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RESUMO

Os revestimentos a base de cal entraram em desuso com o aparecimento do cimento, um
ligante mais resistente e mais facil de aplicar. No entanto, as argamassas de cimento
provaram ser rigidas para substituir as argamassas de cal. Na reabilitacdo, o uso de
argamassas a base de cal tem sido mais frequente. Com o aumento deste tipo de obras
espera-se aumentar a aplicacao deste tipo de revestimentos.

Os fungos desenvolvem-se na superficie, no interior de poros e fissuras de paredes e tetos
e tém muita influéncia na degradacdo da qualidade dos edificios e do seu ambiente
interior, além de problemas de higiene e estéticos, também podem causar problemas de
alergias e respiratorios.

Este trabalho teve como principal objetivo desenvolver argamassas de cal hidraulica
incorporando nano e micro aditivos com propriedades antifungicas. Foi analisado o
desenvolvimento de fungos em argamassas aditivadas de nano TiO, e micro granulos de
cortica. As caracteristicas fisicas e mecanicas também foram verificadas.

Foram isolados fungos do género Aspergillus, Penicillium, Cladosporium e Alternaria
existentes em diversos edificios de habitacdo da zona norte de Portugal. A sua
caracterizacao morfologica e molecular permitiu a sua identificacao e caracterizacao e
conhecer as condicdes oOtimas para o seu desenvolvimento. Para os ensaios de
crescimento acelerado de fungos em laboratorio usou-se o fungo C.Aalotolerans.

Desenvolveram-se diferentes composicoes de argamassas onde a quantidade de nano TiO,
e micro granulos de cortica foi variada. Observaram-se diferencas significativas nas
propriedades como trabalhabilidade, resisténcia a compressao e flexao.

Verificou-se um bom desempenho das propriedades antifingicas de argamassas nano-
aditivadas com TiO, e micro granulos de cortica. Estes resultados podem ser um ponto de
partida para uma transicao das atuais protecdes antifungicas para novas protecoes
antifungicas usando nano e micro aditivos, permitindo melhorar a qualidade das
construcdes, a saude dos utilizadores e a qualidade ambiental.

Palavras chave: Argamassas; Nano e micro aditivos; Antifungico; Porosidade.




ABSTRACT

The use of lime-based coatings came into disuse with the appearance of cement, a
stronger and easier to apply binder. However, cement mortars have proven to be rigid to
replace lime mortars. In rehabilitation, the use of lime-based mortars has been more
frequent. With the increase of this type of works it is expected to increase the application of
this type of coatings.

Fungi develop on the surface, inside pores and cracks of walls and ceilings and play a very
important role in the quality degradation of the buildings and their interior environment as
well as hygiene and aesthetic issues, can also cause allergy and respiratory problems.

The main objective of this work was to develop hydraulic lime mortars incorporating nano-
additives with antifungal properties. The development of fungi in mortars added with nano
TiO, and micro cork granules was analyzed. Physical and mechanical characteristics were
also verified.

Fungi of the genera Aspergillus, Penicillium, Cladosporium and Alternaria were isolated in
several residential buildings in the north of Portugal. The morphological and molecular
characterization of the fungi were done with the objective of identifying and characterizing
the existing fungi. With these results and knowing the optimal conditions for its
development. For the tests of accelerated growth of fungi in laboratory using the fungus C.
halotolerans.

Different mortar compositions were developed where the amount of nano TiO, and micro
cork granules was varied. Significant differences in properties such as workability,
compressive and flexure strengths were observed.

The antifungal properties of nano-additive mortars with TiO, and cork were found to perform
well . The results obtained can be a starting point for a transition from the current
antifungal protections to new antifungal protections using nano-additives, allowing to
improve the quality of the constructions, the health of the users and the environmental

quality.

Keywords: Mortars; Nano and micro additives; Antifungal; Porosity.
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1 ESTADO DA ARTE




1.1 Introducao

A existéncia de microrganismos nos edificios causa inumeros problemas, quer para 0S
utilizadores quer para a durabilidade dos edificios. No caso dos utilizadores as alergias e
problemas respiratorios sao 0os mais correntes. As manifestacdes alérgicas sdo extremamente
frequentes na populacao em geral, nao sendo restritas do ambiente interior dos edificios. Mas
¢ indiscutivel que a presenca de grande numero de fungos (entre os quais Aspergillus,
Candida e Alternaria) constitui uma das grandes causas das manifestacoes alérgicas (Filipe,

2001).

Para além dos problemas de saude, os fungos visualmente sao muito inestéticos, pois a sua
proliferacdo manifesta-se através de manchas escuras que acompanham a degradacao dos
rebocos e pinturas obrigando inimeras vezes a reparacao e pintura desses locais. Os odores
a bolor, ou mofo, originados pelos compostos organicos volateis (VOC’s) que libertam,

associado a humidade, tornam os locais com deficientes condicdes de habitabilidade.

Em Portugal existe grande dificuldade em prevenir o aparecimento e remocao de fungos nos
edificios. Os erros de concecao e construcao associados a uma baixa ventilacao dos edificios
estdo entre as principais causas. Na remocao e reabilitacao de paredes e tetos verifica-se
pouca eficacia dos produtos antifungicos existentes, ou uma eficacia com durabilidade

reduzida.

Cerca de 80% das patologias dos edificios estdo associadas a fissuras e humidade
(Observatoire de la Qualité de la Construction, 2016). O excesso de humidade torna o meio
propicio para o desenvolvimento de microrganismos. Nos paises mais desenvolvidos, o futuro
da construcao passa em grande parte pela reabilitacdo das construcdes existentes. Uma das
areas também com grande peso sera a manutencao de edificios. O custo da correcdo de
patologias ¢é elevado, comparado com a adocao de medidas preventivas em fases anteriores

do processo construtivo.




A melhoria da qualidade do ar interior das edificacbes podera ter um grande avanco com o
melhor conhecimento dos microrganismos. Os recentes desenvolvimentos em nanotecnologia
vieram contribuir para o desenvolvimento de solucdes ecoeficientes para a construcao ou
reabilitacdo de edificios. Assim as limitacoes existentes nos materiais de construcéo sao
quebradas com a introducao da nanotecnologia como potenciadora de novos produtos com

novas funcionalidades.

O trabalho experimental efetuado para a presente tese incluiu trés fases. Na primeira fase,
procedeu-se a recolha dos fungos, identificacdo e definiram-se 0s ensaios a efetuar assim
como qual o fungo a usar nos ensaios posteriores. Numa segunda fase, executaram-se o0s
ensaios que incidiram essencialmente na avaliacao do crescimento de fungos. E na terceira e
ultima fase, analisaram-se os resultados de forma a identificar que materiais sado mais

eficazes na prevencao do crescimento de fungos.

1.2 Patologias em edificios

Atualmente, os edificios comecam a ser analisados como um todo. Os problemas de mau
desempenho comecam a ser entendidos dentro de um contexto global e ndo de forma

independente, como anteriormente (Lichtenstein, 1986; Freitas et al., 2007).

Devido a necessidade de consolidar, organizar e ampliar os conhecimentos nesta area, varios
organismos nacionais e internacionais tém desenvolvido estudos sobre esta questao.
Primeiro, fizeram-se, e continuam-se a fazer, levantamentos da situacao dos edificios em
utilizacao, com o objetivo de catalogar as falhas. Os resultados mostram um grande numero

de edificios com falhas, mesmo em paises com tradicao de bem construir.

O Centre Scientifique et Technique de la Construction (CSTC) na Bélgica, o Building Research

Establishement (BRE) na Inglaterra e a Agence Qualité Construction (AQC) em Franca, tém




atuado na area da patologia das construcdes, tanto no levantamento e analise dos problemas

mais frequentes, assim como nas solucdes para os evitar e reparar.

A patologia das construcdes ja deu bastantes passos no processo de levantamento da
situacao existente, assim como na homogeneizacao de conceitos. Mas o caminho a seguir

ainda é longo.

Nas Tabela 1-1 e Tabela 1-2, apresentam-se os agentes de deterioracdo de edificios. Por sua
vez a Figura 1-1 mostra a ligacdo entre a natureza dos agentes de deterioracdao e as

patologias observadas nos edificios.

Existe uma preocupacao crescente com a qualidade da construcao, mas muitos dos edificios
construidos nos ultimos anos nao apresentam o desempenho e a durabilidade esperada. A
falta de sistematizacao da informacao origina erros e patologias repetidos muitas vezes

(Freitas et al., 2007).

A AQC, em Franca, criou um mecanismo de recolha e analise dos sinistros declarados as
companhias seguradoras — sistema SYCODES. Analisou, entre 1995 e 2015, 440.000 casos
de sinistros declarados as companhias seguradoras (Observatoire de la Qualité de la

Construction, 2016).

Verifica-se que os problemas de estanquidade a agua atingem 58% dos sinistros declarados.
Se os associarmos a problemas relacionados com condensacdes verifica-se que este valor

ainda aumenta ligeiramente (Figura 1-2).




Tabela 1-1 - Agentes de deterioracdo de edificios com origem externa (adaptado de (Lichtenstein, 1986).

ORIGEM

NATUREZA

AGENTES MECANICOS
Gravidade

Forgas impostas
Energia cinética

Vibragoes

EXTERIOR AO EDIFICIO

ATMOSFERA

Neve, chuva
Gelo, dilatagdo térmica e higroscopia
Vento, granizo e choques exteriores

Ruidos

AGENTES ELECTRO-MAGNETICOS E RADIOATIVOS

Radiagdo/radioatividade

Eletricidade
Magnetismo

AGENTES TERMICOS

AGENTES QUIiMICOS

Agua e solventes

Oxidantes
Redutores
Acidos
Bases

Sais

Matérias inertes

AGENTES BIOLOGICOS

Radiagdo solar e radioatividade
Raios

Campos magnéticos

Aguecimento, congelamento e choque

térmico

Humidade do ar e condensagdo

precipitagao

Oxigénio,ozono e oxidos de nitrogénio

Acido carbonico e excrementos

Névoa salina

Poeira

Bactérias, podlenes, insetos, passaros e

fungos

SOLO

Solo, agua

Deslizes e assentamentos

Sismos, outras vibragdes

Radioatividade dos solos
Correntes parasitas

Campos magnéticos

Aqguecimento e congelamento

Agua de superficie e subterranea

Sulfetos

Acido carbénico e 4cidos htimidos
Cal

Nitratos, fosfatos, cloretos e sulfatos

Calcario e silica

Bactérias, fungos (incluindo os

cogumelos), raizes, roedores e vermes




Tabela 1-2 - Agentes de deterioracdo de edificios com origem interna (adaptado de (Lichtenstein, 1986).

ORIGEM

NATUREZA

AGENTES MECANICOS
Gravidade

Forgas impostas

Energia cinética

Vibragoes

INTERIOR AO EDIFIiCIO

uso

Sobrecarga de utilizagdo

Esforgos de uso

Choques interiores, abrasdo e impacto

Ruidos e vibragGes interiores

AGENTES ELECTRO-MAGNETICOS E RADIOATIVOS

Radiag¢do/radioatividade |Lampadas

Eletricidade
Magnetismo

AGENTES TERMICOS

AGENTES QUIMICOS
Agua e solventes
Oxidantes

Redutores

Acidos

Bases

Sais

Matérias inertes

AGENTES BIOLOGICOS

Campos magnéticos

Calor emitido, lareiras, cigarros e fogo

AcOes de lavagem e condensagdes
Hipoclorito de sddio e agua oxigenada

Combustiveis e amdnia

Vinagre, 4cido citrico, acido carbdnico

Soda cdustica, hidréxido de potassio,

hidroxido de aménio
Cloreto de sédio

Gorduras, dleos, tintas, poeiras

Bactérias, plantas domésticas, animais

domeésticos e fungos.

CONCEPGCAO/CONSTRUCAO

Cargas permanentes

Retragdes, fluéncia, forgas e deformagées

imbostas

Ruidos e vibragGes do edificio

Materiais com radioatividade
Correntes de distribuicdo

Campos magnéticos

Aquecimento

Aguas de distribuic3o e infiltracGes.
Potenciais eletroquimicos positivos

Combustiveis potenciais eletroquimicos

negativos

Soda caustica, cimentos

Cloreto de calcio, sulfatos, gesso

Gorduras, dleos, poeiras, sujidade
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Figura 1-1 - Ligacao entre a natureza dos agentes de deterioracdo e as patologias nos edificios.
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Figura 1-2 - Distribuicdo dos sinistros em funcdo das principais patologias (Observatoire de la Qualité de la

Construction, 2016).




Estes dados, bastante recentes, vao de encontro a diversos estudos, onde a patologia
relacionada com a humidade e fissuracao representa cerca de 80% dos casos. Assim, das
principais causas que estiveram na origem das manifestacdes observadas, salienta-se a
existéncia de erros de processo (projeto e construcao), como a causa mais frequente (Figura

1-3 e Figura 1-4) (Rodrigues et al., 2007).

Verifica-se que apesar de existirem diversos estudos em anos diferentes, no que se refere a
natureza das anomalias observadas, a partir das quais foi possivel diagnosticar as respetivas
patologias, os dados recolhidos sao bastante préximos. Ou seja, as humidades e fissuracao
representam mais de 80% das situacoes estudadas cujas causas em cerca de 80% das

situacoes sao atribuidas a fase de projeto ou de construcdo (Rodrigues et al., 2007).

Humidades
40%

B Humidades Fissuras ® Outros

Figura 1-3 - Incidéncia das patologias (Rodrigues et al., 2007).




Utilizacdo
15% Projeto
36%

Construcdo
42%

H Projeto Materiais/componentes M Construcio M Utilizacdo

Figura 1-4 - Causas das patologias (Rodrigues et al., 2007).

1.3 Consequéncias das Patologias

Os problemas patoldgicos, salvo raras excecdes, apresentam manifestacoes externas
caracteristicas, a partir das quais se pode verificar qual a natureza, a origem e 0s

mecanismos dos fendmenos envolvidos, assim como estimar suas provaveis consequéncias.

Os problemas patologicos s6 se manifestam apds o inicio da execucao propriamente dita, a
ultima etapa da fase de producdo. Em relacdo a recuperacdo dos problemas patologicos,
podemos afirmar que "as correcdes serao mais duraveis, mais efetivas, mais faceis de
executar e muito mais baratas quanto mais cedo forem executadas" (Sitter, 1984). A
demonstracao mais expressiva desta afirmacdo ¢ a chamada 'regra de Sitter” que mostra o
aumento dos custos segundo uma progressao geométrica. Dividindo as etapas construtivas e
de utilizacao em quatro periodos correspondentes ao projeto, a execucao propriamente dita, a
manutencao preventiva efetuada antes dos primeiros trés anos e a manutencao corretiva
efetuada apos o aparecimento dos problemas, a cada uma corresponde um custo. Como se
pode observar na Figura 1-5 a evolucao de custos segue uma progressao geométrica de razao

cinco (Oliveira, 2013; Sitter, 1984).
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Figura 1-5 - Evolucéo de custos (Sitter, 1984).

Quando se trata de patologias estruturais que pdem em risco os utilizadores dos edificios
devem ser corrigidas de imediato ou o edificio € interditado ao uso. QOutros tipos de
patologias, como humidades, fissuras, condensacdes, como nao tém riscos imediatos, muitas
das vezes as suas correcdes vao-se arrastando no tempo, mas normalmente contribuem para

uma degradacao da qualidade do edificio e podem causar graves problemas aos utilizadores

(Figura 1-6).

PATOLOGIA |:>

Figura 1-6 — Exemplos de consequéncias da nao correcao das patologias em edificios.
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1.4 Desenvolvimento de microrganismos e fatores fisicos (humidade, temperatura e
ventilacao)

Os microrganismos, que inclui bactérias e fungos, estdo entre os poluentes do ar interior mais
importantes e menos compreendidos, sendo a sua presenca frequente e ubiqua nos
ambientes urbanos. Os fungos s@o organismos heterotroficos com um diametro aerodinamico
compreendido entre 1 a 30 um. Existem dois tipos morfologicos de fungos: fungos
filamentosos e fungos leveduriformes (fungos unicelulares conhecidos também por leveduras)
(Quadros et al., 2009). Alguns destes fungos produzem metabolitos, tais como, VOC's, e

micotoxinas, que podem provocar reacoes alérgicas no hospedeiro (Bergman et al., 2009).

Num edificio sdo varios os fatores que potenciam o crescimento da populacao microbiana,
tais como elevados niveis de humidade, ventilacdo reduzida, disponibilidade de nutrientes,
temperatura adequada ao seu desenvolvimento, a existéncia de fontes de contaminacao
interiores (sistemas AVAC, materiais de construcdo e decoracdo, infiltracdes de agua,

ocupantes), bem como as entradas de ar (Bergman et al., 2009).

Existe assim um mundo por descobrir dentro das nossas construcdes. Ainda mais quando
sabemos que cerca de 80% das patologias das construcdes estdo associadas a fissuras e
humidade. O excesso de humidade torna o meio propicio para o desenvolvimento de

microrganismaos.

Atualmente exige-se cada vez mais conforto térmico no interior dos edificios. O conforto
térmico & um conceito muito subjetivo que ndo implica uma temperatura exata. Trata-se de
um estado de espirito no qual a pessoa sente satisfacdo com o ambiente térmico. Os seres
humanos sentem conforto numa gama de temperaturas entre 20 e 26 °C e com uma
humidade relativa entre 30 e 85%. Com a humidade relativa inferior a 50% podem sentir
conforto até temperaturas de 28 °C. Uma forma de solucionar o problema pode ser a

arquitetura bioclimatica, que permite manter os edificios em zonas de conforto através de

11



ventilacao natural, sem ar condicionado nem aquecimento, evitando virus, bactérias como a
legionela, polen e fungos (Garrido, 2013; Fuente, 2013). Esta ventilacao natural permite
sentir as variacdes sazonais, resultando uma melhor qualidade do ar e do bem-estar

psicologico dos utilizadores (Fuente, 2013).

O emprego de materiais saudaveis, biocompativeis e higroscopicos, facilita a troca de
humidade entre a atmosfera e o edificio. O edificio deve respirar. Estes materiais evitam a
condensacao e tornam um clima interior mais saudavel. Materiais como a madeira, cortica,
argila, gesso ou argamassas a base de cal, ddo os melhores resultados (Lledd, 1999). O
excesso de humidade permite o aparecimento de organismos prejudiciais a saude,
especialmente em caves ou em edificios que sofrem inundacdes, assim como em zonas

habitaveis onde ocorrem condensacao ou entrada de agua (Garrido, 2013).

Existem centenas de espécies de bactérias e fungos, que crescem nos interiores humidos e
com ventilacao deficiente. A Organizacao Mundial de Saude (OMS) reconhece que esses
microrganismos causam reacoes inflamatdrias e toxicas em humanos, no entanto ainda nao
existe uma identificacao de quais as espécies individuais e 0s niveis de exposicao que podem
causar danos a saude. Muitos destes microrganismos permanecem no ar e depositam-se no

sistema respiratorio, e alguns dos esporos menores, mesmo nos alvéolos pulmonares.

A remediacao de locais onde surge mofo e a prevencéo da sua ocorréncia sdao problemas
presentes devido ao esforco de melhorar o ambiente interno dos edificios. Os fungos sao
organismos eucarioticos cujos nucleos sao dispersos em micélios (conjunto de hifas)
continuos ou septados. Para se desenvolverem precisam de fontes organicas de carbono. As
fontes da sua energia sao substancias simples que sao produzidas por divisdo enzimatica
extracelular de materiais, como alimentos, couro, papel, plastico, pedras decorativas, betao e
argamassas. Produzem, enzimas, compostos organicos volateis e micotoxinas além de
substancias simples que prejudicam a saude humana, causando asma, problemas de pele,

etc. (Shoemaker et al., 2006).
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O oxigénio € outra das condicdes essenciais para a sua vida, assim como a humidade relativa
até 80%, mas, para certos tipos, é suficiente humidade relativa em volta de 65%, a

temperatura ideal ¢ de 182 28 °C,eopHentre 5a 7.

O controlo da temperatura e a circulacdo de ar sao os métodos de prevencao mais usados.
Como solucdes basicas mais comuns de remediacao temos: o isolamento térmico de
edificios, a preparacao de revestimentos, a eliminacao de fugas de agua, a substituicao de
janelas existentes (associadas a ventilacdo forcada ou natural). No essencial ¢ necessario
evitar a humidade na construcao. Adicionalmente, temos a desinfecao e aplicacdo de biocidas
nas superficies afetadas. As condicbes internas dependem sempre dos utilizadores e dos
seus comportamentos. E sempre bom ventilar os edificios, reduzir os fatores que promovem
condensacdes, reduzir a carga bioldgica, entre outros. Poderiamos reduzir a humidade de
maneira a atingir um minimo onde os parametros do ar interior fossem inadequados ao
desenvolvimento de fungos (humidade relativa cerca de 50%), mas constituiria outros riscos

para a saude, como a sequidao das mucosas (Deng et al., 2012).

O meio ambiente interno dos “edificios doentes” (especialmente destinados a comércio e
servicos) constitui um nicho ecologico com o seu préprio meio bioquimico, fauna e flora
(Figura 1-7). Estes edificios por serem hermeticamente fechados, apresentam um dilema
quanto a regulacdo da humidade e da temperatura do ar que circula pelos ductos e pelo
proprio edificio, pois as diferentes espécies de microrganismos tém diferentes combinacoes

de humidade e temperatura para se desenvolverem (Sterling et al., 1991).
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Figura 1-7 - Sindrome do edificio doente (Salud Pasion, 2017).

1.5 Reabilitacéo de edificios

Nos paises mais desenvolvidos o futuro da construcdo passa em grande parte pela
reabilitacdo das construcdes existentes. Uma das areas também com grande peso sera a
manutencao de edificios ou outro tipo de construcdes. Nestas fases o custo da correcao de
patologias é elevado, comparado com a adocao de medidas preventivas em fases anteriores

do processo construtivo.

Um aspeto importante a considerar na reabilitacéo de edificios € a melhoria da qualidade do
ar interior. O melhor conhecimento dos microrganismos que se desenvolvem no interior dos
edificios ¢ importante para desenvolver solucdes e produtos eficazes na sua prevencao e
remocao. O uso de produtos antifingicos (biocidas) na construcdo ¢ amplamente publicitada
por empresas que comercializam materiais de construcao ou de limpeza. Quase todas as
marcas de tintas possuem nos seus catalogos tintas ou aditivos antifungicos. Para a sua
limpeza o produto mais recomendado é uma solucao a 5% de hipoclorito de sédio (lixivia) em
agua. Os principais passos recomendados pela grande maioria dos produtores e vendedores
de tintas para solucionar o problema existente com fungos apresenta-se na Figura 1-8 (CIN,

2017)
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Figura 1-8 - Procedimento de reparacéo de paredes e tetos com fungos.

Os fungos sao os agentes mais agressivos na deterioracao da pintura. Segundo (Paulus,
2005) os fungicidas mais comuns para esta finalidade sao: iodo propinil butil carbamato,

carbendazim, octilisotiazolinona, dicloro isotiazolinona e piritionato de zinco.

Os produtos designados por biocidas compreendem uma vasta gama de substancias ativas e
preparacoes que as contém, de caracteristicas muito diversas e cobrindo um amplo leque de
utilizacdes. Tratam-se de produtos com beneficios para a protecdo da saude (humana e
animal) e para o ambiente, mas alguns deles comportam um risco potencial, pelo que a
respetiva colocacao no mercado pode requerer um processo de registo ou de autorizacao.
Para as tintas com acéao fungicida/algicida, aditivo concentrado de fungicida para adicionar as
tintas para uso no interior, aditivo concentrado de fungicida/algicida para adicionar as tintas
para uso no exterior e tintas com acao inseticida ou repelente de insetos esse processo de

registo ou autorizacao é da responsabilidade da Direcao Geral de Saude (DGS) (APT, 2017).
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Nas pinturas o crescimento dos fungos funciona como um bioindicador da eficiéncia dos
biocidas antifungicos usados. O uso de biocidas em tintas ou produtos de limpeza contribui
em grande escala para a contaminacdo de aguas superficiais e profundas (Kupper et al.,
2005). O carbendazim é toxico para os seres humanos, animais e plantas. A toxicidade em
mamiferos conduz a anomalias e falhas na espermatogénese (Nakai et al., 1997). Este

composto surge nas aguas, solo e alimentos (Readman et al., 1997).

Na Tabela 1-3 listamos as principais caracteristicas dos biocidas carbendazim e
octiliosotiazolinona em relacdo aos animais testados com a concentracdo maxima letal e

concentracao efetiva que ndo causa morte mas tem efeitos tdxicos.

A resisténcia dos microrganismos aos biocidas também pode ser devido a biodiversidade

existente no local (Uemoto, 2001).

Sabe-se que os produtos com caracteristicas antifungicas sao prejudiciais para o ambiente e
saude de pessoas e animais. Por este motivo, a industria das tintas investiga melhores tintas
com biocidas degradaveis, assim como consideram a inclusdo de nanoparticulas de prata,
cobre, dxido de zinco e dioxido de titanio como aditivos para a protecao das tintas contra a
degradacdo microbiana, fisica e quimica. No futuro, os biocidas degradaveis serao
substituidos por nanomateriais. Resultados iniciais indicam que o uso de nanomateriais em
tintas nao resultara num maior nivel de exposicao e que nao havera um maior risco para a

sauide comparativamente aos produtos convencionais (Kaiser et al., 2013).
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Tabela 1-3 - Caracteristicas dos biocidas carbendazim e octiliosotiazolinona (Paulus, 2005).

Biocidas Octilisotiazolinona Carbendazim (BCM)
(OIT)
CAS Nomber 26530-20-1 10603-21-7
Formula Culie NOS CaHsN302
Densidade (g/ml) 1,038 1.5
Mutagenecidade Categoria 2
DL 50 oral em ratos (mg/kg) T&0 640
DL 50 oral em cammndongos 11.000
(mg/kg)
DL30 dérmica (mg'kg) 690 (coelho) =2000 (rato)
CL 50 inalagdo aerosol mg/l ratos 123
(4 horas/nariz somente)
CL 50 para Bluegill sunfish 0.196
(96 h estatica) mg/l
CL 50 para Fathead minnow 0,14
(96 h estitica) mg/l
CL50 para “Rainbow mour™ 0,085
(96 h estatica)me/1
CL 50 para Daphnia magna 032 022
(48 h estatica)mg/1
CES50 para algas verdes 419
Scenedesmus subs. (72 horas)
mg/1

CE3S0 para peixe 0.61
Cyprinus capric
(96 horas) mg/l
DL 50 = dose que mata 50% dos animais testados — Avaliacio de toxicidade

CL 50 = concentracio letal para 50% dos organismos no tempo estipulado — Avaliacio de
ecotoxicidade

CE 30 = concentragdo efetiva que nfo causa morte, mas efeitos toxicos para 30% dos
organismos em tempo estipulado - Avaliagio de ecotoxicidade

1.6 Aplicacao de nanotecnologia na prevencao e remocao de fungos

Na construcao civil, os nanomateriais vao ter um papel importante no futuro (aplicacoes
estruturais em ceramicos, revestimentos, metais, compdsitos), assim como em muitas areas
diversas: cosmeética, tecnologias de informacao, biotecnologia, medicina, aplicacdo de
sensores, aplicacbes ambientais, entre muitas outras (Conde, 2005). Os recentes
desenvolvimentos da nanotecnologia vieram contribuir para o envolvimento da construcao de
edificios nas questdes ambientais, de sustentabilidade/reabilitacdo. Assim as limitacoes
existentes nos materiais de construcao sao quebradas com a introducao da nanotecnologia
como potenciadora de novos produtos com novas funcionalidades (Broeckhuizen et al.,

2009).
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A nanotecnologia & considerada como uma das principais tecnologias do futuro. O termo
“nanotecnologia” € usado para producao, analise ou utilizacdo de produtos com menos de
100 nandmetros (nm) como por exemplo particulas, peliculas ou tubos em pelo menos uma
dimensao. Em nanoescala os materiais tém novas propriedades muito importantes para o
desenvolvimento de novos produtos e aplicacdes. Nos ultimos anos, o uso de didxido de
titanio (TiO,) tem atraido consideravelmente a atencao da comunidade cientifica e do setor
industrial devido as suas caracteristicas de autolimpeza das superficies e de purificacao de

alguns poluentes atmosféricos (Mathiazhagan et al., 2011).

Diversos estudos sobre a propriedade purificadora das tintas e outros materiais, devido a
adicao de dioxido de titanio a escala nanométrica na presenca de luz ultravioleta mostraram
um forte poder de remocao de gases como o oxido nitrico, dxido de azoto e didxido de azoto

devido as suas propriedades fotocataliticas (Auvinen et al., 2008).

A prevencao e remediacao da ocorréncia de fungos em edificios pode ser realizada usando
meétodos classicos (pulverizacao, pintura, etc.) ou novos métodos - que incluem o uso de
nanotecnologia. As nanofibras tém caracteristicas funcionais especificas (por exemplo, grande
area de superficie) de acordo com a sua producao e podem ser utilizadas para remediacao e
prevencao contra fungos filamentosos. O efeito das nanofibras pode ser aumentado pela

adicao de nanoparticulas ou outra substancia antimicrobiana (Racova et al., 2013).

O uso de nanofibras como protecao antimicrobiana € muito usado em varias areas, como na
medicina para pensos respiraveis usados nas cirurgias, na reconstrucao da pele e dos 0ssos
(Parizek et al., 2012), vasos sanguineos, musculos e tecido nervoso, e também, transporte e
administracao controlada de drogas ou células. Nos téxteis, componentes eletronicos,
tratamento de agua, etc. (Ashby et al., 2009). Nestes casos, o efeito antimicrobiano € obtido
com a adicdo de nanoparticulas de prata em solucao basica de polimeros para nanofibras
mas com este tipo de utilizacao libertam-se nanoparticulas de polimero e diminui a atividade

antimicrobiana (Geranio et al., 2009). A Nanospider ™ tem uma tecnologia, que permite a
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producdo de nanofibras a partir de solventes de polimeros em agua, em acidos e assim por
diante. Os tecidos de nanofibra sao produzidos sob a forma de téxteis nao tecidos. O tecido
de nanofibra é fino, enquanto os tecidos fortes sdo porosos, os buracos formam a
estratificacdo de fibras com orientacdo diferente (Faggio et al., 2012). O polimero sozinho é
usado como um apoio para agente de nanoparticulas com efeito antimicrobiano. Sdo usados
nanodiamante, cobre, titanio, zinco e, na maioria das vezes, prata e cobre (Wang et al.,
2012). Os seus beneficios sao baixo custo, e facil aplicacdo e pode ser aplicado de varias

formas.

Foram usados fungos filamentosos na sintese de Bio-AgNPs com potencial agente antifungico

para prevencao de infeccdes fungicas cutaneas superficiais (Pereira et al., 2014).

Um estudo realizado na Republica Checa com recolha de fungos na cidade de Litvinov
confirmou a existéncia de fungos do género Alfernaria, Aspergillus, Aureobasidium,
Cladosporium, Culvularia, Epiccocum, Penicillium e Pithomyces. Com a identificacdao dos
fungos selecionaram as espécies mais frequentes Aspergilus terreus, Aspergilus niger,
Alternaria alfernata e em placas de Petri compararam o efeito de nanofibras de poli (alcool

vinilico) (PVA) com adicao de ides de prata e cobre (Racova et al., 2013).

Na Figura 1-9 apresenta-se a evolucao do crescimento dos fungos em placas de Petri com
meio agar onde foram colocados discos de nanofibras de PVA e foi pulverizado Aspergilus

terreus (Racova et al., 2013).

19



Figura 1-9 - Evolucdo do crescimento de fungos em nanofibras PVA com ides de cobre. a) aos dois dias; b)

aos 4 dias (retirado de Racova et al. (2013).

Na Figura 1-10 vemos a evolucao do crescimento dos fungos quatro dias apos a aplicacao
(Racova et al., 2013), em placas de Petri com meio agar de discos de nanofibras de PVA

onde foi pulverizado Aspergilus niger com outros fungos.

Figura 1-10 - Crescimento de fungos em nanofibras (PVA) com ides de prata aos 4 dias. a) Aspergilus niger; b)

Aspergilus nigere Penicillium, c) Aspergilus niger e Alternaria alternata retirado de (Racova et al. 2013).

A nanotecnologia ¢é util para a protecéo contra os fungos existentes em edificios. As maiores
vantagens sao seu baixo custo e a sua facil aplicacao na superficie. Através de resultados
experimentais com as nanofibras, que podem ser aplicadas no local onde aparecem os
fungos, ou nos locais onde é previsivel o aparecimento, verifica-se que com a adicao de prata
e cobre conseguem-se bons resultados para a protecdo antifungica, sendo um método util de
protecao dos edificios contra a deterioracao bioldgica em alternativa aos métodos classicos

(pulverizacao de biocidas e tintas) (Racova et al., 2013).
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Os materiais antimicrobianos inorganicos sao geralmente constituidos por ides metalicos com
acao biocida e um substrato. O cobre e a prata sao conhecidos como uma das
nanoparticulas inorganicas multifuncionais com atividade antibacteriana (Ortan et al., 2015).
Entre os substratos, um dos fosfatos de calcio, hidroxiapatita sintética (HAP, Ca,, (PO,), (OH),)
¢ 0 mais promissor, principalmente devido a sua alta afinidade pelos microrganismos
patogénicos. Estes materiais podem ser viaveis para multiplas aplicacdées (em novos edificios,
hospitais e na reabilitacdo de construcdes de patrimonio cultural). Também para a protecéo
de artefatos de pedra contra fatores ambientais (chuva acida) e biodeterioracdo, sao uma

opcao para diminuir o uso substancias toxicas (lon et al., 2015).

Na area da medicina e farmacia existem estudos de desenvolvimento de formas
farmacéuticas de acao topica com potencial antifungico de derivados da cortica. Em
particular, sobre um subproduto da industria corticeira, granulado de cortica. Considerando a
acao terapéutica ja comprovada deste antifungico, os alvos da formulacao sao a pele e unhas.
Atualmente a capacidade antioxidante apresentada por alguns compostos existentes na
cortica tem atraido a industria farmacéutica. Para além disso, os compostos antioxidantes de
origem natural podem tornar-se menos onerosos e€/ou menos toxicos do que os compostos
sintéticos o0 que é promissor no desenvolvimento de novas terapias (Mendes, 2013). Sera um

material que podera ter interesse na area da construcao.

Algumas propostas referem-se a revestimentos fotocataliticos, nanoparticulas de prata e de
silica entre outras para uma reducao dos microrganismos nos edificios (Gaylarde et al.,

2011).

Com a conexao entre a biotecnologia, a engenharia civil e a nanotecnologia sera possivel

desenvolver solugcdes que permitam a prevencao e remocao de fungos em paredes e tetos.
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1.7 Industria da cortica

De acordo com a Associacao Portuguesa da Cortica, em 2015 Portugal é o principal produtor
com 49% da producdo mundial e 25% das exportacdes de cortica referem-se a materiais de

construcao e decoracao (APCOR, 2015).

A industria corticeira gere diversos tipos de residuos em toda a linha de producdo, aqui

apenas interessa abordar o po de cortica.

Anualmente a industria corticeira mundial processa mais de 280.000 toneladas de cortica, no
entanto cerca de 25% da matéria-prima é rejeitada, principalmente como p6 de cortica
(SECIL, 2011). Em todas as fases do processo industrial ¢ gerado pé de cortica com
dimensodes e caracteristicas diferentes (Matos et al., 2015). O p6 de cortica € composto
essencialmente por fragmentos de cortica entre 10 a 500 um e uma fragdo muito reduzida

de minerais micrométricos (Valentim et al., 2015).

Atualmente o p6 de cortica é usado essencialmente como combustivel gerando cinza e
emissoes gasosas (Vassilev et al., 2010), nao existindo elementos e dados sobre os impactos

que estes residuos geram.
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2 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES FUNGICAS EXISTENTES EM EDIFiCIOS
DE HABITACAO NA ZONA NORTE DE PORTUGAL
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2.1 Introducao

A identificacao das espécies fungicas existentes em edificios de habitacao na zona norte de
Portugal serviu para as caracterizar e escolher a espécie mais representativa/adaptada que
sera pulverizada nos suportes que pretendem simular os materiais caracteristicos de paredes
e tetos que foram colocados na camara climatica nas condicdes ideais para acelerar o seu

crescimento.

Em todas as regides do mundo existem fungos no interior dos edificios. Em climas
moderados a humidos as comunidades fungicas sao dominadas pelos géneros Alternaria,
Cladosporium, Epicoccum, entre outras (Sterflinger, 2010). Os fungos desenvolvem-se a
superficie, no interior de poros e fissuras das paredes e tetos e tém um papel muito

importante na degradacao da qualidade dos edificios e do seu ambiente interior.

Apesar da colonizacao fungica de paredes e tetos de edificios ser reconhecida por todos os
intervenientes na construcdo e utilizacao de edificios, assim como o seu contributo para o
aumento de patologias, a composicao das comunidades fungicas tem sido caracterizada de
forma muito simplificada e na sua maioria as analises referem-se a monumentos e edificios

antigos (Hallmann et al., 2011).

No interior dos edificios o crescimento de fungos em areas humidas, além dos problemas de
higiene e estéticos pode causar também problemas de alergia respiratéria. Os sintomas mais
comuns sao dores de garganta, rinite, tosse entre outros. No Pais de Gales verificou-se que
30 a 40% de ocupantes de habitacbes “contaminadas” com fungos sofrem de asma.
Penicillium e Cladosporium sao os fungos predominantes no interior das habitacdes (Arthur et
al., 2006). Num estudo realizado nas cidades de Sao Paulo e Sdo Bernardo do Campo no
Brasil verificou-se que Cladosporium foi o género mais frequente, seguido pelos Penicillium e

Aspergilus (Shirakawa, 1999).

24



Em Portugal nao existem dados na literatura sobre os fungos mais frequentes nos edificios.
Encontram-se alguns estudos de identificacao de espécies fungicas em monumentos, mas no
exterior do edificio, por exemplo na Sé de Lamego (Machado, 2012). Para identificar e
discriminar microrganismos (géneros, espécies e estirpes) existem métodos fenotipicos, que
consideram as caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas e métodos genotipicos
que utilizam ferramentas moleculares baseadas na analise total, ou de segmentos do
genoma. Os meétodos fenotipicos baseiam-se em caracteristicas bioquimicas, fisiologicas e
biolégicas, enquanto os métodos genotipicos detetam polimorfismos ao nivel dos acidos

nucleicos (em especial do ADN), ou variacao alélica ao nivel dos genes (Alves et al., 2003).

Na Figura 2-1 encontra-se um fluxograma do procedimento para a caracterizacao morfoldgica

e molecular de fungos.

2.2 Recolha das amostras

As amostras para a visualizacao e isolamento de fungos foram recolhidas em varios dias, por
raspagem direta e pontual, utilizando-se laminas esterilizadas. O material amostrado foi
colocado em folhas de aluminio, que foram imediatamente isoladas. No total foram

recolhidas 12 amostras.

Selecionaram-se varios locais na zona norte para recolha de amostras de fungos existentes

em paredes e tetos de diversas construcoes (Figura 2-2).
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Figura 2-1 - Fluxograma usado na identificacao dos fungos.

Figura 2-2 - Locais de recolha de amostras de fungos.
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Na Tabela 2-1 encontra-se um resumo das caracteristicas dos locais onde foi feita a recolha

dos fungos e a data de recolha das amostras. Na Figura 2-3 temos uma fotografia com o

estado da parede onde foram efetuadas recolhas de amostras de fungos.

Tabela 2-1 - Locais de recolha dos fungos.

N2 AMOSTRA LOCAL COORD. GEO. | RECOLHA CARACTERISTICAS AMBIENTE
1 ! Construgdo com mais de 35 anos. Casa nhio Teto da cozinha
41°23'14.16"N; habitada desde 2005, rebocad da e pintad
SENDIM e . 10.03.2017 | habitada desde , rebocada, areada e pintada .
2 -6°25'48.75"0 com tinta de 3gua. Parede da cozinha
3 Parede do quarto
4 " Construgdo com cerca de 20 anos. Apartamento Teto do quarto
41°17‘28.07"N,‘ Olti i d tet jetad
VILA REAL e . 11.03.2017 | Ultimo piso, paredes e tetos em gesso projetado e L
> -7°43'33.38"0 pintada com tinta acrilica. Teto do quarto (armario)
6 Teto sétdo
- m Construgdo de 2006. Habitagdo unifamiliar tetos Teto WC
41°02'14.28"N: em gesso cartonado e pintura acrilica com
8 PORTO -8°32‘46.73"0’ 11.03.2017 | protecgdo anti-insectos. Teto do corredor
9 Teto quarto
10 v Construgdo com cerca de 25 anos. Teto em
. . reboco estanhado, local ja foi pintado varias
1 VILA REAL ‘g"ig‘gi.gg"g‘ 11.03.2017 | vezes com pintura anti fungos. Teto WC
12

Figura 2-3 - Parede e teto do quarto: local de recolha de amostras de fungos na moradia em Sendim.

2.3 Analise ao microscoépio eletronico de varrimento
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Com recurso ao microscopio eletronico de varrimento (MEV) existente no Laboratério de
Servicos de Caracterizacao de Materiais (SEMAT) da Universidade do Minho foram analisadas
as amostras recolhidas. Com essa visualizacao verificamos a existéncia de fungos. Na Figura
2-4 apresentam-se como exemplo algumas imagens obtidas no MEV. Através da
espectroscopia de raios X por dispersao em energia (EDS), foi efetuada a analise elementar
nos pontos Z1, Z2 de cada uma das amostras recolhidas, na Figura 2-5 estao identificados os

pontos Z1 e Z2 na amostra recolhida no Porto.

c) d)

Figura 2-4 — Imagens obtidas no microscépio eletronico de varrimento (ampliacdo 5000 x) a), c) e d) e 10.000
x b) - das amostras: a) edificio com mais de 35 anos; b) edificio com cerca de 20 anos; c) edificio com cerca

de 10 anos; d) edificio com cerca de 25 anos
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Nas Figura 2-6 e Figura 2-7, podemos verificar a composi¢cdo quimica da amostra nos pontos
/1 e 72, os elementos carbono (C), calcio (Ca), oxigénio (O) e enxofre (S) sédo que se

destacam mais. Esta analise confirma a existéncia de fungos nas amostras recolhidas.

Figura 2-5 - Analise EDS nos pontos Z1 e Z2.

_abel A: PORTO 3 10-03-2017

CaKa

2.00 4.00 6.00 400 10.00 12.00 1400 keV

Figura 2-6 - Espectro EDS no ponto Z1.
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Figura 2-7 - Espectro EDS no ponto Z2.

2.4  Caracterizacdo morfologica de fungos isolados

Apds amostragem, procedeu-se ao isolamento das espécies fungicas no Laboratorio de
Micologia Aplicada do Centro de Engenharia Biolégica em colaboracao com a Micoteca da
Universidade do Minho. Para poder determinar a identificacédo ao nivel do género do fungo e
efetuar a sua caracterizacao morfologica, foi feita numa primeira fase a inoculacdo em meio

de cultura DRBC (Agar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol Base).

Sempre que necessario, devido ao aparecimento de contaminacbes, as amostras foram
repicadas para novo meio de cultura. A obtencao dos isolamentos demorou em média 3 a 5
dias em estufa a 25 °C e no escuro. Apos a obtencao das culturas puras os isolamentos

foram mantidos em meio PDA (Potato Dextrose Agar).

Na Figura 2-8, apresenta-se um esquema do processo de inoculacao das placas em meio de
cultura. Parte do material obtido da coleta sera colocado a crescer em 4 placas com meio
DRBC, a 25 °C no escuro, durante 3 a 5 dias. O restante material sera guardado para ser

utlizado posteriormente na analise genomica. Foram preparadas 12 amostras x 4 placas= 48
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placas + 2 para controlo. Posteriormente isolaram-se os fungos crescidos para placas de 45
mm num meio de cultura diferente: MEA (Malt Extract Agar) e PDA. A preparacdo dos meios

de cultura é apresentada na Tabela 2-2.

Amostra 1
Amostra 2

Amostra 3

Amostra 4

Amostra 5
Amostra 6
Amostra 7
Amostra 8
Amostra 9
Amostra 10
Amostra 11

Amostra 12

Figura 2-8 - Esquema da inoculagédo de placas em meio de cultura.

Tabela 2-2 - Preparacdo dos meios de cultura.

Dissolver 15,75 g de meio DRBC e adicionar 500 ml
de agua destilada (Figura 2-9);

Hidratar uma ampola de Chloramphenicol e adicionar

DRBC (Agar Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol ao meio;

Base) (500 ml)
Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos;

Ap6s o ciclo de esterilizacao deixar arrefecer e verter

em placas de 90 mm.

20 g extracto de malte; 1 g peptona; 20 g glucose;
20 g agar

MEA (malt extract agar) Agua destilada até 1000 ml

Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

Dissolver 39 g em 1000 ml de agua destilada;

PDA (Potato Dextrose Agar)

Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

31



Figura 2-10 - Crescimento dos fungos em meio Figura 2-11 - Crescimento de fungos em meio DRBC

DRBC - 3° dia — amostra 10 (edificio local IV) - 3° dia - amostra 11 (edificio local 1V)

Figura 2-12 - Crescimento dos fungos em meio MEA  Figura 2-13 - Crescimento dos fungos em meio MEA

- 6° dia - amostra 10 (edificio local 1V) - 6° dia - amostra 5 (edificio local 1)

32



Nas Figura 2-10 a 2-13, podemos verificar o crescimento dos fungos isolados em meios de
cultura DRBC e MEA.

O exame direto dos isolados permite a determinacdo da cor da colonia e outras
caracteristicas, como a quantidade de esporos, a presenca ou auséncia de esclerocios e o
tipo de estruturas reprodutivas. Para determinar o género a que pertence o fungo isolado, é

necessario observar microscopicamente.

A preparacao de laminas para observar ao microscopio segue 0s seguintes passos:
1. Retirar uma amostra do fungo com uma agulha e colocar na lamina;
2. Deitar uma gota de alcool e retirar os esporos batendo a agulha na amostra, escorrer
e repetir as vezes necessarias,;
3. Corar com uma gota do corante de azul de algodao;

4. Colocar a lamela por cima da amostra e observar ao microscopio.

Na Figura 2-14 podemos observar um esquema da preparacao de laminas para observacao

a0 microscopio:

Figura 2-14 - Esquema de preparacao de laminas com amostras dos fungos e sua observacao ao microscopio
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Algumas das estruturas podem ser observadas nas figuras 3-15 a 3-18.

Através do método fenotipico, foram isolados fungos do género Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium e Alternaria. Houve fungos que foram isolados e nao foi possivel identificacao

através deste método.

Assim podemos afirmar que fungos do género Aspergillus, Penicillium, Cladosporium e
Alternaria, existem em paredes e tetos contaminados em habitacées da zona norte de
Portugal. As amostras foram recolhidas em habitacdes com idades entre 10 e 35 anos
localizadas em Sendim, Vila Real e Porto, cujos materiais usados nos rebocos foram o gesso,

gesso cartonado, reboco e reboco estanhado.
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Figura 2-15 - Estrutura de fungo do género Figura 2-16 - Estrutura de fungo do género

Aspergillus. Penicillium.

Figura 2-17 - Estrutura de fungo do género Figura 2-18 - Estrutura de fungo do género

Cladosporium. Alternaria.

2.5 Caracterizacao molecular de fungos

Para a extracdo de acido desoxirribonucleico (ADN) das espécies fungicas foi usado o
homogeneizador FastPrep-24 Classic Instrument (Figura 2-19) que oferece a maxima
velocidade e desempenho para a lise de amostras biologicas. O homogeneizador inclui kit
Fast ADN, que rapida e eficazmente extrai o ADN gendmico. O kit Fast ADN é constituido por
varios componentes e materiais indicados na Tabela 2-3 que sao utilizados no isolamento do

ADN genodmico dos fungos, foram analisadas as amostras 2B, 5B, 6B e 12B.
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Figura 2-19 - Homogeneizador FastPrep-24 ™ Classic Instrument

Tabela 2-3 — Componentes e materiais incluidos no kit Fast ADN

Lysing Matrix A 100 tubos de 2.0 ml
1/4 Ceramic Spheres esferas ceramicas
E uma suspensdo de silica que liga o
Binding Matrix DNA a partir de lisados para posterior
purificagdo.

E uma solugdo de EtOH-base usada na
extragdo de DNA para remover
impurezas uma vez que o DNA estd
ligado ao Binding Matrix.

DES Dnase-free water

CLS-Y (cell lysis solution) é uma
solucdo de lise celular usada para o
isolamento de genoma de ADN de
fermento, algas e fungos.

O Mddulo Spin oferece separagdes
mais rdpidas e limpas do que
SPIN Modules and Recovery Tubes métodos tradicionais, tais como
colunas, filtros ou centrifugacdo
simples.

Concentrated SEWS-M

CLS-Y

A extracao de ADN das espécies flngicas baseou-se no protocolo seguinte:

1. Colocar até 200 mg de células (obtidas através das amostras que estavam a crescer
em meio liquido durante 7 dias, nos tubos Lysing Matrix.

2. Adicionar 1 ml de solucao de lisado CLS-Y. Ter cuidado para garantir que os varios
tubos tém igual peso final em pares para os colocar de forma equilibrada no
homogeizador Fast Prep e na balanca, caso necessario acertar o peso com CLS-Y.

3. Homogeneizar no Fast Prep durante 40 seg a velocidade de 6.0 m/s Ter cuidado ao

colocar os tubos e assegurar que o suporte fica sobre as tampas.
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4. Centrifugar al4.000 x g durante 10 min para precipitar o pellet.

5. Transferir o sobrenadante (700 pl) para um tubo de 2 ml e adicionar o0 mesmo
volume de Binding Matrix. Misturar por inversao.

6. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos com agitacao ligeira. Colocar no
rotador a baixa velocidade.

7. Transferir metade do volume (700 pl) da suspensao para um Spin Filter e centrifugar
a 14.000 x g durante 1 min. Esvaziar o tubo de recolha. Adicionar o volume restante
da suspensao ao Spin Filter e centrifugar como antes. Esvaziar o tubo de recolha.

8. Adicionar 500 pul de SEWS-M e ressuspender o pellet. Este passo deve ser feito
cuidadosamente para nao danificar o filtro da coluna. Utilizar a forca do liquido a sair
da pipeta para ressuspender. Confirmar se se adicionou etanol ao SEWS-M
concentrado.

9. Centrifugar a 14.000 x g durante 1 min. Esvaziar o tubo de recolha.

10. Voltar a centrifugar a 14.000 x g durante 2 min., para assegurar que todo o etanol foi
diluido. Substituir o tubo de recolha por um novo.

11. Para eluir o ADN, ressuspender a Matrix no Spin Filter com 100 pl de DES. Fechar o
tubo e incubar a 55 °C durante 5 min. A ressuspensao deve ser cuidadosa ja que se
forma bastante espuma. Incubar no Thermoblock (incubador digital).

12. Centrifugar a 14.000 x g durante 1 min. Para recuperar o ADN eluido. Descartar o

Spin Filter. Guardar o ADN a 4 °C (até uma semana) ou a -20 °C.

Apods a obtencdo do ADN usamos a técnica PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para
amplificar uma copia do ADN. O PCR é uma técnica comum e frequentemente indispensavel
usada em laboratérios clinicos e de pesquisa, para uma ampla variedade de aplicacoes
(Erlich, 1989). O PCR é um método muito sensivel de analise e por isso é necessario muito
cuidado na sua realizacdo para evitar contaminacoes, que possam inviabilizar o resultado. O

processo consiste basicamente em usar mecanismos de replicacéo /n7 vitro. Os processos de
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polimerizacao das moléculas foram simplificados e existem equipamentos cada vez mais

sofisticados e de facil utilizacao.

Depois de extrair o ADN, a este ¢ adicionada uma mistura, conhecida como pré-mix, que sao
as bases nitrogenadas ligadas com os iniciadores (também chamados primers). Esta mistura
é colocada no termociclador, o qual faz ciclos de temperatura pré-estabelecidos com tempos

exatos e especificos para cada reacao (fragmento a ser amplificado) (Rapley, 1996).

O produto da PCR foi depois visualizado apos eletroforese em gel de agarose (Figura 2-20).

Figura 2-20 —Beta tubulin PCR (Bt2a-Bt2b) 5B- Cladosporium halotolerans.
O produto da PCR foi enviado para o laboratério externo STAB Vida em Lisboa onde foi obtida

a sequenciacao para a amostra em estudo (Figura 2-21).

AAATCGGTGCTGCTTTCTGGCAGACCATCTCCGGCGAGCATGGCCTCGACGGTTCCGGCGTGTATGTTT
ACaCCCaTcgAaCGCAAGAAAGACTCATCTGACGCZTATCAGGTACAATGGCACETCTGACCTCCAGCT
CGAGcGCATGAACGTCTACTTCAACGaGGTACGAGCCACTCAGGCAGCCGCATACGCACGACCCGAGA
GCATGCACTGACCACATGCCACCACAGGCCTCTGGCAACAAGTACGTCCCGCGCGCCGTCCTCGTCG
AcTTGGAGCCCGGCACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGC
Figura 2-21 - Sequenciacéo obtida para a amostra 5B - Cladosporium halotolerans.

Com a sequenciacao obtida e através do programa BLAST em inglés: Basic Local Alignment
Search Tool, que significa: Ferramenta basica de pesquisa de alinhamento local), foi possivel

identificar o tipo de fungo em estudo. O programa BLAST é um algoritmo para comparar
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informacdes de sequéncias biologicas primarias, tais como sequéncias de de diferentes

proteinas ou nucleotideos de sequéncias de ADN.

Uma pesquisa BLAST permite comparar uma sequéncia fornecida numa consulta com uma
biblioteca ou base de dados de sequéncias e identificar as bibliotecas de sequéncias que se

assemelham a sequéncia consultada e que estejam acima de um certo grau de semelhanca.

O programa BLAST foi desenvolvido por Eugene Myers, Stephen Altschul, Warren Gish, David

J. Lipman e Webb Miller no National Institutes of Health cuja pagina oficial é:

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

No site BLAST e ap6s a introducdo da sequenciacao conseguimos obter diversos resultados
(Figura 2-22). Obtemos uma lista de sequéncias com os alinhamentos mais significativos
(Figura 2-23), podemos também consultar cada um desses alinhamentos e efetuar a

comparacao com a nossa sequenciacao (Figura 2-24).

NIH U.S. National Library of Medicine

Natlonal Center for Blotechnology Information

BLAST " » blastx » results for RID-NTKTN59NO1R Home RecentResults Saved Strategies Help
< EdIt Search Save Search Search Summary v @ How to read thisreport? @B BLAST Help Videos  DBack to Traditional Results Page

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results

RID MTKTMSGMOIR  seorchexpires on08-1516:57pm  Download All v -

Organlsm  oniy top 20 will exclude

Program BLASTX@  Citation v Ig only OJ

Database o Seedetails v ‘ Type commen name, binomial, taxid or group name

Query ID Icl|Query_202439 + Add organism

Description Mone

Percent Identity E value
Molecule type  dna ‘

to

Query Length 320

Figura 2-22 - BLAST com os resultados da pesquisa ap6s a introducédo da sequéncia da amostra 5B
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nucleot%C3%ADdeo

Sequences producing significant alignments v Manage Columns ~  Show e

[ selectall osequences selected

- Max  Total Query E Per. .
Description ~ ~ ~ Accession
Score | Score | Cover | value | Ident

[ beta-tubulin [Clsdosporium sp.] 270 120 90% 6e-20 50.47H% AWWD1210.1
|:| beta-tubulin [Cladesporium halotolerans] 278 130 98%  de-1D 50.47%

|:| beta-tubulin [Cladosporium sp. UBOCC-A-11206832] ar.e 120 29%  1e-10 50.47%

|:| beta-tubulin [Cladosporium salinae] ars 120 99% 1e-18 50.47% ABQS52002.1
|:| beta-tubulin [Cladosporium salinae] 87.4 120 90% 2e-1D 50.47% ABQS5S2000.1

Figura 2-23 - Sequéncias com alinhamentos significativos.

& Download v  GenPept Graphics Sonby:| Evalua hd | ¥ Mext & Previous -wDescriptions

beta-tubulin, partial [Cladesporium halotolerans]
sequence ID: ABQ53020.1 Length: 137 Mumber of Matches: 2

Range 1: 1 to 67 GenPept Graphics W Mext Match

Score Expect Meathod Identities Positives Gaps Frame
g7.8 bits(216) 1e-19 Compositional matrix adjust. 54/107(50%) 57/107(53%) 41/107(28%) +3

Query 3 IGAAFWQT ISGEHGLDGSGVYWYTHRTQ-ERLI*RVSGTMARLEssssa*tststRYERPL 179
IGAA TISGEHGLDGSGWY T Q ER+
sbjct 1 IGAAFWQT ISGEHGLDGSEWYNETSDLQLERM- - s cmm e e e eeem o0 32
Query 188 RQPHTHDPRACTDHMPPQASGHNKYVPRAVLVDLEPGTMDAVRAGPFG 328
+ +ASGHNKYVPRAVLVDLEPGTMDAVRAGFFG
sbjct 33 - mmmmm e o - SNVYFNEASGHEYWPRAVLVDLEPGTMDAVRAGFFG &7

Ranmge 2: 21 to 43 GenPept Graghics & Previous Match § First Match

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
42.4 bits(98) 0.028 Compositional matrix adjust. 18/23(78%) 19/23(82%) 0/23(0%) +2

Query 113 YNGTSDLQLERMNVYFNEVRATQ 181
YHGTSDLQLERMNVYFNE +
sbjct 21 YHGTSDLQLERMNVYFNEASGHE 43

Figura 2-24 - Alinhamento com o Cladosporium halotolerans.

Para os fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Alfernaria isolados repetimos o
procedimento anterior para efetuar também a identificacdo molecular.
Podemos visualizar na Figura 2-25 a PCR referente a amostra 2B e na Figura 2-26 a

sequenciacao obtida que permitiu identificar como Aspergillus jensenii a amostra 2B.

Na Figura 2-27 visualizamos a PCR referente a amostra 6B e na Figura 2-28 a sequenciacao

obtida que permitiu identificar como Penicillium chrysogenum a amostra 6B.

Para o ultimo fungo identificado vemos na Figura 2-29 a PCR referente a amostra 12B e na
Figura 2-30 a sequenciacao obtida que permitiu identificar como Alternaria sect. Alternaria a

amostra 12B.
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Figura 2-25 - Beta tubulin PCR (Bt2a-Bt2b) 2B - Aspergillus jensenii

GGTGCTGCTTTCTGGTGCGTCGAAAATTTCATCCATTTCAGATGGTATCTCTTTTCGTGCTTTTTGCTAA
CGACTCTATAGGCAGACCATCTCCGGTGAGCACGGCCTCGATGGCTCCGGTGTGTGAGTACAACCCGT
CCAGGACTCGATCAAAACACGAGACAGAACACATCCCCTGATATAATGCAGTTACAATGGTACCTCCGA
CCTCCAGCTCGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGCCAGCGGCAACAAGTACGTTCCTCGTGCCG
TCCTCGTCGATCTCGAGCCCGGTACCATGGACGCTGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTTTTCCGT
CCCGACAA
Figura 2-26 - Sequenciacao obtida para a amostra 2B - Aspergillus jensenii
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Ladder Contra

Figura 2-27 - Beta tubulin PCR (Bt2a-Bt2b) 6B - Penicillium chrysogenum

GTTGTCGGGGCGGAAAAGCTTGCCGAAGGGACCGGAGCGGACAGCGTCCATGGTACCGGGCTCCAAAT
CGACCAGAACGGCACGGGGAACGTACTTGTCACCGCTGGCCTAGATTGTCAAAGAAAAACGCCCGATC
AGATGATGCACAATTAAGATTCCCAGTCATTGTACTCACATGGTTGAAGTAGACGTTCATACGCTCGAG
CTGGAGGTCGGAGGTACCATTGTACCTAGCAAGATATCAGACGTGTGATCCACCAGAATCCCCATCACT
GTTAAACTTACTGTCCATCGCCATCGAGACCGTGCTCGCCAGAGATGGTTTGCCTGTAATCCAGTTAGC
AACTTGTCAATTGATACCCAACGCGAAAAAAAAAACTCCGAGACTTACCA
Figura 2-28 - Sequenciacédo obtida para a amostra 6B - Penicillium chrysogenum

Ladder Control 12B

Figura 2-29 - Beta tubulin PCR (Bt2a-Bt2b) 12B - Afternaria sect. Alternaria
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GAGGTCAAAGTTGAAAAAAAGGCTTAATGGATGCTAGACCTTTGCTGATAGAGAGTGCGACTTGTGCTGC
GCTCCGAAACCAGTAGGCCGGCTGCCAATTACTTTAAGGCGAGTCTCCAGCAAAGCTAGAGACAAGAC
GCCCAACACCAAGCAAAGCTTGAGGGTACAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCTTTGGAATACCAAAG
GGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACACTACTTATCGCATTTCGC
TGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTAATTATTAATTTGTTACTGAC
GCTGATTGCAATTACAAAAGGTTTATGTTTGTCCTAGTGGTGGGCGAACCCACCAAGGAAACAAGAAGTA
CGCAAAAGACAAGGGTGAATAATTCAGCAAGGCTGTAACCCCGAGAGGTTCCAGCCCGCCTTCATATTT
GTGTAATGATCCCTCCGCAGG
Figura 2-30 - Sequenciacao obtida para a amostra 12B — Alternaria sect. Alternaria

Com a conclusao das etapas descritas na Figura 2-31 foi possivel obter a identificacao

molecular dos fungos isolados e confirmar a sua identificacao morfolégica.

Amplificacdo do ADN
(PCR)

v

Limpeza do produto da
amplificacdo

v

Sequenciagdo e
identificacao molecular.

Figura 2-31 - Etapas da identificacdo molecular de fungos.

O fungo identificado C. halotolerans existente nos edificios (Figura 2-32), sera o fungo isolado
utilizado nos ensaios de crescimento acelerado em laboratorio, em argamassas de cal nano
aditivadas com TiO, e micro cortica, e assim poder avaliar a variacdo temporal do
crescimento de fungos em materiais de construcdao. A opcao recaiu pelo fungo C.
halotolerans devido as suas caracteristicas agressivas e de rapido desenvolvimento pois é um

fungo que podemos designar como dominante.
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Investigadores efetuaram a comparacao de diversos métodos para avaliar a variacao temporal
do crescimento de fungos em materiais de construcao, tendo obtido variacao de resultados
entre eles. Deve ser encorajado o uso de varios métodos para obter informacdes sobre o
numero de células vivas, bem como a biomassa fungica total em superficies de materiais de

construcao (Mensah-Attipoe et al., 2016).

Neste estudo a avaliacao temporal do crescimento de fungos foi efetuada visualmente e com
recurso a microscopia eletronica. Por fragmento de cada amostra foram efetuadas entre 5 a
10 visualizacdes. O registo foi anotado numa escala de 0 a 10 em que O significa que a area
observada nao contém vestigio do desenvolvimento de fungos (0% de area contaminada) e 10
significa que a area visualizada esta toda contaminada (100% de area contaminada), isto é

que o fungo se desenvolveu e ocupou a superficie observada na sua totalidade.

Figura 2-32 - Estrutura de fungo do género C. halotolerans.
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3 PROCEDIMENTOS DE ENSAIO E MATERIAIS UTILIZADOS
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3.1 Introdugao

Um dos principais problemas existentes no interior dos edificios & o aparecimento de fungos.
Assim a sua prevencao ou eliminacao fazem parte de diversos estudos na comunidade

cientifica.

O uso de materiais com propriedades antiflngicas torna-se assim essencial e extremamente

importante tanto na construcdo nova como na reabilitacdo de edificios.

No presente capitulo, apresentam-se os procedimentos de ensaio e as matérias-primas

usados neste trabalho.

3.2 Procedimentos de ensaio

Os ensaios de microscopia eletronica e difracao de raios X foram realizados no Laboratério de
Servicos de Caracterizacao de Materiais da Universidade do Minho (SEMAT/UM). Os ensaios
de espectroscopia de raios X por dispersdo em energia foram realizados nos laboratérios de
Servicos de Caracterizacdo de Materiais da Universidade do Minho (SEMAT/UM) e
Laboratorio de Micologia Aplicada do Centro de Engenharia Biologica da Universidade do
Minho. Os ensaios de porosimetria de mercurio e porosimetria a Hélio, foram realizados no
Laboratério de Quimica da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto. A
espectrometria de difracdo laser foi realizada nos Laboratdrios de Engenharia Mecéanica da

Universidade do Minho.

A identificacao e caracterizacao dos fungos foram realizadas no Laboratério de Micologia
Aplicada e na Micoteca da Universidade do Minho (MUM) no Centro de Engenharia Biologica

(CEB/UM).
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Os ensaios de trabalhabilidade e resisténcias mecanicas foram realizados no Laboratério de

Materiais de Construcdo do Departamento de Engenharia Civil da Universidade do Minho.

O crescimento acelerado dos fungos foi realizado em camara climatica no Laboratério de

Estruturas do Departamento de Engenharia Civil da Universidade do Minho.

3.2.1 Caracterizacdo das matérias-primas

A caracterizacao das matérias-primas foi baseada essencialmente na determinacao da analise
granulométrica, espectrometria de difracao laser, difracdo de raios X (XRD) e observacoes
microscopicas. Os valores fornecidos pelos fabricantes para algumas propriedades também

foram indicados.

3.2.1.1 Andlise granulométrica

O ensaio de determinacdo da curva granulométrica do agregado foi realizado com base na
norma portuguesa NP EN 933-1 (IPQ, 2000). O ensaio consiste na separacao através da

peneiracao de uma amostra de material em diversas classes granulométricas.

Inicialmente uma amostra de agregado foi colocada em estufa a uma temperatura de 110+5
°C até atingir a massa constante. Posteriormente, a amostra de areia foi colocada na coluna
de peneiros, comecando pelo peneiro de maior abertura e agitando os varios peneiros sem

risco de perda de material. Foi registada a massa de material retido em cada peneiro.

3.2.1.2 Espectrometria de difracdo laser

A espectrometria de difracao laser ¢ uma técnica que permite analisar a distribuicdo de
tamanhos de particula de uma amostra. Esta técnica baseia-se na medicao da variacao
angular na intensidade da luz difundida a medida que um feixe de laser interage com as
particulas dispersas da amostra. Normalmente as particulas grandes tendem a dispersar a

luz em pequenos angulos e as particulas pequenas em angulos grandes. Através da analise
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dos diferentes padroes de dispersao angular e tendo por base a teoria de difusado da luz de

Mie é assim possivel calcular o tamanho das particulas presentes (Lab19).

3.2.1.3 Porosimetria por intruséo de mercurio (MIP)

A porosimetria por intrusao de mercurio (MIP) ¢ uma técnica que permite quantificar a
percentagem e a distribuicdo de poros abertos em uma dada amostra solida. Esta técnica
baseia-se em fendmenos capilares a pressdes controladas, em que o poro é assumido como
capilar, e na pressao necessaria para aplicar o mercurio a ser intrudido e preencher os poros
presentes em funcao do seu tamanho, permitindo assim o calculo de a distribuicdo de poros
abertos. Permite analisar um conjunto de parametros relacionados com a porosidade aberta
dos materiais e produtos, como a distribuicao do tamanho dos poros e o diametro médio e o

volume total de poros (Lab19).

A utilizacao da intrusao de mercurio para obter informacdo sobre a estrutura porosa dos
materiais, nomeadamente a distribuicdo de tamanhos de poros, a area de superficie, a
densidade e a porosidade, remonta aos anos vinte e foi da autoria de Washburn (Webb et al.,

1997)

3.2.1.4 Picndmetro de gds hélio

O picnometro de gas determina o volume verdadeiro de um solido, mesmo que poroso, por
variacao da pressao de gas numa camara de volume conhecido (Webb et al., 1997).
Normalmente utiliza-se hélio porque este gas, além de inerte, penetra facilmente nos poros
(acessiveis) da amostra, devido ao pequeno tamanho dos seus atomos, permitindo, assim,

determinar o volume do solido com mais rigor.

O picnometro de hélio é constituido por duas camaras de volumes conhecidos (por calibracao
prévia): a camara onde se coloca a amostra e a camara de expansao, ligadas por uma valvula

(valvula de expansao).
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3.2.1.5 Observa¢bes microscopicas

As observacdes microscopicas dos fungos e da sua evolucao nos materiais foram efetuadas

COM recurso a microscopios eletrénicos.

Na Figura 3-1, pode ver-se o equipamento existente no Laboratério de Servicos de

Caracterizacdo de Materiais da Universidade do Minho (SEMAT/UM) que possui um sistema

integrado de microanalise por raios X (EDS energy dispersive spectrometer - espectrometro de

energia dispersiva) e um sistema de detecdo e analise de padroes de difracdo de eletrdes

rectrodifundidos (EBSD Electron Backscatter Diffraction- Difracdo de Retroespalhamento de

Elétrons) de marca EDAX modelo Pegasus X4M com as seguintes caracteristicas (Semat,

2019):

Caracteristicas do sistema EDS

Detetor de Si (Li) tipo SEM de janela ultra fina (SUTW);

Aquisicao e analise de espectros de raios X (B-U) - qualitativo e quantitativo com
correcao de matriz ZAF e FIROZ,

Captura digital de imagem SEM e selecao do ponto/regiao de analise;

Mapas de perfis de raios X — por elementos, espectro integral e quantitativos;
Automacao da aquisicao de mapas de raios X em regioes multiplas;

Anélise sequencial automatica de particulas e de regides/campos multiplos.

Caracteristicas do sistema EBSD

Unidade de detecao de EBSD com Céamara DigiView Il e detector “Forward Scatter
Detector System”;

Software para registo e analise de padroes de difracao de eletroes retrodifundidos;
Software para registo, processamento e analise de OIM;

“Software Delphi” de identificacao de fases combinando resultados de analise EDS e

EBSD (Base de Dados ICDD - Versao Académica).
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Figura 3-1 - Microscopio eletrénico no SEMAT

No Laboratério de Micologia Aplicada da Universidade do Minho o microscépio de varredura

usado para observacao dos fungos foi um Phenom ProX (Figura 3-2), com as seguintes

caracteristicas (Paralab, 2019):

Gama de magnificacao: 80 - 150.000x

Resolucao: < 8nm

Gama de elementos detetaveis: B5— Am95

Fonte de cristais de estado sélido de longa duracao e alto brilho (CeB6)

Gama de aceleracao: 5, 10 e 15 kV - modo avancado na gama entre 4,8 kV e 15 kV
com passos de 0.1kV

Obtencéo de imagem SEM apds carregamento da amostra: <30 segundos

Camara a cores para navegacao de amostra: zoom de 20 a 120x com possibilidade
de operar em campo claro e escuro.

Pro Suite incluido

Baixo consumo de energia
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Figura 3-2 - Microscopio eletronico idéntico ao do Laboratorio de Micologia Aplicada da Micoteca da

Universidade do Minho (Paralab, 2019)

3.2.1.6 Difragdo de raios X (XRD)

A analise por difracao de raios X (XRD - do inglés: x-ray diffraction) permite a identificacao do
material através da caracterizacao de sua estrutura cristalina e € uma das principais técnicas
de caracterizacdo microestrutural de materiais cristalinos. Na Figura 3-3 encontra-se o
equipamento usado no Laboratdrio de Servicos de Caracterizacdo de Materiais da
Universidade do Minho (SEMAT/UM) que possui as seguintes caracteristicas técnicas (Semat,
2019):

e Gerador de raios-X com poténcia maxima de 3 kW;

e \Voltagem do gerador de raios-X: 20-60 kV, ajustavel em passos de 1 kV;

e Corrente do gerador de raios-X: 10-60 mA, ajustavel em passos de 1 mA;

e (Configuracao do goniometro: Theta/2Theta ou Theta/Theta;

e Passo do goniometro (Theta/2Theta): 0.0001°;

e Variacdo angular: - 110° a 168°;

e Ampola de raios-X (anodo) de cobre com focagem longa e fina (alta resolucao);

e Espelho de raios-X (tipo Gobel) de alto ganho para o feixe incidente, com um

comprimento minimo de 40 mm e uma divergéncia de feixe menor que 0.03°;
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Aborsor automatico/motorizado para atenuacdo do feixe com coeficientes até
1:10,000, e 1:1 para a radiacao de cobre;

Colimador tipo “Knife edge” para reflectometria;

Conjunto de micro-fendas: 0.3, 0.5, 1, 1.2 e 2 mm de didametro e 1 mm de diagonal,

Filtro de niquel para a radiacdo Cu-K 3 ;

Fendas Soller para feixe paralelo com uma resolucédo angular entre 0.2 e 0.3°;
Detector de cintilacdo com uma taxa maxima de contagem superior a 106 cps;
Detector linear ultra-rapido para difraccao de raios-X (LynxEye);

Eulerian Cradle integradora de rotacdes Chi e Phi bem como translacoes X-Y-Z;
Camara de difraccdo nao ambiental para difractometria numa gama alargada de
temperaturas desde -190 a 1200 °C;

Pacote informatico de software que contempla a interface com o gonidmetro,
tratamento de dados, analise completa de identificacdao de fases, quantificacao
Rietveld, analise de textura, elaboracao de figuras polares, determinacdo de tensdes
residuais, ajuste dos perfis de reflectometria (materiais compésitos, filmes finos e
multicamadas);

Base de dados ICDD/JCPDS compativel com a interface analitica do difractometro.

Este equipamento, permite-nos efetuar os seguintes tipos de analise:

Difractometria de raios-x convencional de elevada resolucdo em amostras
volumeétricas, filmes finos ou pos;

Analise de fases;

Difractometria ambiental, desde -190 °C a 1200 °C;

Incidéncia rasante (GIXD):

Avaliacio das tensdes residuais (sin2 ¥ );

Reflectometria
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Figura 3-3 - Difracdo de raios X (XRD) (Semat, 2019)

3.2.1.7 Espectroscopia de raios X (EDS)

A espectroscopia de raios X por dispersao em energia (EDS - do inglés: Energy Dispersion
Spectroscopy) é uma técnica de microanalise de raios-X qualitativa e quantitativa que pode
fornecer informacdes sobre a composicao quimica de uma amostra para os elementos com

numero atdbmico.

3.2.2 Propriedades fisicas das argamassas

3.2.2.1 Trabalhabilidade

A consisténcia das argamassas permite avaliar rapidamente a sua trabalhabilidade, sendo
esta uma caracteristica fundamental para garantir uma boa aplicacdo em obra e
consequentemente a sua aceitacao no mercado. Assim, foram realizados ensaios de
determinacdo do diametro de espalhamento (Figura 3-4) com o objetivo de conferir uma
trabalhabilidade adequada ao manuseio das argamassas desenvolvidas, tendo sido realizados
com base no método da mesa de espalhamento, especificado pela norma europeia EN 1015-

3 (CEN, 1999).
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O ensaio consiste em preencher um molde troncoconico com a argamassa, sendo esta
colocada em duas camadas, compactando cada uma com 10 pancadas. Apos a colocacao da
segunda camada é necessario retirar o excesso de material na superficie do molde, extraindo
0 mesmo e aplicando 15 pancadas, na velocidade ideal de uma pancada por segundo. Por
ultimo, efetua-se o registo do valor de espalhamento obtido, em duas direcoes
perpendiculares entre si. O valor de espalhamento é obtido calculando o valor médio das

duas medicoes.

Figura 3-4 - Ensaios de trabalhabilidade

3.2.2.2 Massa volumica

A massa volumica das argamassas foi determinada tendo em consideracdo a sua massa e

volume, segundo a expressao (3-1):

Yy ==
\%
(3-1)
Em que:
Y - Massa volumica da argamassa (kg/md);
m - Massa da argamassa (kg);
Vv - Volume da argamassa (m?).
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3.2.3 Propriedades mecanicas das argamassas

Nesta investigacao foram determinadas varias propriedades mecanicas das argamassas, tais

como a resisténcia a flexdo e resisténcia a compressao.

3.2.3.1 Resisténcia a flexdo

Para a determinacéo da resisténcia a flexao foram moldados 3 provetes prismaticos, com
dimensdes de 40x40x160 mm:. O processo de mistura e fabrico dos provetes foi efetuado de
acordo com norma EN 1015-11 (CEN, 1999). Apos o seu fabrico, todos os provetes foram
conservados durante 7 dias em sacos de polietileno, sendo posteriormente colocados em

laboratorio a temperatura ambiente (cerca de 22 °C) durante 21 dias.

A determinacao da resisténcia a flexao foi efetuada com controlo de forca (Figura 3-5), a uma

velocidade de b0N/s. A grandeza foi determinada com base na expressao (3-2):

R. =16 FxL
r= % bxd?
(3-2)

Em que:
Ry - Resisténcia a flexao (MPa);
F — Carga de rotura (N);
L - Distancia entre apoios (mm);
b,d - Altura e largura da base do provete (mm).
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Figura 3-5 - Ensaio a flexdo

3.2.3.2 Resisténcia a compress@o

O ensaio de determinacdo da resisténcia a compressao (Figura 3-6) foi realizado com as

metades resultantes dos ensaios de flexdo.

O comportamento em compressao foi avaliado com controlo de forca, efetuando a aplicacao
da carga no provete a uma velocidade de 150N/s, com recurso a uma peca metalica,
suficientemente rigida para uniformizar a carga vertical (CEN, 1999). A resisténcia a

compressao foi determinada com base na expressao (3-3):

(3-3)

Em que:
R - Resisténcia a compressao (MPa);
F - Carga de rotura (N);

A - Area de teste (mmo).
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Figura 3-6 - Ensaio a compressao

3.3 Materiais usados na investigagao

As matérias-primas utilizadas foram a cal hidraulica, areia, superplastificante, nano TiO, e

micro granulos de cortica.

3.3.1.1 Caracterizagdo do ligante

O resultado obtido da massa volumica real para a cal hidraulica é de 2550 kg/m?(LNEC,
1979). Através da ficha técnica do produto verificamos que a composicao quimica de cal

disponivel Ca(OH),é igual ou superior a 15% e o sulfato ¢ igual ou inferior a 2%.

3.3.1.2 Caracterizagdo dos agregados

A caracterizacao dos agregados utilizados € um fator de extrema importancia, uma vez que
estes influenciam muitas propriedades das argamassas no estado fresco e endurecido. Nesta
investigacao foi usada areia do rio. Em laboratorio foi determinada a massa volimica da areia

que apresentou um valor de 2569 kg/m:.
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O conhecimento da distribuicao granulométrica das particulas do agregado é de extrema
importancia, uma vez que pode influenciar algumas propriedades das argamassas, tais como

a porosidade, permeabilidade e resisténcias mecanicas.

A Figura 3-7 apresenta a distribuicao granulométrica da areia, tendo sido possivel observar
uma distribuicao de particulas entre 0,125 mm e 8 mm, sendo que D10 corresponde a
162,5 um, D50 corresponde a 0,7 mm e D90 corresponde a 2,8 mm. Apresentando um

tamanho médio de particula de 0,762 mm.
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Figura 3-7 - Curva granulométrica da areia.

3.3.1.3 Caracterizag¢do do superplastificante

Nesta investigacao utilizou-se o superplastificante produzido pela BASF, comercialmente
designado por MasterGlenium SKY 617. O seu principal objetivo de aplicacao deveu-se a
diminuicdo da trabalhabilidade das argamassas com a adicao de nano e micro aditivos e
assim permitir manter uma boa trabalhabilidade as mesmas. O material € um polimero

baseado em poliacrilato e com uma densidade de 1050 kg/m:.
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3.3.1.4 Caracteriza¢do do nano TiO,

O nano TiO, usado nesta investigacao comercializado pela Evonik Degussa € o Aeroxide TiO, -
P25. O material é constituido por Anatase e Rutilo, com uma densidade de 3800 kg/me. A
relacao peso de Anatase e Rutilo é de aproximadamente 80/20. O didametro médio das

particulas é de = 21nm.

O difratograma de raios X (XRD) do TiO, - P25 é apresentado na Figura 3-8. Notam-se os

picos com pequeno alargamento e elevada intensidade indicando o perfil cristalino.
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Figura 3-8 - Difratograma de raio X (XRD) da amostra de TiO, - P25 fornecida pela Evonik.

3.3.1.5 Caracterizagdo dos micro grdnulos de cortica

Os micro granulos de cortica foram fornecidos pela empresa Amorim Cork Composites nao

sendo até a data um material comercializado com a referéncia MF8.
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Na Figura 3-9 vemos a espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDS) da amostra
de micro granulos de cortica, a sua composicao e analise quimica no ponto + esta
identificada na Figura 3-10 e na Tabela 3-1. A micro cortica é essencialmente composta por
Carbono (71,48%), € composta também por Oxigénio, Potassio, Cloro, Cacio e Fésforo estes

elementos em menores quantidades.

O difratograma de raios X (XRD) da amostra micro granulos de cortica é apresentado na

Figura 3-11.

Figura 3-9 - Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDS) da amostra de cortica em (+)

Tabela 3-1 - Identificacdo quimica da amostra de cortica no ponto (+).

Concentracao
Elemento n® | Simbolo Nome Peso (%)
atomica (%)
6 C Carbono 77,36 71,48
8 0 Oxigénio 22,25 27,39
19 K Potassio 0,24 0,71
17 Cl Cloro 0,08 0,23
20 Ca Calcio 0,05 0,14
15 P Fasforo 0,02 0,05
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Figura 3-11 - Difratograma de raios X (XRD) da amostra de micro granulos de cortica.

Realizou-se também a analise granulométrica por difracdo laser para a amostra de granulos
de cortica. Utilizou-se nesta analise o equipamento Marvern series 2600 droplet and particle
size analyzer (Malvern Instruments). A amostra nao sofreu qualquer tratamento prévio
(dispersao quimica ou mecanica) e as condicdes de analise sao as apresentadas na Tabela
3-2. O valor de D [4,3] é de 56,51 um, para D[3,2] obteve-se 40,21 um, o D90 corresponde
a 98,54 um, 0 D10 é 23,79 um e D50 é 51,75 um. Na Tabela 3-3 ¢é apresentada a listagem
de resultados obtidos dos diametros e percentagem acumulada das particulas, o respetivo

grafico é apresentado na Figura 3-12.
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Tabela 3-2 — Condicdes técnicas dos ensaios realizados.

Comprimento focal 63mm
Comprimento do feixe 50mm
Obturacao 0,1487
Velocidade de agitacao e circulacao 2600rpm

Tabela 3-3 - Analise granulométrica da amostra de cortica.

Didmetro | Concentragdo | Valor cumulativo | Didmetro | Concentragdo | Valor cumulativo
(nm) (%) (%) (nm) (%) (%)
1,22 0,00 0,00 12,50 0,40 2,20
1,31 0,00 0,00 13,40 0,40 2,60
1,41 0,00 0,00 14,40 0,50 3,10
1,51 0,00 0,00 15,50 0,60 3,70
1,63 0,00 0,00 16,70 0,70 4,40
1,75 0,00 0,00 17,90 0,80 5,20
1,88 0,00 0,00 19,30 1,00 6,20
2,09 0,00 0,00 20,70 1,10 7,30
2,18 0,00 0,00 22,30 1,30 8,60
2,34 0,00 0,00 24,00 1,50 10,10
2,52 0,00 0,00 25,80 1,70 11,80
2,71 0,00 0,00 27,70 2,00 13,80
2,91 0,00 0,00 29,80 2,40 16,20
3,19 0,00 0,00 32,00 2,90 19,10
3,37 0,00 0,00 34,40 3,50 22,60
3,62 0,00 0,00 37,00 4,10 26,70
3,89 0,00 0,00 39,80 4,60 31,30
4,19 0,00 0,00 42,80 5,00 36,30
4,50 0,00 0,00 46,10 5,20 41,50
4,84 0,00 0,00 49,50 5,30 46,80
5,21 0,10 0,10 53,30 5,20 52,00
5,60 0,10 0,20 57,30 5,10 57,10
6,02 0,10 0,30 61,60 4,90 62,00
6,48 0,10 0,40 66,20 4,70 66,70
6,97 0,10 0,50 71,20 4,50 71,20
7,49 0,10 0,60 76,60 4,40 75,60
8,05 0,10 0,70 82,40 4,30 79,90
8,66 0,10 0,80 88,60 4,10 84,00
9,31 0,20 1,00 95,20 4,10 88,10
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Didmetro (um)

3.4 Consideragdes finais

Figura 3-12 — Histograma da analise granulométrica da amostra de cortica.
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Todos os procedimentos de ensaio foram selecionados tendo em consideracao os objetivos

gerais e especificos desta investigacdo. Em cada fase foram selecionados ensaios especificos

de modo a obter as caracteristicas definidas. Todos os ensaios foram baseados em normas

devidamente identificadas, com o objetivo de permitir a sua comparacao com outros

trabalhos experimentais. Devido a especificidade dos materiais utilizados, foi necessario

efetuar algumas adaptacées nos referidos procedimentos de ensaio, tendo sido estes

referidos sempre que necessario. A selecéo e caracterizacao das matérias-primas utilizadas

foram realizadas de forma rigorosa, com base em varios ensaios especificos.
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4 ARGAMASSAS DE CAL COM INCORPORACAQ DE NANO TiO,
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4.1 Introdugao

A reabilitacao de edificios associada as questdes ambientais fazem que na construcao se

procurem solucdes alternativas as aplicacdes de biocidas ou materiais hidrofugos.

O estudo de argamassas com propriedades antifungicas nao tem tido o devido interesse pela
comunidade cientifica. Torna-se urgente encontrar e desenvolver tecnologias construtivas que

nos permitam prevenir e controlar o desenvolvimento de fungos nos edificios.

Neste capitulo sao apresentados varios estudos efetuados, abordando varias tematicas e
problematicas deste tipo de argamassas. A nano TiO, tem sido usada em diversos estudos
onde se aproveitam as suas propriedades fotocataliticas, neste estudo usou-se a
nanotecnologia de maneira a aproveitar as caracteristicas nano do TiO, j& amplamente

estudadas.

O termo fotocatalise € a aceleracao de uma fotorreacao na presenca de um catalisador. De
uma maneira geral o processo é baseado na irradiacdo de um fotocatalisador (semicondutor
inorganico), neste caso o TiO,, que absorve a energia do fotdo (luz UV), maior ou igual a
energia do “band gap” (quantidade minima de energia para excitar o eletrdo) do
semicondutor para provocar a transicao eletronica (Figura 4-1). O eletrao, sob irradiacao, €
promovido da banda de valéncia para a banda de conducao, oxidando compostos organicos e

reduzindo metais dissolvidos ou outras espécies (Ziolli et al., 1998).
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Figura 4-1 - Esquema simplificado da fotocatalise heterogénea do TiO, adaptado de (Ferreira, 2005)

No que diz respeito as propriedades fisicas e mecanicas das argamassas foi realizado um
estudo no seu estado fresco e endurecido. Assim, serdo apresentadas diferentes
propriedades tais como: trabalhabilidade, comportamento a flexao, comportamento a
compressao, crescimento acelerado de fungos, analise da porosimetria por intrusao de

mercurio e a gas hélio e observacao ao microscopio do crescimento de fungos.

Nesta investigacdo usou-se a cal hidraulica (NHL 5) como ligante, a areia de rio,
superplastificante (SP) e por ultimo, o nano TiO, estes materiais ja foram descritos no capitulo

3.

4.2 Composicao e fabricacao

Foram desenvolvidas 4 formulacdes distintas, as quais se apresentam na Tabela 4-1. As
formulacdes em estudo sao constituidas por diferentes percentagens de TiO, (2, 4 e 6%),
existindo sempre uma composicdo de referéncia, ou seja sem adicao de nano TiO,. O

processo de mistura e fabrico dos provetes para a determinacao da resisténcia a compressao
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e flexdo foi efetuado de acordo com norma EN 1015-11. Para cada composicao, foram

moldados 3 provetes prismaticos com 40x40x160 mm:.

Tabela 4-1- Formulacéo das argamassas (kg/m?).

COMPOSICAO LIGANTE AREIA SP TiO2 AGuA
A0 - 0% TiO; 500,00 1407,52 1,00 0,00 292,56
Al - 2% TiO; 500,00 1399,13 1,50 10,00 292,56
A2 - 4% TiO; 500,00 1390,74 2,00 20,00 292,56
A3 - 6% TiO; 500,00 1382,35 2,50 30,00 292,56

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Analise da porosimetria por intrusdao de mercurio e de gas hélio

O tamanho dos poros e a distribuicao nas argamassas foram analisados usando o
instrumento de porosimetria por intrusao de mercurio (MIP), usando uma faixa de pressao de
0,2396 a 413 MPa, o que permitiu a medicao do tamanho de poro de 10,64 um a 3,5 nm.
Foram usados na analise, um angulo de contato avancado/recuando, de mercurio de 140 ° e

tensao superficial de 0,480 N/m.

A porosidade tedrica foi determinada usando porosimetro a hélio do laboratério de Quimica
da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto.

Na Figura 4-2 observa-se que para as amostras Al,..., e A2,..., a percentagem maior de poros
esta entre os diametros 1 e 10 um (60%) e 40% dos poros é de menor dimensao. E nas
amostras AO,,.,, e A3...,, a percentagem menor de poros esta entre os diametros 1 e 10 um
(30%) e 70% dos poros & de menor dimensao.

Na Figura 4-3 verificamos que a maioria das amostras em estudo apresentam a quantidade
de poros de maior dimensao entre 7 a 8 um de diametro e poros de menor dimensao entre

0s 0,05 e 0,1 um. Pela Figura 4-3, observa-se também que a crescente introducao de TiO,,
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implica 0 aumento da percentagem de poros de maior dimensao com 7 a 8 um de diametro

e diminui a percentagem de poros de menor dimensao.

----- — e, 100
. 95
\ 90
.. 85
S
S
5 — A0
[
g N s Al
£ -==A2
=
= = N S A3
=
0,001 0,01 0,1 51 10 100 1000
Diametro dos poros (um)
Figura 4-2 - Percentagem de mercurio incrementada nas argamassas aos 180 dias
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Figura 4-3 - Quantidade de mercurio incrementada nas argamassas aos 180 dias

A porosidade total é obtida através da soma entre a porosidade interparticulas e a porosidade

intraparticulas, conforme representado esquematicamente na Figura 4-4.
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O gas hélio é usado para medir a “densidade real” e a “verdadeira porosidade” com a
suposicao de que o hélio, sendo o menor atomo, deve ser capaz de penetrar no menor poro,
enquanto outros fluidos nao. Pequenos atomos de hélio sdo capazes de penetrar nos poros
microscopicos das amostras (Schobert, 2013). Essa determinacdo mede a porosidade das

amostras mais efetivamente (Glover, 2014).

No entanto através do ensaio de porosimetria de mercurio observamos que apesar da
porosidade interparticulas ser mais baixa nas amostras Al,.,, e A3, ., Verifica-se que a
porosidade intraparticulas, total e teorica (esta obtida através de porosimetria a hélio), sdo

bastante mais elevadas em relacao as amostras Al,,.,, € A2, -

Yolume invadido

, intraparticulas

N

S

Yolume invadido

interparticulas

Figura 4-4 — Sumario de porosidade (Jeronimo et al., 2019)
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As amostras Al,,,,, e A2,,.., tm uma estrutura de poros muito proxima e na sua globalidade
podemos afirmar que sao muito menos porosas que a amostra AO,,..,, tendo esta amostra

uma estrutura mais proxima da amostra A3,,.,,, como se verifica pela Figura 4-5 e na Tabela

4-2.

A introducao de TiO, proporcionou uma maior homogeneidade das amostras principalmente a
Al,.., e A2, com uma reducao significativa da porosidade. No caso da amostra A3,,.,
apesar da porosidade interparticulas ser baixa ouve um grande aumento da porosidade

intraparticulas que se justifica devido ao aumento das particulas finas e a sua dificuldade de

Figura 4-5 - Porosidade das argamassas aos 180 dias (Jeronimo et al., 2018)

mistura na argamassa.

Tabela 4-2 - Resultados de porosidade das argamassas

Diametro Porosidade Porosidade Porosidade Porosidade
Codigo Amostras médiodo Interparticulas Intraparticulas Total Tedrica
poro (nm) (%) (%) (%) (%)
A0 0% TiO; 56,60 1,27 18,15 19,42 24,75
Al 2% TiO; 247,40 3,04 3,87 6,91 19,49
A2 4% TiO> 237,00 3,45 4,59 8,03 22,90
A3 6% TiO; 50,17 2,75 12,58 15,33 23,40
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Com a incorporacao de TiO,, o diametro médio dos poros aumenta. No entanto a medida que
a percentagem de TiO, aumenta o diametro médios dos poros diminui. Isto deve-se ao efeito

conjugado do SP e do empacotamento causado pela finura elevada do TiO,.

4.3.2 Trabalhabilidade

Os ensaios de trabalhabilidade foram realizados com o objetivo de conferir uma
trabalhabilidade adequada ao manuseio das argamassas desenvolvidas, tendo sido realizados
com base no método da mesa de espalhamento, especificado pela norma europeia EN 1015-
3 (CEN, 1999). O valor resultante do ensaio apenas foi considerado, quando compreendido
entre 160-180 mm. Com o aumento da percentagem de nano TiO, verificou-se que a
trabalhabilidade da argamassa diminui e para conseguir manter a trabalhabilidade dentro dos
valores definidos foi usado SP. Assim na Figura 4-6 podemos verificar a percentagem de SP
em funcao da quantidade de nano TiO,. Nas amostras com 0%, 2%, 4% e 6% de TiO, foi usado
0,2%, 0,3%, 0,4% e 0,5% de SP respectivamente. Assim manteve-se a trabalhabilidade das
argamassas formuladas nos parametros estabelecidos, pois verificou-se que a introducao de
nano particulas em substituicdo da areia diminui a trabalhabilidade das argamassas devido a
sua finura, justificando assim o uso do SP como forma de manter essa caracteristica nos

parametros pré-definidos.
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Figura 4-6 - Percentagem de superplastificante em funcdo da percentagem de nano TiO,

4.3.3 Comportamento a flexao e a compressao

A avaliacao da resisténcia a flexao e compressao foi efetuada com base na norma europeia
EN 1015-11 (CEN, 1999), aos 28 dias de idade dos elementos de ensaio. Para o
comportamento em flexao foram utilizados provetes com dimensdes de 40x40x160mme:. Os
ensaios foram realizados com controlo de forca, a uma velocidade de 50N/s. O
comportamento em compressao foi avaliado efetuando a aplicacao da carga no provete com
recurso a uma peca metalica, suficientemente rigida para uniformizar a carga vertical. Os
provetes utilizados para o ensaio foram as metades resultantes dos ensaios de flexao. Os

ensaios foram realizados com controlo de forca, a uma velocidade de 150N/s.

De acordo com a Figura 4-7, foi possivel observar que com a incorporacao de 2% e 4% de TiO,
houve um aumento da resisténcia a compressao, para 6% de TiO, verifica-se um ligeiro
decréscimo em relacdo a incorporacao de 4%. Na Figura 4-8, verifica-se um aumento da
resisténcia a flexao, com a incorporacao de 2% e 4% de TiO,, para 6% de TiO, verifica-se um

ligeiro decréscimo em relacdo a incorporacao de 4%. Verifica-se que a pososidade total
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diminui com a incorporacao de TiO,. No entanto para 6% de incorporacdo a porosidade &

maior que para 4%. Isso deve-se ao efeito de dispersao do SP.

De salientar o aumento de 19% da amostra AQO,,.,, para a A2,..,, em relacdo a compressao e

de 14% da amostra AQ,,,,, para a A2,..,, em relacao a flexao.
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Figura 4-7 - Comportamento & compressao das argamassas aos 28 dias
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Figura 4-8 - Comportamento a flexdo das argamassas aos 28 dias

De acordo com a norma NP EN 998-1 (IPQ, 2010), podemos classificar as argamassas de
acordo com a Tabela 4-3. Na Tabela 4-4 verificamos que as argamassas desenvolvidas,
classificam-se de CSIl. Assim verifica-se que a incorporacao de TiO, nao prejudica a

resisténcia a compressao das argamassas, contribuindo mesmo para um ligeiro aumento.

Tabela 4-3- Classificacao das argamassas de acordo com a especificacdo NP EN 998-1:2010

CLASSIFICACAO RESISTENCIA A COMPRESSAO
csl 0,4a2,5MPa
csli 1,5a 5,0 MPa
cslil 3,5a 7,5 MPa
CSIV > 6,0 MPa

Tabela 4-4- Classificacao das argamassas segundo a resisténcia a compressao

CcODIGO AMOSTRA RESISTENCIA A COMPRESSAO (MPa) CLASSIFICACAO
AO 0% TiO, 3,8 csli
Al 2% TiO, 4,39 csli
A2 4% TiO, 4,69 csli
A3 6% TiO, 4,44 csli
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4.3.4 Crescimento acelerado de fungos

Para o crescimento acelerado de fungos foram preparadas amostras em tijolos de acordo
com a Figura 4-9. As alvenarias de tijolo sdo amplamente usadas nas divisorias interiores dos
edificios em Portugal. Apesar das dificuldades de controlo em amostras de maiores
dimensbes é importante ter uma amostra com uma escala suficiente para validar os
resultados obtidos. Depois de 28 dias em laboratério as amostras foram pulverizadas com
esporos do fungo C. halofolerans diluidos em agua peptonada com uma concentracao de

1,26 x 107 (Figura 4-10 e Figura 4-11), aproximadamente 3 x 10° esporos/cm:.

Figura 4-9 - Preparacéo das amostras (colocacao das argamassas em tijolos)

As amostras foram colocadas em camara climatica a 25 °C e humidade relativa de 85%
constante. Para cada amostra pulverizada com esporos (Figura 4-11) foi colocada uma
amostra sem esporos (teste negativo). Colocaram-se trés placas de Petri, na camara com
meio de cultura MEA (teste positivo) onde também foram pulverizados esporos. Aos 3 dias,
nas placas Petri (Figura 4-12), ja era visivel o crescimento dos fungos o que confirma as

condicdes 6timas para a sua evolucao.
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Figura 4-10 - Concentracao de esporos C. halotolerans

Figura 4-11 - Pulverizacao dos esporos nas amostras

Figura 4-12 — Evolucéo do fungo C. halotolerans nas placas Petri aos 3 dias
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Acompanhou-se a evolucao dos fungos até aos 49 dias, data na qual se efetuou visualizacédo
ao microscopio. Foram colocadas duas lampadas de vapor de mercurio que emitem radiacao
ultravioleta (UV). A distribuicdo de cor da energia espectral é apresentada na Figura 4-13.
Neste caso o comprimento de onda da radiacao emitida das lampadas tinha que ser superior
a 280 nm, pois para comprimentos de onda entre 100-280 nm tem propriedades germicidas
0 que poderia afetar o crescimento dos fungos. As lampadas eram ligadas 4 horas por dia,
para assim podemos simular compartimentos dos edificios com menos luz solar,
compartimentos onde a probabilidade de surgimento de fungos € maior. O afastamento das

amostras foi de 30 cm.

300 400 500 600 700 Anm

Figura 4-13 - Distribuicao de cor da energia espectral das lampadas

Figura 4-14 - Amostras na camara climatica aos 49 dias
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Aos 49 dias apos colocacao na camara climatica (Figura 4-14), na visualizacdo ao
microscopio eletronico (SEM), a amostra onde a evolucao do C. halotolerans ¢ menor é na

A2,...., coincidindo com a amostra que teve melhores desempenhos fisicos € mecanicos.

Na Figura 4-15 podemos verificar a evolucao do crescimento do fungo C. halotolerans em
todas as amostras numa ampliacdao de 3000x. Na amostra AO 0% TIO2, verificamos que o
fungo se encontra praticamente em toda a area, na amostra A3,,,, verifica-se mais de 60% da
imagem ocupada pelo fungo. Na amostra Al,,,, 0 fungo comeca a desenvolver-se e na
amostra A2,.,, 0 fungo praticamente ainda se encontra a germinar. Esta dificuldade de
desenvolvimento dos fungos deve-se a baixa porosidade das amostras, mas o efeito

fotocatalitico também influencia.

SUBIS[OIOJEY ") WO D)

o[onUod

Figura 4-15 - Imagens visualizadas ao microscopio aos 49 dias (3000x)

Para acelerar ainda mais o crescimento do C. halotolerans, aos 49 dias foi-lhe fornecido
“alimento” — MEB (caldo de extrato de malte: em inglés malt extract broth) (Figura 4-16).

Para tal selecionou-se uma area de 10 cm? da amostra e pulverizou-se com 4,2 ml de MEB. O
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posicionamento das amostras na camara climatica apds a pulverizacao foi mantido de acordo

com o inicial (Figura 4-17).

Figura 4-16 — MEB

Figura 4-17 — Camara climatica apos a pulverizacao de MEB aos 49 dias

A visualizacao foi efetuada aos 49 dias e apresenta-se na Tabela 4-5. Foi retirado de cada
amostra um fragmento da superficie para poder ser visualizada ao microscopio eletronico. Por
cada fragmento foram efetuadas entre 5 a 10 visualizacdes e anotado esse registo numa
escala de 0 a 10 em que O significa que a area observada ndo contém vestigio do
desenvolvimento de fungos (0% de area contaminada) e 10 significa que a area visualizada
esta toda contaminada (100% de area contaminada), isto é que o fungo se desenvolveu e
ocupou a superficie observada na sua totalidade. Na Figura 4-18 verifica-se uma amostra

AQ....,, com C. halotolerans visualizada aos 49 dias que foi classificada com 8. Nas amostras
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de controlo ndo foram visualizados quaisquer desenvolvimentos de fungos e todas elas foram

classificadas com 0. Podemos ver na Figura 4-19 a amostra AQ,,.,...., ONde nao visualizamos

(controlo)

qualquer fungo. Na amostra A2, .. ......s (Figura 4-20) classificada com 1, verifica-se que o

desenvolvimento dos fungos é muito baixo.

Figura 4-19 - Amostra AQ, oz @0S 49 dias (3000x)

80



Figura 4-20 - Amostra A2, sowess 205 49 dias (3000x)

Tabela 4-5 - Classificacao do desenvolvimento do C. Aalotolerans na superficie das amostras aos 49 dias

CLASSIFICACAO DO DESENVOLVIMENTO DO C. halotolerans
AMOSTRA
TiO,

AO  ® & & & & & & 0

C. halotolerans 0% Ti02

AOcontrolo .
A]-C. halotolerans 29 TiOz . . .

Alcontrolo .
AZC. halotolerans 4% Ti 02 .

Azcontrolo .
A3C. halotolerans 6% Ti 02 . . . . . .

A3controlo .

1] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
. 0 - drea observada sem vestigios de desenvolvimento de fungos
49 dias
area observada completamente contaminada pelos fungos-10

Na amostra AO,,.,, onde foi pulverizado C. halotolerans (Figura 4-21) verifica-se que aos 118
dias o fungo encontra-se ramificado em toda a amostra. Na Figura 4-22 verificamos que aos
118 dias na Amostra Al,, ... w.es EXiSte um foco de desenvolvimento do fungo no centro da
amostra. A amostra A2,, ..., 5em pulverizacao de C. halofolerans praticamente o fungo néo

se desenvolveu (Figura 4-23).
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Figura 4-22 - Amostra Al e mowess @05 118 dias (1000x)

Verificamos na Tabela 4-6 a classificacao do desenvolvimento na superficie das amostras do

C. halotolerans aos 118 dias.

Apds o fornecimento de alimento visualizou-se ao microscopio a evolugcdo do crescimento
dos fungos passados 69 dias, isto € 118 dias apds a colocacdo das amostras na camara
climatica. Verifica-se uma evolucdo do crescimento dos fungos, maior ramificacdo na
argamassa e estruturas mais desenvolvidas. Apesar da amostra Al,, ¢ wwess t€F também um
bom desempenho, a amostra A2, m.e.s CONtinua @ mostrar o melhor desempenho
antifungico. A amostra A3,,..c wwesy COM maior % de TiO, ndo apresenta o melhor

desempenho devido ao grande aumento da sua porosidade intraparticulas que aumenta
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significativamente a porosidade total da amostra e esse aumento nao é compensado pelo

efeito fotocatalitico do TiO, (Figura 4-24).

sueiajooEeyTD WO

Figura 4-24 - Imagens visualizadas ao microscopio aos 118 dias (1000x)

Tabela 4-6 - Classificacao do desenvolvimento do C. halofolerans na superficie das amostras aos 118 dias

CLASSIFICAGAO DO DESENVOLVIMENTO DO C. halotolerans
TiO,

AMOSTRA

AOC. halotolerans o T . . . . . . . .
0% TiO,
Aocontrolo . .
Al e & & & 8
C. halotolerans 2% Ti 02
A:]-controlo . .
A2 _ e & & °
C. halotolerans 4% TIOz
Azcontrolo . .
A3C. halotolerans o/ T . . . . . - . . .
6% TiO,
A3contr0|o . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
. 0 - drea observada sem vestigios de desenvolvimento de fungos
118 dias

area observada completamente contaminada pelos fungos -10
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4.4 Conclusao

O melhor desempenho antifungico verificado na amostra A2, tanto aos 49 dias (Figura
4-25), como aos 118 dias (Figura 4-26) é justificado pelo aumento do diametro médio do
poro da argamassa quando adicionamos nano TiO,. Esta situacdo permite que a reacao
fotocatalitica se desenvolva mais facilmente. Os melhores desempenhos mecanicos das

amostras Al,,, e A2,..., devem-se as suas inferiores porosidades totais.

AO

winodsopeis won

0[50

Figura 4-25 - Imagens visualizadas ao microscépio aos 49 dias (3000x).

wnodsope[s Wo o

Figura 4-26 — Imagens visualizadas ao microscopio aos 118 dias (1000x).
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5 ARGAMASSAS DE CAL COM INCORPORACAO DE MICRO GRANULOS DE
CORTICA
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5.1 Introdugao

A cortica é utilizada em inumeras aplicacdes na construcao: isolamentos, revestimentos entre
outros, mas as suas propriedades antifungicas ainda sao pouco estudadas. Neste capitulo
sao apresentados varios estudos efetuados, abordando varias tematicas e problematicas de
argamassas aditivadas com micro granulos de cortica. O uso da nanotecnologia serviu para

aproveitar as caracteristicas da cortica.

No que diz respeito as propriedades fisicas e mecanicas das argamassas foi realizado um
estudo no seu estado fresco e endurecido. Assim, serao apresentadas diferentes
propriedades tais como: trabalhabilidade, comportamento a flexdao, comportamento a
compressao, crescimento acelerado de fungos, analise da porosimetria por intrusdo de

mercurio e a gas hélio e observacao ao microscopio do crescimento de fungos.

Nesta investigacdo usou-se a cal hidraulica (NHL 5) como ligante, a areia de rio,
superplastificante (SP) e por ultimo, o micro granulos de cortica. Estes materiais ja foram

descritos no capitulo 3.

Todos os procedimentos e ensaios tiveram como referéncia o capitulo 4, para no final deste
capitulo poder-se efetuar uma comparacao relativa dos dois tipos de argamassas nano e

micro aditivadas.

5.2 Composicao e fabricacao

Foram desenvolvidas 5 formulacoes distintas de argamassas, as quais se apresentam na
Tabela 5-1. As formulacoes em estudo sao constituidas por diferentes percentagens de micro
granulos de cortica (2, 4, 6 e 8%), existindo sempre uma composicdo de referéncia, ou seja
sem adicao de micro granulos de cortica. Neste caso e como nao temos qualquer tipo de

referéncia para argamassas aditivadas com micro granulos de cortica efetuou-se mais uma
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formulacdo com 8% de micro granulos de cortica. O processo de mistura e fabrico dos
provetes para a determinacéo da resisténcia a compressao e flexao foi efetuado de acordo
com norma EN 1015-11. Para cada composicdo, foram moldados 3 provetes prismaticos

com 40x40x160 mme.

Tabela 5-1- Formulacéo das argamassas (kg/m?).

COMPOSICAO LIGANTE AREIA SP CORTICA AGUA
B0 - 0 cortica 500,00 1407,52 1,00 0,00 292,56
B1 - 2% cortica 500,00 1316,24 1,50 10,00 292,56
B2 - 4% cortica 500,00 1224,95 2,00 20,00 292,56
B3 - 6% cortica 500,00 1133,67 2,50 30,00 292,56
B4 - 8% cortica 500,00 1042,38 3,00 40,00 292,56

5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Andlise da porosimetria por intrusdo de mercurio e de gés hélio

O tamanho dos poros e a distribuicao nas argamassas foram analisados usando o
instrumento de porosimetria por intrusao de mercurio (MIP), usando uma faixa de pressao de

0,2396 a 413 MPa, o que permitiu a medicdo do tamanho de poro de 10,64 £ ma 3,5 nm.

Foram usados na analise, um angulo de contato avancado/recuando, de mercurio de 140 ° e
tensao superficial de 0,480 N/m.

A porosidade teodrica foi determinada usando porosimetro a hélio do laboratorio de Quimica
da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto.

Na Figura 5-1 observa-se que na amostra B3,,.... a percentagem maior de poros esta entre
os diametros 1 e 10 um (60%) e 40% dos poros € de menor dimensao. Nas amostras B0,y
e B4,,...... @ percentagem menor de poros esta entre os didmetros 1 e 10 um (30%) e 70% dos
poros é de menor dimensao. Na amostra B2,,....., 100% dos poros esta entre os didmetros 1
e 10 uym e na amostra B1,,.. percentagem menor de poros esta entre os diametros 1 e 10

um (2,5%) e 97,5% dos poros é de menor dimensao.
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Na Figura 5-1 verificamos que na maioria as amostras em estudo apresentam a quantidade
de poros de maior dimensao entre 2 a 3 um de diametro e poros de menor dimensao entre
0s 0,1 e 1 um. Pela Figura 5-2 observa-se também que a crescente introducdo de micro
granulos de cortica, implica o aumento da percentagem de poros de menor dimensdao com

0,1 a 1 um de diametro e diminui a percentagem de poros de maior dimensao.
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Figura 5-1 - Percentagem de mercurio incrementada nas argamassas aos 180 dias
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Figura 5-2 - Quantidade de mercurio incrementada nas argamassas aos 180 dias

88



A porosidade total é obtida através da soma entre a porosidade interparticulas e a porosidade

intraparticulas.

O gas hélio é usado para medir a “densidade real” e a “verdadeira porosidade” com a
suposicao de que o hélio, sendo o menor atomo, deve ser capaz de penetrar no menor poro,

enquanto outros fluidos nao.

No entanto, através do ensaio de porosimetria de mercurio observamos que a porosidade
interparticulas ¢ mais baixa nas amostras Bl, .o BZucme € B3ewmen Verifica-se que a
porosidade intraparticulas, total e tedrica (esta obtida através de porosimetria a hélio) das
amostras Bl,, .. € B3,me Sa0 bastante mais elevadas em relacdo a amostra B0, e A
porosidade intraparticulas, total e tedrica (esta obtida através de porosimetria a hélio) da

amostra B2, ... € idéntica & amostra B0,

B Porosidade Interparticulas

O Porosidade Intraparticulas
B Porosidade Total

B Porosidade Teoérica

BO B1 B2 B3 B4
Amostras

Figura 5-3 - Porosidade das argamassas aos 180 dias

As amostras B0, © Bl,cme M uma estrutura de poros muito proxima e na sua
globalidade podemos afirmar que sao muito menos porosas que as amostras B2, ... €

BBG%CORTICA'
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A introducdo de micro granulos de cortica proporcionou uma maior homogeneidade da
amostra B1,,...... com uma reducao significativa da porosidade interparticulas, mas houve um
grande aumento da porosidade intraparticulas que se justifica devido ao aumento das
particulas finas e a sua dificuldade de mistura na argamassa. Nas amostras B1,,..ccn B2.comen
B34comn € Bicomen Verifica-se um aumento da porosidade tedrica, também confirmada pelos

resultados mecanicos inferiores que se obtiveram (Figura 5-3 e Tabela 5-3).

Tabela 5-2 - Resultados de porosidade das argamassas aos 180 dias.

Diametro Porosidade Porosidade Porosidade Porosidade
Cédigo Amostras médiodo Interparticulas Intraparticulas Total Teodrica
poro (nm) (%) (%) (%) (%)
BO 0% cortica 58,20 1,48 18,89 20,37 23,02
B1 2% cortica 91,74 0,12 23,26 23,38 27,31
B2 4% cortica 25,10 0,78 18,83 19,61 31,66
B3 6% cortica 196,90 2,19 25,05 27,24 32,01
B4 8% cortica 458,70 1,00 10,95 11,95 34,04

5.3.2 Trabalhabilidade

Os ensaios de trabalhabilidade foram realizados com o objetivo de conferir uma
trabalhabilidade adequada ao manuseio das argamassas desenvolvidas, tendo sido realizados
com base no método da mesa de espalhamento, especificado pela norma europeia EN 1015-
3 (CEN, 1999). O valor resultante do ensaio apenas foi considerado, quando compreendido
entre 160-180 mm. Com o aumento da percentagem de micro granulos de cortica também
se verificou que a trabalhabilidade da argamassa diminui e para conseguir manter a
trabalhabilidade dentro dos valores definidos foi usado SP. Assim na Figura 5-4 podemos
verificar a percentagem de SP e micro granulos de cortica em funcao da quantidade de
ligante usado. Na amostra BO com 0% de micro granulos de cortica foi usado 0,2% de SP (em
relacdo ao ligante), para a amostra B1,,.... 0,3% de SP, para a amostra B2,,..... 0,4% de SP,
para a amostra B3,,...... 0,5% de SP e para a amostra B4,,..... 0,6% de SP, conseguindo assim
manter a trabalhabilidade das argamassas formuladas nos parametros estabelecidos.

Verificou-se que a introducao de micro particulas diminui a trabalhabilidade das argamassas
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devido a sua finura, justificando assim o uso do SP como forma de manter essa caracteristica

nos parametros pré-definidos.
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Percentagem de micro granulos de cortica

Figura 5-4 - Percentagem de superplastificante em funcao da percentagem de micro granulos de cortica.

5.3.3 Comportamento a flexao e a compressao

A avaliacao das resisténcias a flexao e compressao foi efetuada com base na norma europeia
EN 101511 (CEN, 1999), aos 28 dias de idade dos elementos de ensaio. Para o
comportamento em flexao foram utilizados provetes com dimensdes de 40x40x160mme. Os
ensaios foram realizados com controlo de forca, a uma velocidade de 50N/s. O
comportamento em compressao foi avaliado efetuando a aplicacdo da carga no provete com
recurso a uma peca metalica, suficientemente rigida para uniformizar a carga vertical. Os
provetes utilizados para o ensaio foram as metades resultantes dos ensaios de flexao. Os

ensaios foram realizados com controlo de forca, a uma velocidade de 150N/s.

De acordo com a Figura 5-5, foi possivel observar que com a incorporacdo de micro granulos
de cortica houve uma diminuicdo da resisténcia a compressao e na Figura 5-6, verifica-se

também uma diminuicdo da resisténcia a flexao. Este decréscimo da resisténcia foi
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devidamente analisado neste capitulo com recurso a analise da porosimetria por intrusao de
mercurio e de gas hélio. Verifica-se um aumento da porosidade com a incorporacao de micro
cortica. As resisténcias mecanicas sao também afetadas pela natureza dos granulos de

cortica comparada com a areia.

Salienta-se que apesar do decréscimo de resisténcia as argamassas das amostras B1l,, ... €
B2,..one. @ditivadas com micro granulos de cortica tém resisténcias a compressao de 3,03 e

1,78 MPa, respetivamente.
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Figura 5-5 - Comportamento a compressao das argamassas aos 28 dias

92



0,500
0,450 A

0,400 N

0,350 —

0,300 A

0,250 >

0,200 S

0,150
0,100
0,050
0,000

Reseisténcia a Flexdo (MPa)

B0-0% cor. B1-2% cor. B2-4% cor. B3-6% cor. B4-8% cor.

Figura 5-6 - Comportamento a flexdo das argamassas aos 28 dias

De acordo com a norma NP EN 998-1 (IPQ, 2010), podemos classificar as argamassas de
acordo com a Tabela 5-3. Na Tabela 5-4 verificamos que as argamassas desenvolvidas,
classificam-se de CSIl as amostras BO,..mce Blicomes € B2ucomen € CSI @s amostras B3, . €
B4, ... Assim verifica-se que a incorporacao de nanogranulos de cortica prejudica a
resisténcia a compressdo das argamassas e sO as argamassas Bl, ... € B2.cma S€

classificam de CSII.

Tabela 5-3- Classificacao das argamassas de acordo com a especificacdo NP EN 998-1:2010

CLASSIFICACAO RESISTENCIA A COMPRESSAQO
csl 0,4a2,5MPa
csli 1,5a 5,0 MPa
cslil 3,5a7,5 MPa
CSIV > 6,0 MPa

Tabela 5-4- Classificacao das argamassas segundo a resisténcia a compressao

CcODIGO AMOSTRA RESISTENCIA A COMPRESSAO (MPa) CLASSIFICACAO
BO 0% cortiga 4,08 csli
B1 2% cortiga 3,03 Csli
B2 4% cortica 1,78 csii
B3 6% cortiga 1,13 (o]
B4 8% cortica 0,81 Csl
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5.3.4 Crescimento acelerado de fungos

Para o crescimento acelerado de fungos foram preparadas amostras em tijolos da mesma
forma que para as argamassas de nano TiO,. Depois de 28 dias em laboratorio as amostras
foram pulverizadas com esporos do fungo C.halotolerans diluidos em agua peptonada com

uma concentracao de 1,26 x 107, aproximadamente 3 x 10° esporos/cme.

As amostras foram também colocadas em camara climatica a 25 °C e humidade relativa de
85% constante. Para cada amostra pulverizada com esporos foi colocada uma amostra sem
esporos (teste negativo). Colocaram-se trés placas de Petri, na camara com meio de cultura
MEA (teste positivo) onde também foram pulverizados esporos. Aos 3 dias, nas placas Petri,
ja era visivel o crescimento dos fungos o que confirma as condicdes détimas para a sua

evolucao.

Acompanhou-se a evolucao dos fungos até aos 49 dias, data na qual se efetuou visualizacao
a0 microscopio.

Aos 49 dias apos colocacao na camara climatica, na visualizacdo ao microscopio eletronico
(SEM), a amostra onde a evolucdo do C. halotolerans é menor é na Bl,, .., Coincidindo com

a amostra que teve melhores desempenhos fisicos e mecanicos.

Na Figura 5-10 podemos verificar a evolucdo do crescimento do fungo C. halotolerans em
todas as amostras numa ampliacédo de 3000x. Na amostra B0, verificamos que o fungo
se encontra praticamente em toda a area, na amostra B2,,.... verifica-se mais de 50% da
imagem ocupada pelo fungo. Nas amostras B3, € B4uwome 0 fungo desenvolve-se com

mais facilidade e na amostra B1,,.,., 0 fungo estd pouco desenvolvido.

Da mesma forma, para acelerar ainda mais o crescimento do C. halotolerans, aos 49 dias foi-
lhe fornecido “alimento” — MEB (caldo de extrato de malte: em inglés malt extract broth).

Para tal selecionou-se uma area de 10 cm? da amostra e pulverizou-se com 4,2 ml de MEB.
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A visualizacado efetuada aos 49 dias, apresentada na Tabela 5-5, foi retirada de cada amostra
um fragmento da superficie para poder ser visualizada ao microscopio eletronico. Por cada
fragmento foram efetuadas entre 5 a 10 visualizacbes e anotado esse registo numa escala de
0 a 10 em que O significa que a area observada nao contém vestigio do desenvolvimento de
fungos (0% de area contaminada) e 10 significa que a area visualizada esta toda contaminada
(100% de area contaminada), isto é que o fungo se desenvolveu e ocupou a superficie
observada na sua totalidade.

Na figura 5-7 verifica-se uma amostra B0, o visualizada aos 49 dias que foi

C. halotolerans)
classificada com 8. Nas amostras de controlo foram visualizadas algumas contaminacées de
diversos fungos e foram classificadas entre O e 4. Podemos ver na Figura 5-8 a amostra
BOcomenens ONAE N0 visualizamos qualquer fungo. Na amostra Bl,. o ¢ wowens (FigUra 5-9)

classificada com 1, verifica-se que o desenvolvimento dos fungos é baixo.

Figura 5-7 - Amostra BO  comen ¢ sovemy @05 49 dias (3000x)
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Figura 5-9 - Amostra Bl,.come ¢ muwess @05 49 dias (3000x)

Tabela 5-5 - Classificacao do desenvolvimento do C. Aalotolerans na superficie das amostras aos 49 dias

CLASSIFICACAO DO DESENVOLVIMENTO DO C. halotolerans
AMOSTRA

Cortica

BOC. halotolerans o . . . . . . . . . .
0% Cortica
Bocontrolo .
B1
C. halotolerans 2% Cortica . . . .
Blcontrolo .
B2 e & & & @
C. halotolerans 4% Cortica
Bzcontrolo . .
B3C‘ halotolerans o . . . . . - . . .
6% Cortica
B3contro|o .
B4C. halotolerans . . . . . . . . . .
8% Cortica
B4'controlo . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
. 0 - drea observada sem vestigios de desenvolvimento de fungos
49 dias

area observada completamente contaminada pelos fungos -10
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Figura 5-10 - Imagens visualizadas ao microscopio aos 49 dias (3000x)

Apds o fornecimento de alimento visualizou-se ao microscopio a evolucdo do crescimento dos
fungos passados 69 dias, isto ¢ 118 dias apos a colocacao das amostras na camara
climatica. Verifica-se uma evolucao do crescimento dos fungos, maior ramificacdo na
argamassa e estruturas mais desenvolvidas. Apesar da amostra B2, ... (Figura 5-11) ter
também um bom desempenho, a amostra B1,,..... (Figura 5-12) continua a mostrar o melhor

desempenho antifungico.

Figura 5-11 - Amostra B2, comes . soweary @05 118 dias (1000x)
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Figura 5-12 - Amostra Bl ,.comen c smoseny @05 118 dias (1000x)

No caso das argamassas micro aditivadas com granulos de cortica, verificou-se que nas
amostras de controlo houve contaminacéo com fungos de géneros diferentes (Figura 5-13 e
Figura 5-14), para evitar essa contaminacao em experiéncias futuras sugere-se a esterilizacao
dos micro granulos de cortica a 70 °C. No decorrer das experiéncias verifica-se que o
C.halotolerans é o género dominante, dado que nas amostras onde foi pulverizado o
C.halotolerans nao foram visualizados outros géneros de fungos, nao alterando assim os

resultados obtidos.

Figura 5-13 - Amostra B2 . commes comes @05 118 dias (1000x)
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Figura 5-14 - Visualizacao da amostra B1,.comes comas CONtaminada com Aspergillus (3000x)

A classificacdo do desenvolvimento do C.halotolerans na superficie das amostras é
apresentado na Tabela 5-6. Na Figura 5-15 apresenta-se uma visualizacao de todas as

amostras aos 118 dias, onde as podemos comparar com a amostra B1,, ..

suBRioIo/EY " WoD

Figura 5-15 - Imagens visualizadas ao microscopio aos 118 dias (1000x)
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Tabela 5-6 - Classificacao do desenvolvimento do C. halofolerans na superficie das amostras aos 118 dias

CLASSIFICACAO DO DESENVOLVIMENTO DO C. halotolerans
AMOSTRA
Cortica
BOC. halotolerans o . . . . . . . . . .
0% Cortica
Bocontrolo .
BlC. halotolerans 29 . . . . . . .
% Cortica
B]-controlo . . .
BZC. halotolerans . . . . . - . . .
4% Cortica
Bzcontrolo . . . . .
B3C. halotolerans . . . . . . . .
6% Cortica
B3controlo . . . . .
B4C. halotolerans . . . . . . . .
8% Cortica
B4controlo . . . . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
. 0 - drea observada sem vestigios de desenvolvimento de fungos
118 dias
area observada completamente contaminada pelos fungos -10

5.4 Conclusao

O melhor desempenho antifungico verificado na amostra Bl,,.... tanto aos 49 dias (Figura
5-16), como aos 118 dias (Figura 5-17) é justificado pela diminuicdo da porosidade
interparticulas da argamassa quando adicionamos micro granulos de cortica, neste caso
apesar de haver uma reducao nos desempenhos fisicos que é justificado com o aumento da
porosidade teorica, a argamassa é mais homogénea pois a porosidade interparticulas é muito

baixa.

SuBIIOIONRY " WOY)

Figura 5-16 - Imagens visualizadas ao microscopio aos 49 dias (1000x).
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Figura 5-17 — Imagens visualizadas ao microscopio aos 118 dias (1000x).

Neste caso quando aditivamos as argamassas com micro granulos de cortica verifica-se que a
porosidade intraparticulas aumenta o que mostra a dificuldade em efetuar a mistura de
particulas finas. O uso de algumas técnicas correntes de nanotecnologia como a dispersao
das micro particulas em agua seria seguramente muito util, para poder melhorar ainda mais

as propriedades antifungicas deste material.

Na Tabela 5-7 efetua-se a comparacao da classificacdo do desenvolvimento do C.halotolerans
na superficie das amostras aos 118 dias entre as argamassas nano e micro aditivadas com
TiO, e granulos de cortica que classificamos com maior desempenho (A2,.., € Bl, ome)-
Verifica-se um melhor desempenho da amostra A2,,..,, em relacao a amostra B1,,.,, de cerca

de 20%.

Na Figura 5-18 podemos visualizar o desenvolvimento dos fungos nas duas amostras, apesar
de na amostra B1,,... a area de ocupacéo do fungo ser superior & da amostra Al,,,, 0 seu

nivel de desenvolvimento e estrutura sao idénticos.
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Tabela 5-7 — Comparacéo da classificacdo do desenvolvimento do C. halofolerans na superficie das amostras

aos 118 dias entre as argamassas

CLASSIFICACAO DO DESENVOLVIMENTO DO C. halotolerans
AMOSTRA
TiO, vs Cortiga

A2 C. halotolerans . . . .

Aocontrolo . .
B]-C. halotolerans . . . . . .

Blcontrolo . . .

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
. 0 - drea observada sem vestigios de desenvolvimento de fungos
118 dias
area observada completamente contaminada pelos fungos -10

Suelajolojely "o won

Figura 5-18 - Visualizacdo das amostras A2,..., € Bl ,.come @0s 118 dias (1000x)
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6 CONCLUSAO
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Apresentam-se no presente capitulo as principais conclusdes resultantes da analise dos
resultados obtidos das campanhas experimentais realizadas, assim como sugestoes para
novas linhas de investigacao e trabalhos futuros, que podem dar continuidade a este trabalho

e que irdao com certeza contribuir para aprofundar o conhecimento da tematica em causa.

As conclusdes aqui referidas tém como base as condicdes laboratoriais, equipamentos e

materiais utilizados neste trabalho e anteriormente descritas.

6.1 Consideragdes finais

Com base nas recolhas efetuadas foi possivel isolar fungos do género Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium e Alternaria existentes nos edificios da zona Norte de Portugal.

A caracterizacao molecular permitiu confirmar a sua identificacdo morfologica e identificar o
Cladosporium halotolerans, o Aspergillus jensenii, o Penicillium chysogenum e a Alternaria

sect. Alternaria.

Neste trabalho, estudou-se os efeitos da incorporacdo direta de nano e micro aditivos (TiO, e

granulos de cortica) nas propriedades antifungicas de argamassas a base de cal.

Com base nas campanhas experimentais realizadas conclui-se que é possivel realizar com
sucesso a incorporacao de nano e micro aditivos de forma direta em argamassas a base de

cal para melhorar as suas caracteristicas antifungicas.
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A caracterizacao fisica das argamassas envolveu a realizacao de testes no estado fresco e
endurecido, tais como a determinacdo da sua trabalhabilidade. Por outro lado, a
caracterizacdo mecanica das argamassas foi desenvolvida com base em ensaios de
determinacéo da resisténcia a flexao e resisténcia a compressao. Por ultimo, a avaliacao do
desenvolvimento de fungos na superficie das argamassas teve como base a realizacdo de

observacdes microscopicas.

Foi possivel observar que com a incorporacao nano TiO, nas argamassas, houve um aumento
da resisténcia a compressao e da resisténcia a flexao até aos 4%, para os 6% nota-se um

ligeiro decréscimo, devido ao aumento da porosidade.

As propriedades antifungicas das argamassas nano aditivadas com TiO, podem ser

verificadas quando adicionamos 4% de nano TiO,.

O aumento da porosidade das argamassas nano aditivadas com TiO,, que esta associada ao
maior numero de particulas finas e a sua dificuldade de mistura na argamassa provoca a
diminuicdo das propriedades antifungicas para incorporacdes acima dos 4%. Além disto
apresenca de maior quantidade de nano TiO, dificulta o desenvolvimento da reacao

fotocatalitica.

Foi possivel observar que com a incorporacao de micro granulos de cortica nas argamassas,
houve um decréscimo da resisténcia a compressao e da resisténcia a flexao, devido a

natureza deste material.

As propriedades antifungicas das argamassas micro aditivadas com cortica podem ser
verificadas quando adicionamos 2% de micro granulos de cortica, para valores acima de 2%

verifica-se também o aumento da porosidade das argamassas.
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Comparando as propriedades antifungicas entre os nano aditivos TiO, e micro granulos de
cortica, verifica-se um melhor desempenho quando adicionamos TiO, do que granulos de
cortica. Usando uma escala qualitativa podemos afirmar que com a incorporacao de nano
TiO, verifica-se que o desempenho antifungico das argamassas é muito bom e que com a

incorporacao de micro granulos de cortica o desempenho antifungico das argamassas € bom.

6.2 Trabalhos futuros

O trabalho desenvolvido ao longo desta investigacdo permitiu obter bons resultados
relacionados com propriedades antifungicas de argamassa de cal nano e micro aditivadas
com TiO, e granulos de cortica. Contudo sé foram dados os primeiros passos numa area com
grande poténcial de desenvolvimento, pelo que existem ainda diversas necessidades de

investigacao.

Estas necessidades de investigacdo prendem-se com os seguintes aspetos:

v Aumentar a area de recolha de fungos a Portugal Continental e Arquipélagos
dos Acores e Madeira e efetuar a sua identificacao,

v Analisar a existéncia de outro tipo de microorganismos além dos fungos,

v Relacionar a existéncia de fungos em edificios com doencas respiratorias dos
seu utilizadores.

v Melhorar a incorporacao dos nano e micro aditivos nas argamassas atraves de
técnicas ja adotadas na nanotecnologia como a dispersao (combinando
meétodos fisicos e quimicos) dos aditivos em agua,

v Efetuar um estudo econémico sobre as argamassas nano e micro aditivadas.
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