro Sem TiO2 e luz
4 178,1%
5 151,5%
. 6 162,0%
A.niger 16 15.9%
22 14,0%
11 16,2%
26 154,1%
27 114,7%
P. lilacinum 29 121,5%
33 144,6%
38 14,4%
49 151,3%
51 193,4%
Consorcio 55 178,6%
56 187,5%
62 150,0%
63 123,7%

3.4.9 Microscopia Eletronica de Varredura

Foram realizadas imagens em microscopia eletrbnica de varredura das amostras
moldadas em dimensdes menores (~1 cm de diametro), tratadas, inoculadas e
dispostas nas mesmas condicbes das demais amostras analisadas em BOD,
conforme item 3.3.6 deste trabalho (Figura 164).

Embora em tamanho reduzido, estas precisaram ser fragmentadas em pedacgos ainda
menores durante o preparo. A metodologia adotada para preservacgéo das estruturas

fungicas foi realizada conforme item 3.3.11.2 deste trabalho.
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Figura 164 — Amostras utilizadas para analise em MEV

Luz UVA Escuro
Aspergillus Purpureocillium | Consoércio Aspergillus Purpureocillium | Consércio
niger lilacinum niger lilacinum

Com TiO»

Sem TiO>

Inicialmente foram obtidas imagens de amostras sem a inoculacdo dos fungos para
andlise da superficie com e sem a aplicagdo do TiO2 (Figura 165).
Figura 165 — Amostras controle sem inéculo de fungos, com ou sem o fotocatalisador: a) com TiO2, magnificacéo

500x; b) sem TiO2, magnificacdo 500x; ¢) com TiOz, magnificagdo 5.000x; d) sem TiOz, magnificag&o 5.000x; e)
com TiOz, magnificagdo 10.000x; f) sem TiO2z, magnificacdo 10.000x

EHT = 10.00 kV WD = 7.0mm Mag= 500X Signal A = SE1 '—' EHT = 10.00 kv WD = 7.6 mm Mag= 500X Signal A = SE1

(@) (b)

EHT = 10.00 kV WD = 7.0mm Meg= S500KX  Signal A=SE1 — EHT = 10.00 kV WD = 7.6 mm

Meg= 5.00KX  Signal A=SE1

(© (d)



2 um*
— EHT = 10.00 kV WD = 7.0mm Mag= 10.00KX Signal A= SE1

o5 =

(e) U]

A Figura 165(e) (maior magnificacdo) mostra o depdsito superficial de titanio na
amostra, em comparacdo a amostra da Figura 165(f), onde néo foi aplicado o TiOze

estdo bastante visiveis os cristais de carbonato de calcio da amostra de argamassa.

A Figura 166 mostra as imagens obtidas para as diferentes magnificacbes das

amostras com e sem TiOz2, expostas a luz e inoculadas com o fungo A. niger.

Esta € uma analise pontual, portanto, seu objetivo é de mostrar a interagcdo do

crescimento fingico com o substrato em analise, ndo podendo servir de parametro

para intensidade de crescimento considerando a aplicacéo ou nao do fotocatalisador.
Figura 166 — Isolado 1 (Aspergillus niger) com exposigdo a luz UVA: a) com TiO2, magnificacdo 500x; b) sem

TiO2, magnificagcao 500x; ¢) com TiO2, magnificacao 2.500x; d) sem TiO2, magnificagdo 2.500x; ) Com TiOz,
magnificacédo 5.000x; f) sem TiOz, magnificacdo 5.000x; g) sem TiOz, magnificagdo 15.000x

EHT = 10.00 kV WD = 8.0mm Mag= 500X Signal A = SE1 H EHT = 10.00 kV WD = 6.0 mm Mag= 500 X Signal A = SE1

(a) (b)



10 pm* 10 pm*
}—{ EHT = 10.00 kv WD = 8.0 mm Mag= 250KX  SignalA=SE1 '—{ EHT = 1000 kv WD = 60mm Mag= 250KX  Signal A=SE1

(© (d)

H EHT = 10.00 kv WD = 9.0mm Mag= S500KX  Signal A=SE1 H EHT = 10.00 kv WD = 6.0mm Mag= 500KX  Signal A=SE1

(e) )

EHT =10.00 kv WD = 60mm Mag= 1500KX Signal A= SE1

()

Nas amostras sem titdnio € possivel verificar claramente as estruturas do fungo
Aspergillus niger. Na Figura 166(g) visualiza-se um depdésito sobre a superficie da hifa
do fungo. Estruturas semelhantes foram verificadas em Gadd et al. (2014), indicadas
como cristais de oxalato, produzidos por fungo A. niger, e em Da Costa et al. (2009),
indicadas como cristais de oxalato de calcio (Figura 167). Estes cristais sao
produzidos a partir de minerais extraidos da matriz onde desenvolvem-se,
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evidenciando a interacdo que ocorre entre os metabdlitos fungicos produzidos e a
matriz de argamassa onde estéo estabelecidos.

Figura 167 — Cristais de oxalato de célcio

IGC-USP EHT = 20.00 kvv  wD = 5 mm Mag = 4.50 K X
10 pm b— Photo N°. = 11 Detector = SEI 4N

Fonte: (DA COSTA et al., 2009)

A Figura 168 mostra as imagens para o mesmo fungo, com e sem TiOz2 e que
permaneceram em condic&o de escuro durante o experimento. A Figura 168(a) mostra
as estruturas fungicas recobrindo a superficie da amostra, sobre a camada de TiO2. A
Figura 168(c) e Figura 168(e) mostram fragmentos de hifas do fungo Aspergillus niger.
Figura 168 — Isolado 1 (Aspergillus niger) em condi¢do de escuro: a) com TiO2, magnificagcdo 500x; b) sem TiO2,

magnificacado 500x; ¢) com TiO2, magnificacao 2.500x; d) sem TiO2, magnificagdo 2.500x; €) com TiOz,
magnifica¢@o 5.000x; f) sem TiOz, magnificagéo 5.000x

EHT = 10.00 kv WD = 9.0 mm Mag= 500X  Signal A= SE1 EHT = 10.00 kv WD = 9.0 mm Mog= 500X Signal A= SEf

@) (b)
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10 pm* 10 pm*
EHT=10.00 kv WD = 9.0mm Mag= 250KX  Signal A=SE1 — EHT=10.00 kv WD = 9.0mm Mag= 250KX  Signal A= SE1

© (d)

EHT = 10,00 kv WD = 9.0mm Wag= S00KX  Signal A=SE1 [ EHT =10.00 kv WD = 9.0 mm Mag= 500KX  Signal A=SE1

(e) )

A Figura 169 mostra as imagens para fungo P. lilacinum, com e sem TiO2 e que
permaneceram em condi¢do de exposicdo a luz UVA.

Independente da aplicacdo ou ndo do fotocatalisador, as imagens demonstram
estruturas fungicas muito semelhantes e densamente recobrindo a superficie das
amostras. A Figura 169(e) mostra as estruturas esféricas (conidios) do fungo P.
lilacinum. A Figura 169(f) mostra alguns cristais, de provavel producdo biol6gica,
revelando a alteragdo na superficie da amostra onde ocorre o desenvolvimento

bioldgico.
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Figura 169 — Isolado 2 (Purpureocillium lilacinum) com exposicao a luz UVA: a) com TiOz, magnifica¢do 500x; b)
sem TiOz, magnificagdo 500x; ¢) com TiO2, magnificacéo 2.500x; d) sem TiOz, magnificagdo 2.500x; €) com TiOz,
magnificacéo 5.000x; f) sem TiO2, magnificagédo 5.000x

EHT =10.00 kv WD = 4.5 mm Mag= 500X Signal A = SE1 H EHT =10.00 k¥ WD = 4.5 mm Mag= 500X Signal A = SE1

@) (b)

10 pm* 10 pm’
EHT = 10.00 kv WD = 4.5mm Mag= 250KX  Signal A=SE1 — EHT =10.00 kv WD = 4.5mm Mag= 250KX  Signal A= SE1

(© (d)

"
'—' EHT =10.00 kv WD = 46mm Mag= 500KX  SignalA=SE1 '—' EHT = 10.00 kv WD = 46mm Mag= 500KX  Signal A=SE1

(e) )

A Figura 170 mostra as imagens para fungo P. lilacinum, com e sem TiO2 e que
permaneceram em condicdo de escuro. Observa-se na Figura 170(d),(f),(g) o

desenvolvimento da estrutura fangica, penetrando a matriz do material, confirmando
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0 pressuposto de que o crescimento fungico promove a microfissuracdo nas
superficies de argamassa, tornando o substrato fragilizado e vulneravel a processos

de deterioragdo mais intensos.

Figura 170 — Isolado 2 (Purpureocillium lilacinum) em condicao de escuro: a) com TiOz, magnificacdo 500x; b)
sem TiOz, magnificagdo 500x; c) com TiO2, magnificacdo 2.500x; d) sem TiO2, magnificacdo 2.500x; e) com TiOz,
magnificacé@o 5.000x; f) sem TiOz, magnificacéo 5.000x; g) sem TiOz, magnificacdo 3.000x

EHT = 10.00 kV WD = 8.0mm Mag= 500X Signal A = SE1 H EHT = 10.00 kV WD = 6.0 mm Mag= 500 X Signal A = SE1

(a) (b)

10 pm* 10 pm*
EHT = 10.00 kv WD = 8.0mm Mag= 250KX  Signal A=SE1 by EHT = 10.00 kv WD = 6.0 mm Meg= 250KX  Signal A=SE1

(© (d)

2
EHT = 10,00 v/ WD= 8.0mm Meg= S500KX  Signal A=SE1 H EHT = 10.00 kv WD= 60mm Meg= S00KX  SignalA=SET

T B ORI T T

(e) ' (f)
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EHT = 10.00 kV WD = 6.0mm Mag= 3.00KX Signal A= SE1

(9

A Figura 171 mostra as imagens para o consorcio de fungos, com e sem TiOz e que
permaneceram em condi¢cao de exposicao a luz UVA. As amostras inoculadas com os
cinco fungos do consorcio ndo apresentavam um manchamento superficial tdo
evidente a olho nu, principalmente pela coloracdo das colénias. No entanto, as
imagens em MEV revelaram um intenso crescimento das estruturas, envolvendo e
penetrando o substrato de argamassa, para ambas as condi¢des, com a producéo de

possiveis cristais de oxalato, destacado na Figura 171(e), Figura 171(i) .

Figura 171 — Consorcio de 5 fungos com exposicdo a luz UVA: : a) com TiOz, magnificagdo 100x; b) sem TiOz,
magnificacdo 100x; c) com TiO2, magnificacdo 500x; d) sem TiO2, magnificagdo 500x; e) com TiO2, magnificacao
2.500x; f) sem TiO2, magnificacdo 2.500x; g) com TiO2, magnificagdo 5.000x; h) sem TiO2, magnificagdo 5.000x; i)

com TiO2, magnificagdo 5.000x; j) sem TiO2, magnificagdo 10.000x

100 pm® 100 pm*

EHT = 10.00 kv WD = 40mm Mag= 100X Signal A = SE1 '—' EHT = 10.00 kv WD = 6.0mm Mag= 100X Signal A=SE1

(@) (b)
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20 pm*
EHT = 10.00 kv WD = 4.0mm Mag = 500 X Signal A = SE1 H EHT = 10.00 kv WD = 6.5mm Mag= 500X Signal A = SE1

(© (d)

10 pm*
EHT = 10.00 kV WD = 4.0mm Meg= 250KX  Signal A= SE1 '—1 EHT =10.00 kv WD = 6.0mm Meg= 250KX  SignalA=SE1

(e) )

EHT = 10.00 kv WD = 4.0 mm Mag= 500KX  Signal A=SE1 H EHT = 10.00 kv WD = 6.0 mm Meg= 500KX  Signal A=SE1

(9 (h)
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2pm”
EHT = 10.00 kv WD = 4.0mm Mag= 500KX  Signal A=SE1 H EHT = 10.00 kv WD = 6.0mm Mag= 10.00KX Signal A=SE1

@ )

A Figura 172 mostra as imagens para o consorcio de fungos, com e sem TiOz e que
permaneceram em condigcdo de escuro. Nas amostras que permaneceram nesta
condicdo, sem exposicdo a luz UVA, as imagens em MEV revelaram uma intensa
producdo de estruturas, bastante semelhantes a cristais de oxalato, porém com
morfologia diferenciada das observadas nas amostras anteriores. Em Gadd (2014)
sdo mostradas imagens de estruturas semelhantes, produzidas pelo fungo Serpula
himantioides e A. niger, identificadas como oxalatos de zinco (Figura 173).
Figura 172 — Consorcio de 5 fungos em condicéo de escuro: a) com TiO2, magnificacdo 500x; b) sem TiOz,

magnificacao 500x; ¢) com TiO2, magnificacdo 2.500x; d) sem TiO2, magnificagdo 2.500x; €) com TiOz,
magnificacao 5.000x; f) sem TiO2, magnificagdo 5.000x; g) sem TiO2, magnificacdo 10.000x

EHT = 10.00KV WD=75mm Mag= S£0C X Signal A = 5E1 '—' EHT = 10.00 kv WD= 65mm Mag= E0C X Signal A = SE1

FRCL T L~

@) ' (b)
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e EHT = 10.00kV WD = 7.6mm Mag= 250KX Signal A=SE1 — EHT = 10.00 k/ WD = 6.5mm Mag= 250KX  Signal A= SEI

W E E grE-a

©) ' )

— EHT = 10.00 KV WD = 75mm Mag= 500KX  Signal A=SE1 — EHT = 10.00 kv WD = 65mm Mag= 500KX - Signal A=SE1

(e) )

EHT =10.00 kv WD = 8.5 mm Mag= 1000 KX SignalA=SE1

CaRme S

()

Figura 173 — Cristais de diferentes oxalatos produzidos por fungos: a) oxalato de zinco, produzido pelo fungo
Serpula himantioides; b) oxalato de zinco produzido por Aspergillus niger



Fonte: (GADD et al., 2014)

As analises em MEV, embora em nivel qualitativo, e obtidas a partir de pontos
especificos do total das amostras, permitiram verificar aspectos importante quanto a
interacdo dos fungos inoculados e a matriz de argamassa. Devido a limitagdes da
pesquisa, ndo foi possivel a realizacdo de espectroscopia de energia dispersiva
(EDS), analise que seria interessante para identificacdo de alteragcdes quimicas no
substrato analisado, bem como identificacdo de compostos produzidos pela interacédo
com substancias resultantes do metabolismo destes microrganismos. Destaca-se,
ainda, que seria necessario a obtencao de imagens em mais pontos da amostra, para

uma mais precisa representatividade dos aspectos observados.



273

4 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a eficiéncia do fotocatalisador TiO2
contra fungos filamentosos normalmente encontrados em argamassas tipicas de
edificacdes historicas. Com base nas analises realizadas, pretendeu-se colaborar com
0 estudo destes agentes bioldgicos, sua interacdo com substratos de argamassas
histéricas, bem como avaliar a eficiéncia de novas formas de tratamento a este tipo

de biodeterioracdo, com a aplicacao superficial do TiOo.

As conclusdes apresentadas a seguir, embora alinhadas com aspectos dispostos nos
referenciais tedéricos, apresentam dados obtidos a partir do planejamento experimental
proposto, estando, assim, restritos as delimitacdes desta pesquisa. Faz-se necessaria
a execucao de novos estudos, com resultados complementares que possam confirmar

0S aspectos aqui apontados.

4.1 CONCLUSOES

As andlises desenvolvidas a partir da Casa Godoy (Fase 1), monitorada pelo periodo
de 1 ano, apresentou valores médios de UR acima de 70% com temperatura média
de 26°C, atingindo por varios periodos do ano de medicao taxas acima de 90% UR ou
mesmo alcancando a condensacdo. Este microclima interior, associado a depdsitos
de sujidade, a porosidade das argamassas de revestimento, bem como caracteristicas
relacionadas a higroscopicidade, composi¢cdo mineraldégica e pH mostraram-se

favoraveis ao desenvolvimento de uma consideravel diversidade fungica.

As argamassas de revestimento da edificacdo historicas estudada sdo a base de cal
calcitica e magnesiana, com areia quartzosa, com tracos em massa que variaram de
1:2,4 a 1:5,4 (ligante:agregado), caracteristicas tipicas de edificagbes do final do

século XIX, inicio do XX, como a edificacdo analisada.

A caracterizacao bioldgica, realizada através da prospecc¢éo, isolamento, microcultivo
e extracdo de DNA, permitiu contabilizar cerca de 60 isolados fungicos, verificados
como morfologicamente distintos. Destes, 15 foram contabilizados como os mais

frequentes, sendo possivel a identificacdo dos seguintes isolados: Trichoderma
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harzianum, Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium sp., Trichoderma
atroviride, Purpureocillium lilacinum, Acremonium sp., Penicillium oxalico,

Trichoderma sp., Aspergillus sp., Aspergillus niger.

Os fungos identificados séo, em sua maioria, largamente mencionados na bibliografia
como sendo microrganismos que apresentam diferentes niveis de periculosidade a
saude humana, apresentando riscos de alergias e infeccfes importantes. Os riscos,
associados a exposi¢cao a estes microrganismos, ainda sdo bastante negligenciados
no Brasil, onde muitas pessoas permanecem por periodos prolongados ocupando
espacos contaminados por fungos, ou mesmo profissionais da area da conservacgao
patrimonial que, muitas vezes, acessam edificacbes historicas altamente

contaminadas, sem tomar devidas medidas de seguranca e precaucao.

As andlises desenvolvidas na fase 2 permitiram avaliar a eficiéncia do fotocatalisador
proposto, o TiO2, com relacdo a dois dos isolados identificados entre os mais
frequentes (Aspergillus niger e Purpureocillium lilacinum), além do consorcio
composto por 5 fungos (Trichoderma atroviride, Fusarium, Cladosporium sp.,
Cladosporium sphaerospermum e Acremonium sp.) para os substratos de argamassa
de composicdo e propriedades semelhantes aqueles encontrados na Casa Godoy,

compostas de cal hidratada e areia quartzosa, com traco em massa 1:4 (cal:areia).

Para o fungo A. niger, houve uma diferenca significativa entre as leituras iniciais e
finais com o espectrofotébmetro (principalmente apos 4h/dia de luz UVA), com reducéo
da diferenca de cor (AE) e visivel reducdo do manchamento na superficie de pelo
menos duas amostras com o fotocatalisador, onde o crescimento havia sido bastante
perceptivel. As amostras expostas a luz UVA e sem o fotocatalisador também
apresentaram diferenca significativa entre as leituras inicial e final, demonstrando
haver uma importante influéncia da luz UVA, incluindo a alteracdo microclimética no
interior do equipamento de ensaio. As amostras com e sem TiOz em condi¢gédo de

escuro, nao apresentaram diferenca significativa entre as leituras.

Para o fungo P. lilacinum (Isolado 2), as amostras com TiO2 e expostas a luz também
apresentaram diferenca estatisticamente significativa, entre as leituras inicial e final.
As amostras que permaneceram expostas a luz e sem a aplicacdo do TiO2, embora

tenham apresentado reducédo na diferenca de cor, ndo apresentaram diferenca
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significativa. As amostras com e sem aplicacdo do TiO2, mantidas em condicdo de

escuro, apresentaram reducéo do AE, sem diferenca significativa entre as leituras.

Para o consoércio de fungos, onde o crescimento resultou em manchamento
predominantemente de coloracado clara e amarelada, diferente dos fungos anteriores,
onde o crescimento foi de coloracao escura, verificou-se a diferenca significativa entre
as medigdes iniciais e finais tanto para as amostras com e sem o fotocatalisador, nas
condicdes de exposicdo a luz e em condicdo de escuro. O manchamento superficial
nao ocorreu de modo tdo evidente a olho nu, contudo, as analises em lupa
estereoscopica revelaram um crescimento intenso de micélio fungico, com um
aglomerado de hifas de coloragéo clara, e, em alguns trechos com crescimento de

colonias de coloracgéo escura.

As Tabela 60 e 61 mostram uma sintese esquematica da influéncia das diferentes
configuracbes quanto a diferenca de cor verificada com o espectrofotdmetro. A seta
verde representa a eficiéncia na reducdo do manchamento, com verificagao
significativa, através da analise estatistica. A seta amarela demonstra néo ter ocorrido

diferenca significativa no manchamento para as configuracées propostas.

Tabela 60 — Sintese da analise com Tabela 61 — Sintese da analise com

espectrofotdmetro — amostras com TiO2 espectrofotdmetro — amostras sem TiO2
Luz S » Luz *
Escuro A.niger Escuro A.niger

TiO e P. lilacinum ' Sem w2 ilaci

2 Escuro . Ti02  Escuro P. lilacinum

Luz Luz
Consorcio t Consorcio t

Escuro . B Escuro 2 B

As andlises em MEV mostraram, para os diferentes isolados analisados, uma forte
interacdo entre o crescimento das estruturas biolégicas e a matriz de argamassas,
com a penetracdo das estruturas filamentosas, resultando em fragmentacéo
superficial, em nivel microscopico. Observou-se, em varias amostras, a provavel
produgdo de cristais de oxalatos, resultantes, provavelmente, da retirada de
elementos minerais, como o calcio presente no carbonato que compde a matriz da
argamassa, evidenciando uma provavel alteracdo de ordem quimica e fisica na

superficie das amostras, podendo, assim, fragilizar o material, abrindo frente para
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outras manifestacfes patolégicas mais importante, principalmente em presenca de
umidade. No entanto, analises complementares, tais como a associa¢cdo do MEV com

EDS sao necessérias para identificacdo da composicdo desses cristais.

As analises desenvolvidas previamente, considerando apenas a interacdo do TiO2
com isolados de P. lilacinum, A. niger e C. sphaerospermum, através do método da
medicdo dos didmetros de crescimento das colbnias, revelaram que ha um
comportamento diferenciado entre estes fungos, mesmo quando expostos as mesmas
condicBes de ensaio, interferindo no seu desenvolvimento. Contudo, seria importante
a repeticdo deste ensaio, ajustando aspectos quanto ao método de disposicdo das

colonias nas placas para medi¢céo do crescimento.

A andlise em isolado da influéncia da luz UVA para os fungos Penicillium e
Cladosporium também mostraram uma sensivel influéncia da luz UVA, principalmente
na esporulacdo fungica, ou seja, inicio do crescimento das col6nias, inibindo seu

desenvolvimento, quanto maior o tempo de exposi¢éo a luz.

O estudo mostrou que o uso do fotocatalisador em amostras de argamassas
histéricas, com as caracteristicas propostas, contra fungos filamentosos possui
efetividade, principalmente quando expostas a radiacdo UVA, porém os diferentes
fungos analisados apresentaram comportamentos diferentes com relagéo a diferentes
condicdes de ensaio. O A. niger foi 0 que apresentou uma melhor resposta quanto a
reducdo do manchamento, principalmente na associagdo TiO2 e luz UVA (4 horas

minimas diérias de exposicao).

O estudo mostrou-se importante por validar métodos de analises tipicamente
aplicados as ciéncias bioldgicas e que, contudo, sdo compativeis e adaptaveis aos
estudos das manifestacbes patologicas em materiais de construcdo, podendo ser
otimizados, resultando em protocolos especificos e viaveis para andlises na area da

construcao.

O estudo comprovou a importancia dos danos provocados aos materiais por esses
agentes, embora em escala microscopica, fragilizando a superficie dos materiais,
tornando-as mais vulneraveis a intensificacdo dos problemas, por maior acesso a

outros agentes de degradacédo. Verificou-se, portanto, o que ja relata a bibliografia,
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gue a biodeterioracdo por fungos filamentosos vai além da denominada “sujidade” ou

simples alteracao estética.

Verificou-se também a importancia que deveria ser direcionada a formulacdo de
normativas que considerassem a qualidade do ar ambiental, expondo usuarios a
riscos importantes a sua saude, quando ocupando ou atuando profissionalmente em

ambientes contaminados.
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5 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros indica-se:

- ampliacdo da listagem de fungos isolados e identificados a partir de edificagdes
historicas, considerando diferentes periodos, materiais e microclima, entre as

diferentes regides do Brasil;

- aplicacdo de método molecular que permita a identificacdo de agentes bioldgicos

nao cultivaveis em laboratério, incluindo outros microrganismos, como as bactérias;

- avaliagdo da toxicidade do TiO2, considerando outras concentragbes, bem como
formas de aplicacdo ao substrato, sob incidéncia ou ndo de luz para outros isolados

fungicos frequentemente identificados em edificacdes historicas;

- avaliacdo da influéncia da irradiagdo UVA, considerando diferentes tempos de
exposicao para verificagcdo de sua influéncia na esporulagdo e manutencdo de

diferentes coldnias fungicas;

- aplicacdo de métodos de analise que permitam a verificacao de alteracées de ordem

quimicas nos materiais deteriorados pelo desenvolvimento de fungos filamentosos.
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