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[Dedico este trabalho em memdria dos meus avds paternos]

“A persisténcia € 0 caminho do éxito.”
(Charles Chaplin)






RESUMO

O presente projeto de mestrado foi realizado na Escola Superior de Tecnologia e Gestdo de
Viseu (ESTGV), teve a duracdo de seis meses, compreendidos entre o dia 06 de fevereiro de
2017 e o dia 31 de julho de 2017, tendo como tema principal a “Avaliagdo Microbiologica em
Materiais de Construcao ¢ do Potencial Risco em Ensaios Laboratoriais”.

Este estudo teve como principais objetivos avaliar primeiramente numa escala laboratorial a
resisténcia de diferentes materiais de construcao ao desenvolvimento de fungos e numa segunda
parte do trabalho, avaliar o risco de exposi¢do dos técnicos de um laboratoério de investigacao
de um estabelecimento de ensino superior aos agentes bioldgicos e quimicos. Deste modo,
inicialmente realizaram-se um conjuntos de testes laboratoriais utilizando diferentes materiais
de construcdo (argamassas e gesso cartonado) e sujeitos a aplicacdo de distintos sistemas de
pintura tendo em conta as suas caracteristicas variadas (substrato, natureza, protecao fungica,
entre outras). Estes provetes de ensaio foram posteriormente inoculados com uma espécie
fangica caracteristica de ambientes internos. Os ensaios decorreram numa camara climatica
em condi¢bes ambientais controladas de temperatura e humidade relativa. A investigacdo
incidiu na avaliacdo quantitativa e qualitativa da populacdo fungica ao longo do periodo de
amostragens definido (6 meses). Durante o ensaio procedeu-se a avaliacdo dos substratos e
sistemas de pintura aplicados nos provetes de ensaio. A identificacdo da espécie fungica foi
efetuada através de analises macroscopicas, microscépicas para estudo da sua morfologia entre
outras caracteristicas e através de testes bioquimicos . A caracterizacdo do estado final de
conservacao dos provetes de ensaio foi fundamentada no ensaio de carbonatacdo com base na
determinacéo do valor de pH e na aspersdo do indicador fenolftaleina in situ. Em simultaneo,
procedeu-se a medi¢do dos Compostos Organicos Volateis (COV) totais na cdmara climética
onde estavam a decorrer 0s testes. As amostragens microbioldgicas ao ar interior e a medicédo
dos pardmetros fisicos e quimicos ocorreram numa instituicdo de ensino superior, mais
precisamente em espagos pertencentes a um laboratdrio de investigacdo académico. A avaliacdo
da exposicdo aos agentes biolégicos foi realizada com base em duas metodologias distintas,
respetivamente amostragem ativa e passiva. A amostragem ativa realizada com recurso a uma
bomba de extragdo do ar na avaliacdo da populacdo de fungos e bactérias e a amostragem
passiva na avaliacdo apenas da populagdo de fungos. Esta ultima avaliacdo consistiu na
colocacdo de caixas de Petri abertas com meio solido para a sedimentacdo dos esporos fungicos
ou fragmentos presentes no ar ambiente, por acdo da gravidade durante um certo periodo de
tempo conhecido. A avaliagdo da exposi¢cdo aos agentes quimicos e medi¢fes de pardmetros
fisicos foi realizada aquando das amostragens bioldgicas e para 0s mesmos espagos, tendo sido
efetuadas medicdes de parametros tais como a temperatura, humidade relativa do ar, o didxido
de carbono (CO2) e os COV totais através de medigdes em continuo realizadas por
equipamentos de medicéo eletronicos. Os resultados obtidos revelaram que tanto na avaliacdo
quantitativa como na qualitativa as contagens maximas de fungos foram registadas nos provetes



de gesso cartonado em relacdo aos provetes de argamassa. Os substratos de gesso, revelaram-
se pouco resistentes ao desenvolvimento de fungos, comparativamente aos provetes de
argamassa. A aplicacdo de sistemas de pintura nos provetes de argamassa com niveis de
protecdo elevada numa das camadas, ndo permitiu concluir qual das tintas usadas como
primario ou acabamento assegura a auséncia de fungos. Os provetes constituidos pelo sistemas
de pintura a base de cal e de tintas acrilicas demonstraram um desempenho desfavoravel face
ao desenvolvimento de fungos. Os testes realizados para a identificacdo da espécie fungica
indicaram que talvez estivéssemos perante a espécie Penicillium brevicompactum. O ensaio de
carbonatacdo segundo os dois processos mencionados revelou que os provetes ndo apresentam
qualquer indicio de carbonatacéo, e por fim a medicdo de COV no interior da camara climatica
revelou que ndo existe uma relacdo significativa entre 0s mesmos e o crescimento dos fungos.
Os resultados relativos as amostragens passiva aos fungos e ativa as bactérias revelaram valores
que se encontravam fora da gama de contagem definida por caixa. As concentracdes resultantes
da amostragem ativa aos fungos revelaram que os locais proximos da camara climatica séo os
que apresentam uma maior concentracao flngica coincidentes com temperaturas elevadas, mas
humidades relativas baixas. Os valores medidos de temperatura e humidade relativa do ar néo
apresentam qualquer risco para a salde e conforto térmico dos técnicos. As concentracdes de
Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) nao se encontram dentro do limite legal estabelecido
pela legislacdo nacional, deste modo nada se pode concluir sobre o risco que representam para
0s técnicos expostos as mesmas, teriam de ser realizadas novas avaliacfes. As medicGes em
continuo dos COV totais permitiram concluir que as suas concentra¢des medidas se encontram
acima dos limites legais, sendo a exposicdo aos mesmos considerada de médio risco para 0s
técnicos. Enquanto a monitorizacdo das concentracdes de CO2 encontram-se dentro do limite
legal estabelecido pela legislacdo, ndo comportando qualquer risco para os técnicos. Por fim,
foram ainda propostas algumas medidas de prevencao relativas a ventilacao dos espacos, sendo
fundamental a realizacdo de 5 renovagdes por hora de forma a diminuir o risco de exposi¢édo
aos agentes monitorizados.






ABSTRACT

This project was carried out at the Escola Superior de Tecnologia e Gestéo de Viseu (ESTGV),
which lasted for six months, between February 6 of 2017 and July 31 of 2017, having as main
theme the "Microbiological Evaluation in Construction Materials and the Potential Risk in
Laboratory Tests".

The main objectives of this study were to evaluate, on a laboratory scale, the resistance of
different building materials to the development of fungi and, in a second part, to evaluate the
risk of exposure of technicians of a research laboratory of a higher education institution to
biological agents and chemicals. In this way, a set of laboratory tests using different
construction materials (mortars and plasterboard) and subjected to the application of different
painting systems were carried out, taking into account their varied characteristics (substrate,
nature, fungal protection, among others) . These test specimens were then inoculated with a
fungal species characteristic of indoor environments. The experiments were conducted in a
climatic chamber under controlled ambient conditions of temperature and relative humidity.
The investigation focused on the quantitative and qualitative evaluation of the fungal population
over the defined sampling period (6 months). During the test, the substrates and paint systems
applied to the test specimens were evaluated. The identification of the fungal species was
carried out through macroscopic, microscopic analyses to study its morphology among other
characteristics and through biochemical tests. The characterization of the final state of
preservation of the test specimens was based on the carbonation test based on the determination
of the pH value and the sprinkling of the phenolphthalein indicator in situ. At the same time,
the total Volatile Organic Compounds (VOC) were measured in the climatic chamber where
the tests were taking place. Microbiological sampling of indoor air and the measurement of
physical and chemical parameters occurred in a higher education institution, more precisely in
spaces belonging to an academic research laboratory. The evaluation of exposure to biological
agents was performed based on two different methodologies, respectively active and passive
sampling. The active sampling using an air extraction pump in the evaluation of the population
of fungi and bacteria and the passive sampling in the evaluation of the fungi population only.
This last evaluation consisted of the placement of open Petri dishes with solid media for the
sedimentation of fungal spores or fragments present in the ambient air, by gravity during a
certain known period of time. The chemical exposure assessment and physical parameter
measurements were carried out during biological samplings and for the same spaces, and
parameters such as temperature, relative humidity, carbon dioxide (CO.) and VOC through
continuous measurements by electronic measuring equipment. The results showed that in both
quantitative and qualitative evaluation, the maximum fungal counts were recorded on the
gypsum test cards in relation to the mortar test pieces. The gypsum substrates showed little
resistance to the development of fungi compared to mortar specimens. The application of paint
systems to mortar specimens with high levels of protection in one of the layers did not allow to
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conclude which of the paints used as primer or finish ensures the absence of fungi. The test
pieces consisting of the lime-based and acrylic paint systems showed an unfavourable
performance against the development of fungi. The tests carried out for the identification of the
fungal species indicated that we might be before the species Penicillium brevicompactum. The
carbonation test according to the two processes mentioned has shown that the samples do not
show any indication of carbonation, and finally the measurement of VOC inside the climatic
chamber has revealed that there is no significant relationship between them and the growth of
fungi. Results from passive to fungal and bacterial active samplings revealed values that were
outside the box count range. Concentrations resulting from active fungal sampling revealed that
the locations close to the climatic chamber are those with a higher fungal concentration
coincident with elevated temperatures but with relatively low humidities. The measured values
of temperature and relative humidity do not pose any risk to the health and thermal comfort of
the technicians. Concentrations of Colony forming Units (CFU) are not within the legal limit
established by national legislation, thus nothing can be concluded about the risk they pose to
the technicians exposed to them, further evaluations would have to be carried out. Continuous
measurements of total VOC allowed the conclusion that their measured concentrations are
above legal limits, and exposure to them is considered a medium risk for technicians. While the
monitoring of CO, concentrations are within the legal limit established by the legislation, and
do not pose any risk to the technicians. Finally, some preventive measures regarding ventilation
of the spaces were also proposed, being essential to carry out 5 renovations per hour in order to
reduce the risk of exposure to the agents monitored.
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I-Introducéo

I. Introducao

.1 Enquadramento do trabalho

Durante a vida Util dos edificios estes encontram-se sujeitos ao envelhecimento natural e a
eventuais danos nos materiais de construgdo devido a diferentes processos quimicos, fisicos e
biolodgicos que podem ocorrer (H. Viitanen et al., 2010). Atualmente, uma das patologias mais
habituais nas superficies interiores das paredes e dos tetos dos edificios é o desenvolvimento de
fungos filamentosos mais conhecidos por bolores. Fazia parte dos habitos quotidianos das
pessoas a necessidade de abrir janelas para proceder ao arejamento dos edificios. Contudo,
atualmente as preocupacBes com 0s consumos energéticos tém conduzido a um agravamento
desta patologia, pois os edificios cada vez sdo mais estanques, ndo se garantindo desta forma
caudais de ventilacdo adequados para a renovacgao do ar interior. Deste modo, nos espacos
interiores verifica-se um aumento da humidade do ar o que proporciona condi¢cfes favoraveis
para 0 desenvolvimento de microrganismos (Sedlbauer, 2001). A humidade é uma das
principais causas de desenvolvimento de bolores nos edificios e da degradagdo dos elementos
de construcdo, nomeadamente através dos fendmenos de condensacdo. Frequentemente as
condensacgOes resultam de uma concecgédo inadequada da envolvente, associada ao incorreto
tratamento das pontes térmicas, insuficiente isolamento térmico, ventilacdo reduzida e néo
homogeénea dos espagos e aquecimento muitas vezes insuficiente ou inexistente (Pinto, Freitas,
& Viegas, 2007). A utilizagdo de determinados materiais como revestimento interior das
paredes e tetos também pode contribuir para agravar o problema.

Varios estudos realizados pela comunidade cientifica indicam que o crescimento fungico afeta
ndo s6 a durabilidade e desempenho dos materiais, mas também tem um impacto significativo
na salde e bem-estar dos ocupantes. As infecBes respiratorias (pneumonias e tuberculose),
reacOes alérgicas (asma e rinite) e efeitos irritantes nos olhos, nariz e pele sdo apontados por
varios autores como doencas e sintomas associados a contaminagdo do ar interior por esporos
fangicos e pelos seus metabolitos produzidos durante o seu estagio de vida (WHO, 2009).

A realizacdo de trabalhos de investigacdo em laboratorios de ensino e instituicfes de
investigacdo exigem ambientes com as condi¢cGes minimas de seguranca, pois estes tambem se
encontram expostos a um conjunto de riscos, entre eles os bioldgicos. Os riscos bioldgicos
resultam da exposicédo dos profissionais a agentes infeciosos ou materiais bioldgicos perigosos
que exercem efeitos nocivos sobre a sua saude, como por exemplo as infe¢Oes e alergias
causadas pela manipulacdo de uma grande diversidade de microrganismos, para além da
exposicdo aos agentes quimicos associados ao edificio e ao metabolismo principalmente de
fungos e bactérias (Rim & Lim, 2014). Deste modo, os principais objetivos deste trabalho
consistiram na avaliacdo a uma escala laboratorial da resisténcia de diferentes materiais de
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I-Introducéo

construcao ao desenvolvimento de fungos e simultaneamente avaliar o risco de exposicao dos
técnicos de um laboratorio de investigacdo de um estabelecimento de ensino superior aos
agentes biologicos e quimicos.

.2 Caraterizacao do trabalho

O presente projeto realizado na Escola Superior de Tecnologia e Gestdo de Viseu (ESTGV),
teve a duracéo de seis meses, compreendidos entre o dia 06 de fevereiro de 2017 e o dia 31 de
julho de 2017. O tema principal do projeto foi a “Avaliagdo Microbiologica em Materiais de
Constru¢do e do Potencial Risco em Ensaios Laboratoriais”. O cronograma temporal de

trabalhos deste projeto é apresentado na Tabela 1.1, onde se encontram delineadas as
conseguintes fases e tarefas do mesmo.

Tabela I.1: Cronograma temporal das tarefas realizadas durante o projeto .

Fevereiro Abril Maio Junho | Julho

Tarefas 2017

Pesquisa bibliografica

Anédlise da resisténcia de diferentes
materiais de construgdo ao

desenvolvimento de fungos

Avaliacdo do risco de exposi¢do de
técnicos de laboratério a agentes

bioldgicos e quimicos

Andlise dos resultados e elaboragdo
de proposta de melhorias

Elaboracédo do relatério de projeto

A pesquisa bibliografica consistiu num levantamento da informacdo relativa ao estado da arte
relativo ao tema em questdo e no que concerne a aspetos legais relacionados. De seguida,
realizaram-se um conjunto de testes laboratoriais utilizando diferentes materiais de construcao,
na avaliacdo da resisténcia dos mesmos ao desenvolvimento fungico. Os provetes ensaiados
foram inoculados, com meio liquido nutritivo rico numa espécie fungica para posterior
avaliacdo em termos de quantificacao e inspecao visual, estudo da influéncia do substrato e dos
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sistemas de pintura aplicados nos provetes, analise dos COV totais, avaliacdo da carbonatacédo
e identificacdo da espécie fungica inoculada nos provetes de ensaio.

O passo seguinte consistiu na avaliacdo do risco de exposicao dos técnicos do Laboratorio de
Fisica das Construgdes (LFC) de uma instituicdo do ensino superior aos agentes biologicos e
quimicos. Realizaram-se amostragens microbioldgicas ao ar interior de salas pertencentes ao
LFC onde decorreram os testes laboratoriais para a analise de bactérias e fungos, bem como de
pardmetros quimicos como o CO», os COV totais e adicionalmente efetuaram-se medigdes da
temperatura e humidade relativa desses espacos.

Por fim, realizou-se a analise e discussdo dos resultados, para se proceder a elaboracdo do
respetivo relatdrio do projeto.

1.3 Estrutura do documento

O presente documento encontra-se dividido em diferentes capitulos. No primeiro capitulo (1)
realiza-se uma abordagem tedrica do tema geral de modo a enquadrar os dois casos praticos em
andlise e efetua-se uma breve caracterizacdo do projeto e respetivo planeamento dos trabalhos
a executar. No segundo capitulo (1) realiza-se uma breve reviséao bibliografica que consistiu no
levantamento da informacé&o relativa ao estado da arte segundo o tema em questdo e no que
concerne aos aspetos legais relacionados. Uma vez que os temas abordados neste relatério tém
diferentes especificidades, a apresentacdo dos estudos de caso segue o formato tipico de um
artigo, enquadrando um resumo, introducdo, metodologia, discusséo, concluséo e referéncias
bibliogréaficas. Assim, no terceiro capitulo (Ill) realizaram-se um conjunto de testes
laboratoriais utilizando diferentes materiais de construgdo na avaliagcdo da resisténcia dos
mesmos ao desenvolvimento fungico. Os provetes ensaiados foram inoculados, com meio
liguido nutritivo rico numa espécie fungica para posterior avaliagdo em termos de
quantificacdo, identificacdo, avaliacdo da influéncia do substrato e dos sistemas de pintura
aplicados nos provetes, anélise dos COV totais e avaliacdo da carbonatagdo dos provetes. No
quarto capitulo (IV) procedeu-se a avaliagdo do risco de exposic¢do dos técnicos do LFC de
uma instituicdo do ensino superior aos agentes bioldgicos e quimicos. Realizaram-se
amostragens microbiologicas ao ar interior de salas pertencentes ao LFC onde decorreram 0s
testes laboratoriais, para a analise de bactérias e fungos, bem como de parametros quimicos
como o CO, os COV totais e adicionalmente efetuaram-se medi¢fes de parametros fisicos
como a temperatura e a humidade relativa desses espacos. O quinto capitulo (V) é relativo a
conclusdo geral resultante dos estudos efetuados. O sexto capitulo (V1) apresenta alguns
desenvolvimentos futuros associados aos trabalhos desenvolvidos. E por fim, o sétimo capitulo
(VII) séo os anexos relativos a analise estatistica das caracteristicas dos sistemas de pintura
aplicados nos provetes de ensaio.
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II. Estado da arte

11.1 Desenvolvimento de fungos nos edificios

O desenvolvimento de fungos no interior dos edificios ndo € um problema recente, mas pode
ser considerado um fendmeno intermitente. As crescentes preocupagoes relacionadas com a
eficiéncia energética dos edificios tém conduzido a criacdo de ambientes internos mais
herméticos, providenciando assim um meio favoravel ao desenvolvimento dos fungos (Moon,
2005). Apesar da evolugdo dos materiais de construgdo utilizados, assim como das tecnicas
aplicadas em obra, um entre os principais fatores que proporciona o desenvolvimento desta
patologia nos edificios € a humidade ambiente. Além de proporcionar o desenvolvimento dos
microrganismos, € responsavel por diversos mecanismos de deterioracdo relacionados, quase
sempre, a porosidade do material. Entre os materiais e produtos mais suscetiveis ao ataque dos
fungos estd a madeira, as tintas e os vernizes, estes dois Ultimos dependentes do tipo de
constituintes (Pinheiro, 2003; Sedlbauer, 2001). Assim, surge a necessidade de minimizar e
controlar este problema, garantindo as condicGes de salubridade exigidas a um edificio. Para
tal, € necessario compreender o que sdo fungos e quais os fatores que potenciam o seu
desenvolvimento.

11.1.1 Aspetos gerais dos fungos filamentosos

Os fungos sdo um grupo diverso e amplamente disseminado de organismos abrangendo 0s
bolores, as leveduras e os cogumelos. Na Terra existem cerca de 1,5 milhGes de espécies de
fungos, das quais 100 000 espécies foram identificadas e uma fracdo de aproximadamente 200
espécies integram o microbioma de ambientes interiores (Samson, 2011).

O bolor que se desenvolve nas superficies das edificacdes, manifesta-se através da acdo de
microrganismos conhecidos como fungos filamentosos. A maioria destes fungos é multicelular,
formando uma rede de filamentos denominados por hifas. A sua presenga no interior dos
edificios é notoria através do aparecimento de manchas devido a libertacdo de pigmentos
através dos esporos, ou a presenca do micélio que é o tnico constituinte dos fungos filamentosos
gue se manifesta macroscopicamente (Guerra, Cunha, Silva, & Knop, 2012).

A maioria dos fungos filamentosos sdo quimiorganotréficos e aerdbios, alimentando-se por
meio da secrecdo de enzimas extracelulares que digerem materiais poliméricos, como
polissacarideos ou proteinas em mondmeros que sdo assimilados como fontes de carbono e
energia (Madigan, Martinko, Bender, Buckley, & Stahl, 2016).
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A Figura 11.1, apresenta esquematicamente o ciclo de reproducéo assexuada tipico dos fungos
filamentosos que consiste em quatro estagios: producdo dos esporos, germinacao dos esporos,
o0 crescimento das hifas e a formacao de unidades reprodutivas.

e Micélio
Crescimento N @,ﬁjﬁﬁfjﬁ, €
hifas SSY Ay

_________ > i

i i
a-l ;
i

Hifas vegetativas ,:E—B\?/‘fﬁff:f
___________ > ; —

0o
O <}H Esporos

Conidioforo ’

Germinagéo dos Esporos

Figura 11.1: Ciclo de vida dos fungos filamentosos (adaptado de Guerra et al., 2012).

Todo o processo reprodutivo por esporulacdo de um fungo tem inicio com a producéo de células
reprodutoras especializadas, 0s esporos vegetativos (ou conideos) que se encontram em cadeias
sob a extremidade de uma estrutura filamentosa resistente o conidiéforo. O tamanho do esporo
fingico normalmente varia entre 2 e 10 pm e apresenta uma velocidade média de sedimentacao
de apenas 0,1 cm/s . Estes sdo facilmente dispersos pelo ar, entrando facilmente nos edificios
através de portas, janelas e sistemas de ventilacdo. Os animais domésticos, as pessoas e 0S seus
bens pessoais funcionam também como meios de transporte de matéria fungica. No interior dos
edificios os esporos ou fragmentos flngicos ao se fixarem num determinado substrato segundo
condi¢Bes ambientais favoraveis podem iniciar o estagio de germinagdo (Sedlbauer, 2001,
Tortora, Funke, & Case, 2012).

Apos o estagio de germinacgdo dos esporos, verifica-se imediatamente o desenvolvimento das
hifas em filamentos mais densos e alongados, que vdo dar origem a um conjunto de
ramificages entrelacadas que constituem o micélio. Estas hifas vegetativas sdo responsaveis
por libertar enzimas que fracionam a matéria organica presente no meio onde se fixam, por
exemplo material de construcdo como a madeira, obtendo assim 0s nutrientes que necessitam
por absor¢éo direta para o seu crescimento (Giuseppe, 2013).

Segundo os estudos desenvolvidos por Sedlbauer (2001) e Viitanen et al. (2010), estes revelam
que o ciclo de vida dos bolores encontra-se dependente dos nutrientes presentes no substrato e
5
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da humidade necessaria para o seu desenvolvimento. Logo, o controlo das condi¢es ambientais
nos edificios € fundamental para prevenir o seu desenvolvimento e proliferacdo, conforme sera
enfatizado nos subcapitulos seguintes.

11.1.2 Géneros fungicos comuns nos edificios

O microbioma dos ambientes internos compreende um vasto nimero de grupos taxonémicos
diferentes. Por exemplo, um pesquisa realizada em 1200 casas nos diferentes Estados
Americanos revelou uma média de aproximadamente 2000 tipos de fungos presentes no interior
das habitacGes (Barberan et al., 2015).

A abundancia, a composicdo e a diversidade das comunidades microbianas encontradas no
interior dos edificios sdo o resultado das interacfes dindmicas com o ar exterior, o préprio
edificio (incluindo estratégias de ventilacdo, condi¢fes ambientais e materiais de construcéo),
o0s ocupantes (humanos e animais) e suas atividades (Leung & Lee, 2016). Outro fator relevante
que interfere com a comunidade microbiana externa e consequentemente na interna € a
localizacdo geogréfica dos edificios. Esta conduz a variages espaciais que podem resultar de
diferencas no uso da terra e no tipo de vegetacdo existente que, por sua vez, hospedam diferentes
comunidades microbianas que séo arrastadas pelas massas de ar que passam, e a variagao
temporal associada as variaveis sazonais e climaticas (Jones & Harrison, 2004).

Assim, compatibilizando a informag&o, os fungos mais comuns no interior dos edificios s&o 0s
géneros Cladosporium, o Penicillium e o Aspergillus. O género Cladosporium sao espécies de
fungos comuns nas amostragens do ar interior nos edificios, podendo se desenvolverem em
diversos substratos entre eles 0s materiais de constru¢cdo como as tintas, principalmente as tintas
acrilicas (organicas), madeira, placas de gesso, entre outros materiais com caracteristicas
organicas (Schubert et al., 2007). Na maioria dos manuais sao referidas as seguintes espécies
como as que predominantemente se desenvolvem em espacos interiores como Cladosporium
cladosporioides, C. sphaerospermum, C. herbarum e C. macrocarpum (Robert A. Samson &
Olaf C.G. Adan, 2011). Estas espécies caracterizam-se por produzirem col6nias de hifas
septadas e escuras, com conidioforos laterais e terminais de diversos tamanhos. Estes podem
apresentar uma coloragdo preta ou esverdeada clara, sendo levemente dilatados nas
extremidades, o que conduz a producgdo de cadeias longas e ramificadas de conidios ovais de
paredes lisas e finas, apresentando uma estrutura morfologica idéntica a de uma arvore
(Menezes, Pérez, & Lima, 2017).

Por fim, os géneros Penicillium e Aspergillus sdo dos géneros fungicos que apresentam uma
maior diversidade de espécies no interior dos edificios, verificando-se também a sua presenca
em materiais de construcdo e acabamentos constituidos por polimeros organicos naturais, tais
como 0s mencionados anteriormente para o género Cladosporium. As espécies fangicas mais

6
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comuns em ambientes internos do género Penicillium sdo Penicillium chrysogenum, P.
brevicompactum, P. olsonii e P. glabrum (Flannigan, Samson, & Miller, 2016). Este género
apresenta conidios unicelulares, incolores ou em tons de verde com tamanhos e formas
variaveis. Os conididéforos sdo simples ou agregados dando origem a estruturas com a forma de
uma vassoura (Yang & Heinsohn, 2006).Por fim, as espécies fungicas do género Aspergillus
mais comuns em ambientes interiores encontram-se divididas em dois grupos as espécies
patogénicas para os humanos (por exemplo, A. fumigatus, A. terreus) ou as produtoras de
micotoxinas (por exemplo, A. flavus, A. versicolor) (Mousavi, Hedayati, Hedayati, Ilkit, &
Syedmousavi, 2016). As suas coldnias caracterizam-se por apresentarem coloragdo branca,
amarela, castanha, preta ou em tons de verde, consistindo principalmente em um feltro denso
de conidioforos eretos. O que distingue este género dos restantes sdo as suas estruturas
reprodutoras assexuadas, por apresentarem na extremidade do conidiéforo uma vesicula por
onde séo disseminados os conidios (Nielsen, 2002; Robert A. Samson & Olaf C.G. Adan, 2011).

11.1.3 Condic0es favoraveis ao crescimento de fungos

Para que ocorra o desenvolvimento e proliferacdo dos fungos é necessario a combinacédo
favoravel de um conjunto de condigdes, sendo que estas variam de acordo com a espécie. Deste
modo, os principais fatores que influenciam a extensdo do crescimento fungico e o seu
metabolismo sdo a humidade relativa, a temperatura e o substrato (Polizzi et al., 2012).

A humidade relativa é um dos fatores mais determinantes para o crescimento dos fungos, pois
ndo é apenas a germinacdo de esporos e o crescimento do micélio que dependem fortemente da
humidade disponivel, mas também a producdo de micotoxinas e a obtencdo de alimento
requerem determinadas humidades. A humidade pode estar presente no ar sob a forma de vapor
de agua ou associada aos substratos e superficies no estado liquido onde se fixam os fungos
(Moon, 2005). Cada espécie pode ser caracterizada pela humidade relativa que requer para se
desenvolver, sendo que esse valor pode ser ligeiramente diferente conforme a fase de
crescimento em que 0 microrganismo se encontra. Consequentemente, os colonizadores
primarios que sdo xerofilicos capazes de crescer em ambientes com uma humidade relativa
inferior a 80%, os colonizadores secundarios que séo os fungos que necessitam no minimo de
um teor de humidade entre os 80-90% inclusive e por fim os colonizadores terciarios que sao
higrofilos, pois exigem mais de 90% de humidade (Nielsen, 2002). Para o desenvolvimento dos
fungos no geral, exceto para os fungos xer6filos, a humidade relativa deve estar compreendida
entre 0s 80% e 95%, sendo que em ambiente saturado (HR= 100%) é dificil a proliferacdo dos
fungos, visto que poucos sobrevivem ao facto da &gua em estado liquido dissolver os nutrientes
(Sedlbauer, 2001).

Segundo a literatura, os fungos podem se desenvolver dentro de uma gama de temperaturas que
vao dos 0°C aos 55°C, verificando-se que estes sdo geralmente mais tolerantes ao frio, do que

7
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ao calor (Sedlbauer, 2001). Dentro dessa gama, as condi¢cdes de temperatura ideais para a
maioria das espécies fungicas varia entre os 20 °C e os 35 °C, pois fora desta faixa o seu
desenvolvimento é muito mais lento (Black, 2006) . Uma vez que as temperaturas dentro do
interior dos edificios ou nas superficies internas geralmente estdo entre os 15°C e os 30°C, a
temperatura nunca teré efeito letal sobre fungos. Tendo em conta a diversidade flngica, estes
também podem ser caracterizados por diferentes classes, dependendo da faixa de temperatura
em que ocorre 0 seu crescimento. Deste modo, temos os psicrofilos que sdo fungos capazes de
viver e se reproduzir a temperaturas baixas, sendo que a temperatura 6tima de crescimento se
situa entre os 0°C e os 20 °C, a temperatura maxima de crescimento em 20° C ou mais e a
temperatura minima de crescimento em 0°C ou menos. Os mesofilos sdo organismos fungicos
que se desenvolvem segundo condi¢cfes de temperatura moderadas, nem muito altas nem muito
baixas, entre 0s 20 °C e 0s 40°C. Ainda nesta gama dos mesofilos temos os mesofilos psicrofilos
que crescem segundo temperaturas baixas (5-20 °C) e os mesofilos termotolerantes que crescem
segundo temperaturas elevadas (40-50°C). Os fungos termofilos sdo capazes de crescer a
temperaturas elevadas entre os 50°C e os 55°C (Flannigan et al., 2016).

Além da humidade e temperatura, o contetdo de nutrientes do substrato em que cresce o fungo
¢ também um fator importante. Os fungos na sua generalidade sdo quimiorganotréficos
alimentando-se por meio da secrecdo de enzimas extracelulares que digerem materiais
poliméricos, como polissacarideos ou proteinas, em mondmeros gque sao assimilados como
fontes de carbono e energia (Madigan et al., 2016). Nos edificios, 0s substratos que suportam
o0 crescimento fungico sdo na sua maioria materiais de construcdo organicos ou produzidos a
partir de produtos organicos, tais como papel, cola, tintas, téxteis, tetos, mobiliario, paredes de
gesso e telhas, entre outros. Os materiais de construcéo inorganicos, como azulejos ceramicos,
aco, tijolos e betdo, também podem suportar o crescimento dos fungos, pois sdo materiais
porosos onde se fixam as poeiras oriundas do ar, acabando por contribuir para o
desenvolvimento fungico. Deste modo, embora os fungos possam se desenvolver em qualquer
tipo de substrato, os materiais organicos como a madeira, o papel e o cartdo favorecem o
crescimento mais rapido e consequentemente maior o risco bioldgico (Black, 2006).

Fatores adicionais como 0s esporos fungicos presentes no ambiente exterior também sdo um
fator condicionante do nimero de fungos que se irdo desenvolver e concentrar nos espacos
interiores, devido a ampla diversidade existente no ar exterior. Um teor de oxigenio de pelo
menos 0,14 a 0,25 % é fundamental nos ambientes interiores, tendo em conta que os fungos sao
maioritariamente aerobios. O pH do substrato deve permanecer numa faixa de 3 a 9, pois a
proliferacdo de fungos acontece preferencialmente em ambientes &cidos e neutros para a
maioria das espécies, contudo os valores de pH entre 2 a 11 também s&o tolerados por alguns
fungos. Por outro lado, a maioria dos fungos filamentosos ndo requer luz solar, pois ndo
realizam fotossintese, podendo se desenvolver em ambientes escuros (O.A.A, 2003; Sedlbauer,
2001).
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I1.2 Qualidade do ar interior

As questdes no ambito da Qualidade do Ar Interior (QAI) tém tido uma importancia crescente
na Europa e no resto do mundo, despertando o interesse da comunidade cientifica e da sociedade
em geral, que durante muito tempo se preocuparam, essencialmente, com os efeitos da poluigéo
exterior na salde. Estima-se que passamos 90% do nosso tempo em ambientes fechados. O ar
que se respira nos locais de trabalho, espagos publicos e mesmo em nossas casas pode ndo ser
saudavel. A qualidade do ar dos ambientes interiores é alterada pela interacdo de diferentes
agentes tais como os fisicos (temperatura, radiacdo solar, ruido, entre outros), quimicos
(compostos organicos e inorganicos) e bioldgicos, produzindo diversos efeitos que alteram a
QA dos edificios e, naturalmente afetam o estado de salde dos seus ocupantes (Santos, 2010).
O estudo destes efeitos é importante, implicando a realizagdo de inspec¢des e analises de forma
a aferir os indices da qualidade do ar que respiramos no interior dos edificios.

11.2.1 Principais contaminantes do ar interior e efeitos na saude

A QAI é influenciada por diversos fatores, assim 0s poluentes interiores mais comuns variam
consoante as fontes que os emitem. Deste modo, fatores como a ocupacao do edificio, o fim a
que se destinam, as atividades nele desenvolvidas, as acdes de manutencdo do edificio, o tipo
de ventilacdo e a limpeza dos sistemas de ventilacdo séo fatores essenciais a ter em conta numa
caracterizacdo da QAIl. Em termos globais, a exposicdo a poluentes do ar interior é mais
significativa do que a exposi¢do a poluicdo exterior (Hoskins, 2010).0s principais poluentes,
gue se podem encontrar no ar interior sdo 0S compostos organicos, compostos inorganicos,
matéria particulada, contaminantes bioldgicos e radiacdo (APA, 2009). Na Tabela Il.1 encontra-
se uma lista dos poluentes do ar interior e respetivos efeitos e consequéncias na salde humana,
bem como as principais fontes potenciadores da presenca desses poluentes.

Tabela I1.1: Lista dos principais poluentes, respetivas fontes e efeitos na saide humana
(APA, 2009).

Poluentes Principais fontes Efeitos na saude

. Fumo, entradas de ar, isolamento de o
Particulas Irritacdo da pele e mucosas, doencgas

SUSDENsas no Ar tubagens, goticulas de agua, carpetes, respiratérias
P filtros de AVAC, limpezas, entre outros. P '

Niveis superiores a 1000 ppm podem

Dioxido de Contaminag&o exterior, tabaco, ocupantes N
- causar a dores de cabega, irritacdo de
carbono (respiracgdo), entre outros. .
olhos e garganta, fadiga, falta de ar, entre
(CO2)
outros.
Forma a carboxiemoglobina que impede
Monéxido de Contaminacdo exterior, combustdo a captacdo de oxigénio, podendo levar a
incompleta sem exaustdo, ocupantes morte. Dores de cabega, cansaco,
carbono (CO) N . . .
(respiracdo), tabaco, entre outros. nauseas. Efeitos no sistema nervoso

central e no cardiovascular.
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Fotocopiadoras, impressoras a laser,
aparelhos de limpeza, reacdes

Acima de 0,12 ppm, pode provocar
irritacdo de olhos, reaces alérgicas,

Ozono (O3 . . .
(©9) fotoquimicas, desinfetantes da gua, entre | dores de cabeca, secura de boca e
outros. garganta, presséo no peito e tosses.
E carcinogéneo para 0s seres vivos. A
Desinfetantes, isolantes, tintas, colas, sua elevada toxicidade produz irritacdo
Formaldeido adesivos, tabaco, material téxtil, nos olhos, nariz, garganta e vias
mobiliario, resinas, entre outros. respiratdrias, dores de cabeca, enjoos e
fadiga.
Fotocopiadoras e impressoras,
Compostos S
.. ... | computadores, carpetes, mobiliario, Olhos vermelhos, secura das mucosas do
Organicos Volateis . . . . .
(CoV) produtos de limpeza, fumo tintas, adesivos, | nariz e garganta, dores de cabeca, fadiga.
perfumes, laca, solventes, entre outros.
Febres, dores de cabeca, fadiga e dores
Bactérias musculares, efeitos irritantes nos olhos,

nariz, garganta e pele.

Sistema AVAC, materiais de construgéo e
decoracdo, alcatifa, pdlen, zonas humidas
do edificio, penas, excrementos de insetos,
ocupantes, agua estagnada (Legionella e
Fungos), ar insuflado, entre outros.

Infe¢@o pulmonar (“doenga do

Legionella spp.
9 pp legionario™), febres altas.

Febres, dores de cabeca, fadiga e dores
musculares (a maior parte destes
sintomas desaparece entre 10 e 20 horas

Fungos depois da
exposicao), efeitos irritantes nos olhos,
nariz, garganta e pele
Solo de zonas graviticas, materiais de
construcdo, rochas graniticas por baixo do
edificio (a libertagdo de raddo esta Quando depositado nos pulmes pode
Radéo condicionada pela permeabilidade e P P P

; ) erar cancro.
porosidade dos solos e rochas e também g

pela pressdo atmosférica, temperatura e
humidade).

11.2.2 Enquadramento legal

A QAI tem sido reconhecida mundialmente como um fator de risco para a saide humana e alvo
de questdes frequentes por parte da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2009). A QAI é
afetada pelos aerossois existentes no ambiente, que podem ser de origem quimica, fisica e
bioldgica. (Bernasconi et al., 2010).

Em Portugal, com a publicacdo da diretiva n.° 2010/31/EU, do Parlamento Europeu e do
Concelho, de 19 de maio de 2010, relativa ao desempenho energético dos edificios, o regime
estabelecido pela diretiva n.° 2002/91/CE foi reformulado através de novas disposi¢Oes que
vieram reforcar o quadro de promocéo do desempenho energético nos edificios, a luz das metas
e dos desafios acordados pelos estados membros para 2020. Deste modo, surge o decreto-lei n.°
118/2013, de 20 de agosto, o qual fez uma revisao da legislacdo nacional ao incluir, num dnico
diploma, o Sistema de Certificacdo Energética dos Edificios (SCE), o Regulamento de
Desempenho Energético dos Edificios de Habitacdo (REH) e o Regulamento de Desempenho
10
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Energético dos Edificios de Comércio e Servicos (RECS), atendendo, simultaneamente, aos
interesses inerentes a aplicabilidade integral e utilidade deste quadro legislativo, e aos interesses
de simplificacdo e clareza na producdo legislativa de carater predominantemente técnico. Este
decreto-lei transpds a diretiva n.° 2010/31/UE, do Parlamento Europeu e do Conselho, de 19 de
maio de 2010, relativa ao desempenho energético dos edificios (APA, 2017).

Como base de apoio a este decreto-lei foi criada a portaria n® 353-A/2013, de 4 de dezembro, a
qual determina os valores minimos de caudal de ar novo por espago, bem como os limiares de
protecdo e as condic¢des de referéncia para os poluentes do ar interior dos edificios novos de
comeércio e servigos, sujeitos a grande intervencao e existentes e a respetiva metodologia de
avaliacdo. Ao nivel dos poluentes microbioldgicos, esta portaria define condigdes de referéncia
bastante apertadas comparativamente com os anteriores diplomas, que estipulavam uma
concentragdo maxima de agente bioldgico (bactérias e fungos) de 500 UFC/m?® (Unidades
Formadoras de Col6nias por metro cubico), enquanto a legislacdo atual estipula que a
concentracdo é varidvel consoante o tipo de agente biolégico (bactérias, fungos) a pesquisar no
ar interior. Na Tabela 11.2 estdo indicadas as condicGes de referéncia para os poluentes
microbioldgicos no interior de edificios.

Tabela 11.2: CondicGes de referéncia para os poluentes microbiologicos da QAI em
edificios, segundo a legislacdo portuguesa (Portaria n.° 353-A, 2013).

Poluentes Matriz Unidade Condicoes de referéncia
. Concentracdo de bactérias no interior inferior a
Bactérias Ar UFC/m? « . : 3
concentragdo no exterior, acrescida de 350 UFC/m?.
Concentracdo de fungos no interior inferior a detetada
Fungos Ar UFC/m? . ¢ g
no exterior.
Concentragdo inferior a 100 UFC/L, exceto no caso da
Legionella spp. Agua UFC/L | Pesquisaem tanques de torres de arr~efec_|mer_1to em que
deve verificar-se uma concentragdo inferior a 100
UFC/L.

Nos pontos de amostragem em que se verifiqguem situacdes de ndo conformidade para um ou
mais dos poluentes microbioldgicos, devera ser feita nova avaliagdo com base nos seguintes
critérios especificos:

a) No caso das bactérias, e nas situagdes em que a concentracdo de bacterias totais no
interior exceder em 350 (UFC/m?®) o valor medido no exterior e, simultaneamente, a
concentragio de didxido de carbono (CO2) for inferior a 1800 (mg/m?), deve ser
determinada a razdo entre as bactérias Gram negativas (-) e as bactérias totais,
considerando-se que o edificio cumpre com as condi¢Oes de referéncia para as bactérias
se essa razdo for inferior ou igual a 0,5.
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b) No caso dos fungos, o edificio podera ser considerado conforme se se verificarem
simultaneamente as duas condi¢fes seguintes:
Q) Auséncia de crescimento visivel de fungos em qualquer superficie;
(i)  Cumprimento das condicdes especificas de conformidade mediante analise da
composicdo da amostra as espécies e misturas de espécies presentes e respetivas
concentragoes;

Contudo a portaria 353-A/2013, de 4 de dezembro, ndo ressalva os aspetos direcionados a
perigosidade do agente bioldgico (bactérias) como a concentracdo obtida no ar interior, apenas
refere que a concentracdo de bactérias vidveis (comensais, patogénicas oportunistas e
patogénicas) encontradas nas colheitas ambientais deve ser inferior a concentracao no exterior,
acrescida de 350 UFC/m®. N&o se tratando de legislacio mais especifica, abarca todos os
compartimentos como iguais, 0 que na realidade ndo deve ser aplicavel, pois cada
compartimento devera ter especifica¢fes especificas tendo em atencéo a tipologia de ambiente.
Relativamente aos fungos, a portaria 353-A/2013 estabeleceu neste documento legal,
respetivamente no ponto 4.2 e tabela .12 do mesmo, as condi¢6es especificas de conformidade
de fungos, indicando quais as espécies mais patogénicas e menos patogénicas para as pessoas
que permanecem no compartimento a ser estudado dependendo das espécies encontradas nas
colheitas de ar interior comparativamente com a concentracéao.

Relativamente aos poluentes fisico-quimicos existem condicOes especificas, que devem estar
presentes e as quais devem ser respeitadas aquando da avaliacdo da QAI. Os limiares de
protecdo para os poluentes fisico-quimicos a considerar sdo 0s previstos na Tabela 11.3,
conjugadas com a seguinte informacéo:

a) As concentrages em pg/m3 e mg/mdreferem-se a temperatura de 20° C e a presséo de
1 atm (101,325kPa);

b) Os limiares de prote¢do indicados dizem respeito a uma média de 8 horas;

c) Asmargens de tolerancia previstas sdo aplicaveis a edificios existentes e edificios novos
sem sistemas mecanicos de ventilacéo;

d) A andlise de raddo é obrigatéria em edificios construidos em zonas graniticas,
nomeadamente nos distritos de Braga, Vila Real, Porto, Guarda, Viseu e Castelo
Branco.

12
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Tabela 11.3: Limiares de protecdo e margens de tolerancia para os poluentes fisico-
quimicos (Portaria n.° 353-A, 2013).

Limiar de Margem de
Poluentes Unidade . tolerancia (MT)
protecao
[%0]
Particulas em suspensao (fracdo PM1g) [Mg/m®] 50
Particulas em suspensédo (fracdo PM;;s) [ug/m3] 25 100
Compostos Organicos Volateis Totais (COV) [Mg/m®] 600 100
3
Monéxido de carbono (CO) [mg/m’] 1o 100
[Ppmv] 9
. [mg/m?3] 100
F Ideido (CH20
ormaldeido (CH20) [opmv] 0.08
3 22
Dioxido de carbono (COy) [[r; SY/T:T\]/]] 1 2:8 30
Radao [Ba/m3] 400

No geral, denota-se que os riscos bioldgicos, apesar das metodologias e dos padrdes referenciais
existentes para a exposicao dos profissionais de diversas areas a este risco, ainda existem
algumas lacunas comparativamente a exposi¢ao aos riscos quimicos.
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III. Analise da resisténcia de diferentes
materiais de construcao ao
desenvolvimento de fungos

1.1 Resumo

O conhecimento das caracteristicas dos materiais que constituem um edificio, das condi¢Ges
ambientais internas e dos mecanismos de deterioracdo a que estdo sujeitos durante a sua vida
uatil (entre eles a suscetibilidade a biodeterioracdo), sdo de fundamental importancia para a
execucdo de estudos que visem a eficiéncia e a durabilidade das construcfes. Neste sentido, o
presente trabalho foi efetuado com o principal objetivo de avaliar numa escala laboratorial a
resisténcia de diferentes materiais de construcao ao desenvolvimento flngico. Adicionalmente,
pretendeu-se identificar a espécie fungica usada para a inoculacdo dos provetes de ensaio e
avaliar o estado final de conservagé@o dos materiais usados. Para tal, realizou-se um conjunto de
testes laboratoriais utilizando diferentes materiais de construcdo, com aplicacdo de distintos
sistemas de pintura tendo em conta as suas caracteristicas variadas (substrato, natureza,
protecdo fungica, entre outras). Estes provetes de ensaio foram posteriormente inoculados com
uma espécie fangica caracteristica de ambientes internos. Os provetes de ensaio foram
construidos a partir de uma estrutura de madeira extraida de uma parede de tabique de um
edificio interior, tendo sido aplicadas distintas argamassas a cada provete, argamassa de cal
composta por uma mistura de cal e areia (1:3) e argamassa bastarda com um traco de
cimento:cal:areia na propor¢do de 1:3:12. Por fim, foram feitos dois provetes de gesso
cartonado, um deles com gesso cartonado normal e o outro com gesso cartonado com
caracteristicas hidrofugas. Estes foram construidos por trés camadas devidamente agrupadas do
respetivo gesso. Os ensaios decorreram numa camara climatica em condi¢gdes ambientais
controladas de temperatura e humidade relativa. A investigacdo incidiu na avaliacdo
quantitativa e qualitativa da populagéo fungica ao longo do periodo de amostragens definido (6
meses). Durante a andlise qualitativa procedeu-se a avaliacdo dos substratos e sistemas de
pintura aplicados nos provetes de ensaio. A identificagdo da espécie fungica foi efetuada através
de analises macroscopicas, microscopicas para estudo da sua morfologia entre outras
caracteristicas e através de testes bioquimicos. A caracterizacdo do estado final de conservacgéo
dos provetes de ensaio foi fundamentada no ensaio de carbonatacdo com base na determinacgéo
do valor pH e na asperséo do indicador fenolftaleina in situ. Em simultaneo, procedeu-se a
medicdo dos COV totais na camara climatica onde decorreram os testes. Os resultados obtidos
revelaram que tanto na avaliacdo quantitativa como na qualitativa as contagens maximas de
fungos foram registadas nos provetes de gesso cartonado em relacéo aos provetes de argamassa.
As zonas de colheita condicionaram as contagens quantitativas de fungos, principalmente para
0s provetes de argamassa. Na andlise da influéncia dos diferentes substratos que compunham
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0s quatro provetes de ensaio verificou-se que 0s substratos de gesso sdo menos resistentes a
proliferacdo fangica do que os provetes de argamassa. Os sistemas de pintura a base de cal
apresentaram o desempenho mais desfavoravel relativamente a inibicdo do crescimento
fangico, assim como os sistemas de pintura acrilicos aplicados nas placas de gesso cartonado.
Os testes realizados para a identificacdo da espécie flngica indicaram que talvez estivessemos
perante a espécie Penicillium brevicompactum. O ensaio de carbonatacdo segundo os dois
processos mencionados revelou que o0s provetes ndo apresentam qualquer indicio de
carbonatacéo, e por fim a medicdo de COV totais no interior da cdmara climatica revelou que
ndo existe uma relacdo significativa entre 0s mesmos e o crescimento dos fungos.

[11.2  Introducéo

As estruturas e os ambientes de construgdo fornecem microclimas especializados e nichos
ecoldgicos nos seus ecossistemas a uma escala espacial que leva ao crescimento e a proliferacdo
de uma grande variedade de microrganismos fungicos, sendo este fendmeno considerado como
uma das patologias mais notorias no interior dos edificios (Kumar & Verma, 2010). Apesar,
das melhorias observadas ao nivel da construcdo nos ultimos anos, a incidéncia desta patologia
continua a aumentar. As causas apontadas sao relativas a problemas nas construgdes, tais como,
0 aumento da estanquidade do ar, devido a implementacédo inadequada de sistemas de ventilacdo
e a aplicacdo de materiais de isolamento de baixa qualidade, aos quais estdo associadas
preocupacdes ao nivel do desempenho energético dos edificios (Adams et al., 2016; Sedlbauer,
2001).

O crescimento de fungos filamentosos, mais conhecidos por bolores em materiais de
construcdo € um fendomeno complexo, que envolve uma combinacdo favoravel de diversos
fatores ambientais, tais como a temperatura, a presenca de nutrientes e a humidade relativa do
ar, sendo este um dos pardmetros que desempenha um papel primordial no seu
desenvolvimento. Existem outros pardmetros que também influenciam o desenvolvimento dos
fungos, embora de uma forma menos significativa como o oxigénio, o valor do pH, a luz, as
interacdes bidticas e o0 tempo de exposi¢do (Moon, 2005; Prussin & Marr, 2015).

Investigacdes recentes, demostram que o desenvolvimento dos fungos depende também da
bioreceptividade dos materiais. Esta propriedade dos materiais é variavel e esta relacionada
com diversos fatores como, por exemplo, a rugosidade das superficies, pela porosidade anterior
a colonizagdo microbiana e pela natureza mineralogica do material. Concluindo-se, que os
materiais mais resistentes ao ataque dos microrganismos Sao 0s que apresentam menos materia
organica na sua composicao, elevada dureza, superficies polidas e baixa porosidade (Hoang,
Kinney, Corsi, & Szaniszlo, 2010; Pinheiro, 2003).

Associado ao potencial bioreceptivo de um material temos 0 mecanismo de biodeterioracéo dos
materiais de construcdo, decorrente da acdo dos fungos, entre outros microrganismos. As
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consequéncias resultantes deste processo sdo o efeito visual antiestético, ocasionado pela
modificacdo da superficie do material, a acdo dos produtos resultantes do metabolismo
microbiano (&cidos organicos e inorganicos, sais e formacao de biofilmes), a libertacdo de gases
(CQV, entre outros), a penetracao dos seus filamentos (como as hifas) na estrutura cristalina do
material, que conduzem a alteracGes nas propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos mesmos.
A biodeterioracdo pode ser observada no betdo, e noutros materiais de constru¢cdo como a
madeira, 0 metal, a pedra e os revestimentos de argamassas e tintas. Deste modo, podemos
afirmar que a biodeterioracdo dos materiais de construcdo ndo ocorre de uma forma isolada,
mas depende da interacdo das condi¢cGes ambientais, da natureza do material utilizado e da
comunidade microbiolégica presente (Leticia & Brazolin, 2012; Pinheiro, 2003; Polizzi et al.,
2012; Sanchez-Silva M. & Rosowsky David V., 2008; Sterflinger & Pifiar, 2013).

Outro dos principais mecanismos de degradacdo dos materiais de construcdo civil e
principalmente do betdo é a carbonatacdo. Este fendmeno ocorre quando o dioxido de carbono
(COy) atmosférico penetra na estrutura porosa do material por difuséo, levando a ocorréncia de
uma série de reacOes fisicas e quimicas. Estas conduzem a formacdo de varios produtos de
reacdo, entre eles o carbonato de calcio (CaCOs) (Simas, 2007).A atividade fungica também
contribui para o desencadear do processo de carbonatacdo, através da sua fixacdo na superficie
0u nos espacos intersticiais da matriz de materiais como o betdo (Cwalina, 2008). Os principais
efeitos resultantes do processo de carbonatacdo sobretudo para o betdo sdo a retracdo e a
corrosdo das armaduras nas estruturas de betdo armado, devido entre outros fatores, a
diminuicdo do pH da agua dos poros (Kulakowski, 2002; Pinheiro, 2003).

As indUstrias associadas a area da construcdo civil perante esta situacdo e querendo garantir a
qualidade dos seus produtos, tém vindo a desenvolver aditivos antifingicos que sao
frequentemente utilizados para prevenir, evitar e tratar o desenvolvimento fungico (Horn, Jann,
& Wilke, 2003; Sedlbauer, 2001). No entanto, os aditivos antifungicos apresentam uma eficécia
a curto prazo, pois ao serem adicionados em elevadas concentracbes na composicao quimica
dos produtos mais usualmente utilizados neste setor, como por exemplo, as tintas e 0s vernizes,
0s microrganismos comegam a desenvolver resisténcia aos mesmos (Leticia & Brazolin, 2012).
Por outro lado, os potenciais problemas de satde associados a sua elevada toxicidade, acabam
também por condicionar a popularidade destes aditivos antifingicos indicados para ambientes
interiores. Desta forma, as estratégias que tém vindo a ser adotadas é a selecdo de materiais
naturalmente resistentes ao crescimento de fungos e a supressao das condi¢des ambientais que
podem desencadear o crescimento de uma determinada espécie fungica (Rowan, Johnstone,
McLean, Anderson, & Clarke, 1999).

O microbioma de ambientes internos em edificios compreende um grande numero de diferentes
grupos taxonomicos de fungos. Segundo a literatura, existem na natureza cerca de 100 000
especies de fungos, das quais 200 dessas espécies desenvolvem-se no interior de edificios
(Samson, 2011). Os géneros fangicos mais comuns nestes ambientes sdo o Cladosporium, o
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Penicillium e o Aspergillus (Leung & Lee, 2016). Estes fungos sdo caracterizados e
identificados com base nas suas diversidades morfoldgicas e capacidades metabdlicas durante
0s varios estagios do seu desenvolvimento e na descricdo de caracteristicas culturais e
reprodutivas (Alcantara, Cunha, & Almeida, 2001). Desta forma, o principal objetivo deste
trabalho é avaliar numa escala laboratorial a resisténcia de diferentes materiais de construgéo
ao desenvolvimento fungico. Adicionalmente, pretendeu-se avaliar o grau de carbonatacdo dos
provetes de ensaio, bem como efetuar a identificacdo da espécie utilizada nos testes.

111.3 Material e Métodos

O desenvolvimento do trabalho experimental para atingir os objetivos definidos envolveu a
colaboracdo de varias entidades, como a Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto
(FEUP), o Departamento de Ambiente e de Civil da ESTGV e a empresa de tintas Robbialac,
SA. A metodologia envolveu diferentes fases que tiveram inicio com a preparagdo dos provetes
de ensaio, de seguida a preparacdo da suspensdo de fungos e logo apds, efetuaram-se 6
campanhas periddicas de registo fotografico e quantificacdo da populacao de fungos e no final
a avaliacdo final do grau de carbonatacdo dos provetes. Paralelamente, procedeu-se a
identificacdo da espécie fungica isolada, com base em analises macroscopicas e microscopicas
as culturas, para além de um conjunto de testes bioquimicos. As tarefas necessarias a execucao
dos ensaios tais como, a preparacao da camara climatica, a construgcdo dos provetes, o registo
fotogréafico, a medicdo de parametros quimicos (COV), as amostragens para a quantificacdo da
populacdo de fungos e o ensaio de carbonatacdo concretizaram-se nas instalacfes de um
laboratdrio afeto ao Departamento de Civil da FEUP. As restantes tarefas associadas a area da
microbiologia foram executadas na ESTGV, mais concretamente no Laboratério de
Bioengenharia, associado ao Departamento de Ambiente.

E de salientar ainda que, parte da metodologia desenvolvida no ambito deste trabalho ja foi
objeto de apresentacdo na CREPAT 2017 — Congresso da Reabilitacdo do Patrimonio, realizado
na Universidade de Aveiro (Barreira et al., 2017).

I11.3.1  Preparacdo dos provetes de ensaio

Neste trabalho desenvolveram-se quatro tipos de provetes de ensaios: argamassa — P1 e P2 e
gesso — G1 e G2. A preparacdo dos provetes de ensaio de argamassa foi efetuada a partir duma
parede interior de tabique pertencente a um edificio do centro histérico da cidade de Viseu.
Nesse edificio, foi extraida uma amostra de parede, a partir da qual se construiram estes
provetes. Apenas a estrutura de madeira do tabique foi aproveitada, tendo-se aplicado
argamassas distintas a cada provete: argamassa de cal (R1) aplicada na construcdo da parede
P1, com uma mistura de cal e areia (1:3), e argamassa bastarda (R2) aplicada na elaboracéo da
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parede P2, com um traco de cimento:cal:areia na proporcdo de 1:3:12. A Figura I11.1 mostra os
respetivos provetes de ensaio, antes e ap0s a aplicacdo da argamassa.

Figura I11.1: Preparacdo dos provetes de ensaio: a) recolha in-situ; b) antes da aplicacdo
da argamassa; c) apds a aplicacéo das argamassas (P1 e P2).

De forma a abranger neste estudo outros materiais de construgao foram feitos dois provetes de
gesso cartonado, um deles com gesso cartonado normal (G1) e o outro com gesso cartonado
com caracteristicas hidréfugas (G2). Estes foram construidos por trés camadas devidamente
agrupadas do respetivo gesso.

Ap0s, a construcdo dos 4 provetes de ensaio foram efetuados cortes verticais (V) e horizontais
(H), nas duas faces de cada provete, de forma a limitar a &rea dos elementos constituintes de
cada provete que representam diferentes sistemas de pintura, definidos como elementos
principais. Pelo que, os cortes verticais definem os diferentes elementos principais e os cortes
horizontais as respetivas réplicas (triplicado). Os cortes realizados nos provetes apresentavam
3cm de profundidade e 2mm de espessura, onde foram embutidas chapas metalicas apenas nas
faces a inocular, tendo como funcao impedir a proliferacdo dos fungos pelas faces adjacentes.
Nas faces dos provetes P1 e P2 foram criadas malhas ortogonais de 8x3 (V:H), ou seja, no total
das duas faces temos 16 elementos como principais (16x3,V:H), o que perfaz um total de 48
elementos constituintes de ambas as faces e 96 englobando as réplicas das faces adjacentes de
ambos os provetes. Nos provetes de gesso cartonado G1 e G2 as malhas criadas foram de 2x3
(V:H) por forma a dividir cada uma das faces em 2 elementos principais, ou seja, no total temos
4 elementos principais nos dois provetes (4x3,V:H). Sendo que no total temos 12 elementos
constituintes das duas faces dos provetes e 24 juntando as réplicas das faces adjacentes de
ambos os provetes de ensaio. A cada um dos elementos constituintes dos quatro provetes foi
atribuido um c6digo composto por um namero sequencial (1 a 20), correspondente aos cortes
verticais da malha (elementos principais), e uma letra (A,B,C), que corresponde as linhas dos
cortes horizontais (réplicas de cada elemento). No total foram analisados 120 elementos. A
Figura 111.2 , apresenta o esquema utilizado para a identificagdo dos elementos constituintes de
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um dos provetes de ensaio de argamassa (P1) e de gesso (G1), e respetivas dimensdes (em
metros).

1C |2¢ | 3c |4c |s5C |6C | 7€ | 8C = 17¢ |18C | S
18 |28 | 38 |48 |5B |6B | 7B | 8B 2 E 178|188 | 5 2
1A | 2a | 3A  [4A 5A  |6A JA | 8A z 17A | 184 £
0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
1,22 0,30
€Y (b)

Figura I11.2: Esquema utilizado para a identificacdo dos elementos dos provetes: (a)
provete de argamassa P1; (b) provete de gesso G1 .

A aplicacgdo dos sistemas de pintura nos provetes de ensaio foi executada de acordo com o0s
procedimentos recomendados pelo fabricante de tintas Robbialac, SA. Todas as tintas
selecionadas apresentam classe A+ na qualidade do ar interior e ao nivel da sua composicao
fisico-quimica, verifica-se a utilizagdo de matérias-primas mais sustentaveis. A pintura dos
provetes de ensaio foi efetuada em duas camadas, em primeiro a aplicacdo do primario e de
seguida a aplicacdo do acabamento. Como priméario foram selecionadas quatro tipos de tintas
(AaC),e cinco tintas (E a I) foram testadas como acabamento, estando as suas caracteristicas
especificadas nas Tabelas 111.1 e 111.2, respetivamente.

Tabela I11.1: Caracteristicas das tintas com fungdo de primério.

Designacéao Tinta A Tinta B TintaC TintaD
Aplicacéo Primério
Substrato Cal Reboco Reboco Reboco
Natureza Acrilica Silicato de potassio Acrilica Acrilica
pH >12 >12 8-9 8-9
Pliote.gao Baixa Baixa Média Média
fungica

Tabela 111.2: Caracteristicas das tintas com funcao de acabamento.

Designacéo Tinta E Tinta F Tinta G Tinta H Tinta |
Aplicacao Acabamento liso
Substrato Cal Reboco Reboco Reboco Reboco
Natureza Cal Siliczlalto_de Vinilica Estir,e_no - Estir,epo -
apagada potassio acrilica acrilica
pH >12 >12 8-9 8-9 8-9
Protecao flngica Baixa Média Média Média Alta
Brilho Mate Mate Acetinado Mate Acetinado
PVC (%) 50-80 50-80 20-30 70-80 25-35
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Permeabilidade
ao vapor de Alta Alta Média Alta Média
agua

De forma a obter sistemas de pintura distintos realizaram-se combinagdes entre os primarios e
0s acabamentos, que foram aplicados nas duas faces de cada provete. Nos provetes P1 e P2
foram aplicados oito sistemas de pintura distintos, enquanto nos provetes de gesso G1 e G2
testaram-se dois esquemas de pintura . A Tabela 111.3 exibe as respetivas combinacdes entre as
tintas primario e o acabamento utilizadas nos diferentes provetes de ensaio: os elementos de 1
a 8 sdo referentes ao provete P1; os elementos de 9 a 16 s&o alusivos ao provete P2; os elementos
17 e 18 relativos ao provete de gesso cartonado normal (G1) e os elementos 19 e 20 ao gesso
cartonado hidréfugo (G2).

Tabela 111.3: Combinacg&o de primario e acabamento para cada elemento principal dos
provetes de ensaio.

Espessura de

Provetes Elementos Substrato Primario  Acabamento pelicula seca de
tinta, total (nm)
1 Tinta A Tinta E 121
2 Tinta B Tinta F 112
3 Tinta C Tinta G 63
p1 4 Argamassa TintaC TintaH 64
5 de cal (R1) Tinta C Tinta | 63
6 Tinta D Tinta G 63
7 Tinta D Tinta H 64
8 Tinta D Tinta | 63
9 Tinta A Tinta E 121
10 Tinta B TintaF 112
11 Tinta C Tinta G 63
P2 12 Argamassa bastarda Tinta C TintaH 64
13 (R2) TintaC Tinta | 63
14 Tinta D Tinta G 63
15 TintaD TintaH 64
16 Tinta D Tinta | 63
Gl 17 Gesso cartonado Tinta D TintaH 64
18 normal ( G1) Tinta D Tinta | 63
G2 19 Gesso cartonado TintaD TintaH 64
20 hidréfugo (G2) Tinta D Tinta | 63

Apos a aplicagéo dos diferentes sistemas de pintura nos provetes de ensaio, e de acordo com as
etapas da metodologia, os elementos constituintes (elementos principais e respetivas réplicas)
de cada provete de ensaio foram ainda subdivididos em sete zonas, seis para a colheita das
amostras necessarias a contagem dos fungos (com uma area de amostragem de 20 cm?) e uma
zona central para o registo fotografico. Estas divisdes foram efetuadas, em ambas as faces dos
provetes a inocular (designadas, face A e face B), sendo que a face B serviu de controlo, pelo
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que nao foi inoculada com a suspensdo de fungos. Para os elementos constituintes dos
respetivos provetes de ensaio, foram definidas designacdes para os elementos da face A -
elemento 1, 2, 3, (...), enquanto os elementos correspondentes a face B sdo referidos como
elemento 1 0, 2 0, 3 0, (...). A Figura Il1.3 apresenta um elemento de um provete com as
marcacdes e 0 esquema com a ordem estabelecida para cada momento de amostragem definido.

1 |5 |3 |3
o
Fotografia g E_
]
4 |6 |2 |3
(=]
0,05 0,05 0,05

0.15
(b)

Figura 111.3: Delimitacdo das zonas: a) elemento de um provete; b) esquema com
indicacdo da ordem das recolhas.

Ap0s a fase de preparagdo dos provetes, seguiu-se a preparacao duma suspensao de fungos para
a respetiva inoculacdo, de modo a garantir as condicdes de contaminacdo definidas para o
ensaio.

I11.3.2  Preparacdo da suspensao de fungos

Para concretizar o objetivo proposto no presente trabalho, foi necessario preparar uma
suspensdo contendo fungos para se proceder a inoculacdo dos provetes de ensaio. Para tal,
desenvolveram-se as seguintes fases: amostragem e isolamento duma espécie de fungos comum
no interior dos edificios, crescimento e suspensdo. A espécie de fungos escolhida foi recolhida
no interior dum edificio de habitacdo, através do método da zaragatoa (contendo solucéo
neutralizante), numa area de tamanho conhecido (quadrado de 10x10cm) (Abelho, 2013; Rosa,
2013). No Laboratorio de Bioengenharia da ESTGV, procedeu-se a agitacdo das amostras
durante 30 minutos, por forma a proceder-se a devida homogeneizac¢do do meio liquido e para
a ressuspensdo dos fungos presentes na zaragatoa. Posteriormente, foi feita a inoculagdo do
meio solido Sabouraud Chloramphenicol Agar (Bioakar) com 0,5 mL de amostra. As caixas de
Petri foram incubadas a uma temperatura de 27° C, durante 7 dias numa incubadora (ISCO-
FTD250), ou até ao aparecimento de coldnias individualizadas. Estas condi¢Ges de incubagéo
foram utilizadas ao longo de todo o trabalho experimental. De seguida, procedeu-se ao
isolamento das colonias individualizadas (Figura 111.4), a partir das quais foi preparada a
suspensdo de fungos.

24



I11-Anélise da resisténcia de diferentes materiais de construgdo ao desenvolvimento de fungos

Figura I11.4: Visualizagdo de UFC de fungos presentes na amostra.

A preparacdo da suspensao de fungos para inoculagdo nos provetes de ensaio foi realizada com
base na norma americana - (MIL-STD-810G, 2008) e segundo o método 508.6, dirigido a
ensaios com fungos em diferentes tipos de materiais. A preparacdo desta suspensao fungica
teve inicio com a preparacdo de uma solucdo aquosa rica em nutrientes, tendo-se potenciado o
crescimento das subculturas anteriormente obtidas recorrendo a sucessivos ciclos de
inoculacdo, incubacdo e contagem das UFC (Unidades Formadoras de Coldnias) presentes no
meio liquido nutritivo, pelo método de sementeira por espalhamento. Este procedimento
permitiu a obtencéo da suspenséo de esporos com a concentracéo final desejada de 10® UFC/mL
considerado o minimo desejavel para este tipo de ensaios (Johansson, Wamming, Bok, &
Edlund, 2013).

111.3.3 Desenvolvimento do ensaio

O desenvolvimento do ensaio propriamente dito englobou a incubacdo dos 4 provetes de
ensaios em condicdes ambientais ideais, posteriormente a contagem periodica da populacéo de
fungos e por fim a avaliacdo do grau de carbonatagdo dos provetes.

Apo0s a secagem das tintas, os provetes de ensaio inoculados (face A) e sem inoculacdo (face
B) foram colocados em ambiente controlado, numa cAmara climatica com uma area de 1,92 m2.
Assim, definiram-se as condicOes de temperatura de 22°C e uma humidade relativa de 90%
(MIL-STD-810G, 2008). O ensaio teve inicio no dia 7 de fevereiro de 2017 e prolongou-se por
um periodo de 6 meses. A norma em causa exige, no inicio do ensaio a colocacao de tiras de
algodao proximas aos provetes de ensaio, por forma a se assegurar a validacdo das condicbes
ambientais propicias ao desenvolvimento dos fungos no interior da cadmara de ensaio (Figura
111.5).
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Figura I11.5: Disposicdo dos provetes de ensaio e meios de controlo para validagéo
das condi¢fes ambientais no interior da cdmara climética.

Depois da colocagdo dos provetes de ensaio no interior da cdmara climética e dos respetivos
meios de controlo, efetuou-se a pulverizagdo dos mesmos com a suspenséo de fungos preparada
anteriormente (vide ponto 111.3.2), utilizando-se um borrifador estéril. Apds, 5 dias de ensaio ja
era visivel o desenvolvimento de fungos nos meios de controlo, pelo que as condi¢Ges de ensaio
foram validadas.

111.3.3.1 Avaliacao do crescimento fungico

A avaliagdo do desenvolvimento fungico foi realizada segundo duas metodologias: (i)
contagem do numero de UFC pelo método da sementeira por espalhamento; (ii) avaliacdo
qualitativa por inspecdo visual e através de registo fotografico. Para a contagem de UFC dos
fungos foram definidos seis momentos de recolha de amostras, nomeadamente aos 14, 28, 56,
84, 112 e 140 dias, contados apds a inoculagdo dos provetes. Adicionalmente, foi efetuada a
mediagdo dos COV totais no interior da camara de ensaio como forma indireta de avaliagéo do
crescimento fangico.

No que respeita a aplicacdo da metodologia de contagem das UFC pelo método da sementeira
por espalhamento o procedimento € similar ao descrito anteriormente no ponto 111.3.2. As
colheitas de amostras nos provetes de ensaio foram realizadas no interior da camara climatica,
recorrendo a zaragatoas. Antes da entrada na mesma do técnico, foram tomadas as devidas
precaucOes de seguranca desde a colocacdo de luvas, mascara e 6culos. Em cada um dos seis
momentos de amostragem foram recolhidas no total 120 amostras, correspondentes aos
elementos constituintes das duas faces dos quatro provetes de ensaio e recorrendo ao esquema
definido anteriormente (vide ponto 111.3.1, Figura 111.3). O esquema de amostragens definido
previamente foi essencial, pois permitiu que ndo se efetuassem recolhas de amostras nas
mesmas zonas ao longo do plano de trabalhos definido. No decorrer do trabalho experimental
foi necessario proceder a diferentes diluicdes (10x, 50x, 100x, 1000x e 10 000x), para que desta
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forma se cumprisse com a condicao de se obter entre 20 a 200 UFC por caixa (Abelho, 2013;
ASTM.D5465-93, 2004). Repetindo-se consequentemente o ciclo de inoculacdo, incubacédo e
contagem das UFC. Posteriormente, os resultados médios das réplicas para o0 mesmo elemento
foram expressos em niimero de UFC por centimetro quadrado (UFC/cm?), de acordo com a area
amostrada. Nas contagens por caixa em que ndo se cumpria com gama anteriormente referida,
foram atribuidas designacdes especificas para as mesmas tais como, L.l (Limite Inferior) e L.S
(Limite Superior) que correspondem respetivamente, as contagens inferiores a 50 UFC/cm? e
superiores a 500 UFC/cm?.

A inspecdo visual e o registo fotografico dos provetes de ensaio na camara climatica também
foi fundamental para avaliar o desenvolvimento dos fungos. O registo fotografico foi realizado
nos mesmos momentos de realizacdo das amostragens, definidos anteriormente. Devido as
limitacGes de espaco da cdmara climatica, apenas se fotografaram as faces inoculadas (faces A)
de cada um dos provetes P1 e P2. A exceco dos provetes de gesso cartonado G1 e G2 que eram
retirados do interior da camara climatica para uma bancada no exterior, e fotografadas ambas
as faces (face A e face B). Para além deste registo, também foi efetuado ao longo das
amostragens a medicdo de COV totais na camara climatica. Em cada periodo de amostragem
foram realizadas duas medic¢des continuas de COV totais, utilizando um equipamento composto
por um conjunto de sensores que permitem a detecdo de uma vasta gama de COV (Phocheck
TIGER).

111.3.3.2 Avaliacdo da carbonatacao

A avaliacdo da carbonatacdo envolveu dois testes: medic¢do do pH e a adicdo de fenolftaleina
in-situ. No que respeita a analise do pH procedeu-se a recolha de aproximadamente 50 g de
amostra, de cada um dos elementos constituintes das faces inoculadas dos provetes em estudo,
atingindo uma profundidade de aproximadamente 15 cm. No total foram recolhidas 60 amostras
em pod/fragmentos. O pH foi medido numa suspensdo usando uma razao de 1:2 (amostra: agua
destilada) e apds agitacdo durante 2 h (Rasdnen & Penttala, 2004). As medicdes de pH foram
feitas por potenciometria utilizando um medidor portatil (Hach-HQ30D). Adicionalmente, a
avaliacdo da carbonatacdo também foi feita atraves da aspersdo do indicador acido-base-
fenolftaleina nas faces dos provetes de ensaio e nas zonas de amostragem utilizadas para a
analise do pH (Lee, Kim, Lee, & Cho, 2012).
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111.3.4  ldentificacédo da espécie fungica isolada

A caracterizacdo da espécie fungica isolada usada para a inoculagdo dos provetes de ensaio,
realizou-se a partir da observacdo das caracteristicas morfologicas macroscopicas e
microscopicas das culturas, bem como pela realizacdo de um conjunto de testes bioquimicos.

111.3.4.1 Analise das caracteristicas morfoldgicas macroscopicas

O exame direto das culturas serviu para determinar as principais caracteristicas macroscopicas
das coldénias como: a morfologia da coldnia (por exemplo, filamentosa, irregular, entre outras),
a elevacédo da colonia que consiste na descrigdo da vista lateral de uma colonia (por exemplo,
achatada, elevada, entre outras), a margem/borda de uma col6nia (por exemplo, inteira,
ondulada, entre outras), o diametro da colonia (pequenas colbnias sdo referidas como
puntiformes), superficie da coldnia (por exemplo, lisa, cintilante, entre outras), producéo e cor
dos conideos (por exemplo, verde, azul, entre outras) e a cor do seu reverso (por exemplo,
creme, castanho, entre outras) (Alum & Isaacs, 2016; Machado, 2006; Sinogas, Alho, & Brito,
2003).

111.3.4.2 Analise das caracteristicas microscopicas

A identificagdo das caracteristicas morfoldgicas das colonias também foi realizada recorrendo
a um microscopio 6tico composto (Novex Holland), a partir do qual foi possivel a observacéo
das principais estruturas morfoldgicas e reprodutoras dos fungos. Para esta observacdo foi
aplicado o procedimento de preparacdo de culturas em camara humida. Resumidamente, este
procedimento consiste em efetuar uma preparacdo a fresco da col6nia, a qual é colocada sobre
papel de filtro humedecido com &gua destilada e incubada durante 7 dias a uma temperatura de
27°C (Alcantara et al., 2001). Término o periodo de incubacdo, foi adicionada uma gota do
indicador azul de metilo a preparacdo para observacdo ao microscépio.

111.3.4.3 Testes bioquimicos

Concretizando a identificacdo da espécie isolada foram realizados um conjunto de testes
bioquimicos, no sentido de estudar o respetivo comportamento a diferentes temperaturas,
diferentes pH, na presenca de substancias inibidoras, as preferéncias metabdlicas ao nivel da
assimilacdo de diferentes fontes de carbono e azoto, bem como a atividade enzimatica
hidrolitica de uma variedade de substratos. Todos os testes realizados envolvem a avaliagdo do
crescimento dos fungos, tal como descrito seguidamente.

¢ Influéncia da temperatura - A capacidade de crescimento dos fungos a 4°C, 37°C e 40°C,
durante 14 dias foi testada em tubo de ensaio com meio sélido inclinado (Sabouraud
Chloramphenicol Agar) (Bridge, 1985).
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¢

Influéncia do pH - A capacidade de crescimento dos fungos a diferentes pH,
respetivamente pH=2, pH=10 e pH=12 foi testada em tubo de ensaio com meio solido
inclinado (Sabouraud Chloramphenicol Agar ). No teste a pH=2, o meio foi
suplementado com &cido citrico (10,5 g/L) e ajustado com &cido cloridrico (HCI 1M).
Na preparagéo dos meios com pH=10 e pH=12, estes foram suplementados com glicina
(3,75 g/L) e hidrogenofosfato de dipotassio (0,2g/L) e ajustados com hidroxido de sédio
(NaOH 1M) (Bridge, 1985).

Comportamento na presenca de substancias inibidoras - O crescimento de fungos na
presenca de substancias inibidoras como azida de sodio (Naa), sulfato de cobre (CuS),
sulfato de zinco (ZnS) e o cristal de violeta (Cvt) foram testados em tubo de ensaio com
meio sélido inclinado (Sabouraud Chloramphenicol Agar) (Bridge, 1985). Foram
adicionados ao meio de cultura, as substancias inibidoras respetivamente: Naa=0,1 g/L;
CuS=0,5¢/L; ZnS=3 g/L e Cvt = 0,05 ¢g/L e 0,01 g/L (Bridge, 1985).

Preferéncias metabdlicas de fontes de carbono e azoto — O crescimento de fungos em
meios com diferentes fontes de carbono e azoto foi testado em meio sélido e liquido. As
fontes de carbono testadas foram a lactose e 0 &cido citrico, no que respeita as fontes de
azoto utilizaram-se o nitrito de sédio e um controlo positivo — a glucose. As espécies
fangicas isoladas foram semeadas num meio de cultura liquido cuja composicéo foi:
nitrato de sodio (2g/L); fosfato dipotéssio (1g/L), sulfato de magnésio (0,5¢/L); cloreto
de potassio (0,5¢/L); extrato de levedura (0,5g/L); sulfato ferro (0,01g/L).
Paralelamente, o crescimento foi igualmente testado usando meio sélido, com uma
concentragdo de agar de 20g/L (Bridge, 1985).

Atividade enzimatica hidrolitica - o crescimento dos fungos foi analisado usando
diversos substratos tais como amido, gelatina e caseina. A hidrélise do amido serviu
como fonte de carbono e foi testado em meio sélido (Borrego, Lavin, Perdomo, Gomez
de Saravia, & Guiamet, 2012). Com o objetivo de determinar a capacidade dos fungos
em excretar uma enzima hidrolitica extracelular capaz de degradar a gelatina
(gelatinase), usou-se o meio sélido Nutrient Gelatin (Fluka) (Abrusci et al., 2005).0
teste da hidrélise da caseina para avaliar a presenga da caseinase capaz de degradar a
caseina realizou-se em meio Milk Agar (Fluka) (Borrego et al., 2012).

111.3.5 Analise estatistica

Durante a avaliacdo qualitativa dos fungos também foi realizada uma analise estatistica atraves
do calculo no programa ANCAR das tipicidades, ou seja, foram avaliadas as caracteristicas
mais importantes do sistema de pintura aplicado nos provetes de ensaio. Para tal, foram
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selecionadas um conjunto de caracteristicas relativas as tintas primarias e de acabamento, tais
como substrato, natureza, pH, protecéo fungica, brilho, PVC e permeabilidade ao vapor de agua
(vide ponto 111.3.1, Tabelas 111.1 e I11.2) e a variavel referente as contagens em UFC/cm? relativo
aos elementos principais que constituem os quatro provetes de ensaio. Os 20 elementos
principais constituintes dos provetes (m células) foram divididos em quatro matrizes
resultantes da divisdo por classes do nimero de UFC/cm? , respetivamente de 0 a 100, 100 a
1000, 1000 a 10000 e >10000 UFC/cm? (vide Anexo A). Em cada célula (elementos principais),
observaram-se n atributos/caracteristicas referentes ao sistema de pintura, ou seja, as
caracteristicas das tintas primarias e de acabamento foram traduzidas para codigos binarios,
ternarios e quaternarios. A célula j (j=1,2,...,m) ficou caracterizada por um conjunto dos n
vetores constituindo a matriz n x m de dados, D. A tipicidade ti (Equacdo.l) da caracteristica i
definiu-se como 0 mddulo do vetor — linha de ordem i na matriz produto P=DxD*, onde D* é
a transposta de D (Godinho & Simdes, 1994). Se for pij o elemento geral de P (i,j=1,2,...,n),
logo:

ti=_ 1) pi M

[11.4  Resultados e discussao
11.4.1  Avaliacéo quantitativa do crescimento da populagéo fungica

A evolugdo do crescimento da populacdo fangica foi acompanhada pela contagem das
UFC/cm?, num periodo de 5 meses. As Tabelas I11.4a e I11.4b apresentam a variagio do nimero
de colonias fungicas, para o provete P1, ao longo dos seis momentos de amostragem. O perfil
evolutivo do crescimento da populacdo é muito varidvel mediante o elemento e a face em
estudo, ndo se detetando um padré@o no crescimento. Aos 14 dias de ensaio (primeira recolha),
dos elementos que compde as faces A e B do provete P1, apenas o elemento 1 e o elemento 7
apresentavam colonias fungicas. Na segunda recolha (aos 28 dias, do inicio do ensaio) em
ambas as faces (A e B) do provete, houve um aumento no nimero de elementos com presenca
fangica, totalizando-se onze elementos afetados pela contaminagdo. Destes elementos, o que
teve maior destaque foi o elemento 1 da face B, por ter sido detetado um maior nimero de
colénias fangicas (73 UFC/cm?). A partir dos 56 dias de ensaio (terceira recolha), todos os
elementos apresentavam desenvolvimento fungico, salientando-se cinco deles com uma
contaminag&o superior a 50 UFC/cm? (1, 3, 7, 1_0 e 3_0). Destes cinco elementos, o elemento
1 distingue-se dos restantes, com as contagens fungicas mais elevadas, em ambas as faces do
provete. Na quarta recolha de fungos (aos 84 dias), obtiveram-se os valores maximos de UFC
em ambas as faces do provete, sendo que o elemento 1 é o que se destaca com os valores mais
elevados de contaminagéo. Globalmente, constata-se uma diminuigéo significativa da quarta
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para a quinta recolha principalmente nos elementos com maior contaminacédo. Por fim, tal como
0 esperado observa-se que das duas faces do provete P1, a que apresenta um maior grau de
contaminacdo é a face A, correspondente a face inoculada. Em ambas as situagdes os elementos
posicionados no topo do provete (1 e 1 0) apresentaram o maior nimero de UFC, e um
comportamento ao longo do tempo semelhante. De um modo geral, o crescimento ocorrido
nestes elementos ¢ 10x maior comparativamente aos restantes elementos. Por outro lado, 0s
elementos posicionados no fundo do provete registam os valores de UFC mais reduzidos. Pelo
que leva a deduzir que de algum modo a posi¢do do provete na cdmara pode ter influenciado o
desenvolvimento fungico. O favorecimento do crescimento que aparentemente ocorre no topo
pode ser devido a maior circulacdo de ar que podera uniformizar os valores de temperatura e
humidade.

Tabela 111.4a: Evolugio do niimero de UFC/cm?, para o provete P1- face A.

(dias’ c’Ipo'Te%o
NS Sinoc,,, 14 28 56 84 112 140
Populacdo fungica ap‘.;o)
(UFC/crm?)
1 LI LI 212 10917 6063 1413
2 0 L.1 L.1 108 37 106
3 0 0 185 L1 11 52
*g 4 0 L.1 L.1 L.1 14 188
E 5 0 L.1 L.1 L.1 16 121
w
6 0 L.1 L.1 L.l 14 168
7 LI LI 50 312 68 49
8 0 0 LI 46 34 46

L.l — Valor menor que 50 UFC/cm?; Cor amarelo - auséncia de crescimento (nulo);
Cor vermelho - presenca flngica fora do limite de contagem (UFC/cm?); Cor verde - presenca flingica
(UFC/cm?).

Tabela 111.4b: Evolugéo do nimero de UFC/cm?, para o provete P1- face B.

(dl'as’ a ,Te”lpo
—— fun;i:;oc'”"’féo) 14 28 56 84 112 140
(UFC/crm?)

1.0 0 73 345 3996 158 333

2.0 0 0 LI L1 36 31

3.0 0 L.l 53 475 29 53

é 4.0 0 0 L1 LI 20 15
£ 50 0 LI L L 12 32
3 6.0 0 L.l L1 L1 29 78
7.0 0 0 LI L1 78 L.l

8.0 0 L.l LI L1 L.l 10

L.I — Valor menor que 50 UFC/cm?; Cor amarelo - auséncia de crescimento (nulo);
Cor vermelho - presenca flingica fora do limite de contagem (UFC/cm?); Cor verde - presenca fingica
(UFC/cm?). 31
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As Tabelas (I11.5a e 111.5b) sdo relativas ao provete P2. Globalmente, a face A regista uma
tendéncia de crescimento da populacdo até ao dia 84 seguindo-se um decréscimo.
Contrariamente a face B demonstra uma tendéncia de crescimento em todo o periodo de estudo.
Mais concretamente, é possivel averiguar-se que na primeira recolha (aos 14 dias de ensaio) em
ambas as faces verificou-se o crescimento das primeiras coldnias de fungos no total de 8
elementos. Os resultados relativos a segunda recolha (aos 28 dias), demostram um
desenvolvimento fungico na totalidade dos elementos que compde a face A, destacando-se 0
elemento 16 (63 UFC/cm?). Na face B, a maioria dos seus elementos também revelam a
presenca de colonias fungicas, sendo o elemento 9 o que apresenta o maior valor (243
UFC/cm?). Verifica-se que a maioria dos elementos da face A, deste provete (P2) apresentam
0 seu valor maximo aos 84 dias de ensaio (quarta recolha), com excec¢do do elemento 15 que
apresenta o seu maximo na ultima recolha (140 dias ). Tal como referido acima, posteriormente
regista-se, uma diminuicao, tendéncia semelhante a observada para a maioria dos elementos do
provete P1. Na face B a maioria dos seus elementos atinge o valor maximo de coldnias fungicas
na ultima recolha (140 dias), exceto os elementos 10 e 16, em que o seu valor maximo de UFC
é contabilizado aos 84 dias de ensaio (> 130 UFC/cm?). Das duas faces do provete P2, a face
que apresenta um maior grau de contaminacéo ¢é a face A. De modo semelhante ao observado
no provete P1, o elemento que apresentou maior numero de UFC, foi o elemento 9 (face A) e
9 0 (face B) localizado no topo do provete, evidenciando a provavel influéncia da posicdo do
provete na camara sobre o desenvolvimento fangico. A ordem de grandeza do crescimento
registado nestes elementos é cerca de 100x maior comparativamente aos restantes elementos.

Tabela 111.5a: Evolugdo do niimero de UFC/cm?, para o provete P2- face A.

(lﬁas’ apdre%
S ing, 14 28 56 84 112 140
Populacdo fangica ll[«?pa‘g)
(UFC/cm?)
9 L.I L. L.S 16781 15167 6415
10 0 L. L.l 133 41 39
11 L.I L.I L.l 85 20 42
w
= 12 0 L. L. 138 35 128
D
S 13 0 LI L.l 110 25 25
w
14 L.l L.I L.l 125 29 32
15 0 L.I L.l L.l 18 46
16 L.I 63 L.l 160 68 32

L.I — Valor menor que 50 UFC/cm?; Cor amarelo - auséncia de crescimento (nulo);
Cor vermelho - presenca flingica fora do limite de contagem (UFC/cm?); Cor verde - presenca flingica
(UFC/cm?).
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Tabela 111.5b: Evolugéo do nimero de UFC/cm?, para o provete P2- face B.

(diag, = Te
: ,’ a{’("s ;?3,” N 14 28 56 84 112 140
20 L.I 243 230 2575 3425 3665
10 0 0 0 0 58 20 41
11 0 0 0 0 LI 26 87
‘2 12 0 LI LI L.I 1L 33 53
E 13 0 0 0 L.I 111 LI 42
= 14 0 L.I LI L.I 1L 14 101
15 0 LI LI L.I 1L 13 62
16_0 0 LI L.I 45 11 26

L.I — Valor menor que 50 UFC/cm?; Cor amarelo - auséncia de crescimento (nulo);
Cor vermelho - presenca flingica fora do limite de contagem (UFC/cm?); Cor verde - presenca flngica

(UFC/cm?).

De acordo com as contagens obtidas (Tabelas Il1.6a e I11.6b) relativas ao provete de gesso
cartonado normal (G1) observa-se um perfil semelhante em ambas as faces, com um
crescimento de fungos continuo ao longo do periodo de ensaio. Em ambas as faces apenas se
registou a presenca de fungos a partir dos 28 dias de ensaio (segunda recolha). Constata-se que
a partir da quarta recolha (aos 84 dias), os valores das contagens fungicas apresentam um
crescimento exponencial, atingindo valores finais superiores a 58x10° UFC/cm?. Tal como o
observado para o P1 e P2, o registo do maior nimero de UFC/cm? é superior nos elementos do
topo do provete, mas a diferenca observada é menor que nos casos anteriores.

Tabela 111.6a: Evolugdo do niimero de UFC/cm?, para o provete G1- face A.

(dia s, apo? e %

S 1)
Populag&o fangic lmc’llag;o 14 28 56 84 112 140
(UFClcm?) )
§ 17 0 L.1 L.1 L.S 100542 441875
S
5
w 18 0 L.I L.1 165 18275 58375

L.1 - Valor menor que 50 UFC/cm?; L.S - Valor maior que 500 UFC/cm?; Cor amarelo - auséncia
de crescimento (nulo); Cor vermelho - presenca flingica fora do limite de contagem (UFC/cm?);

Cor verde - presenca fingica (UFC/cm?).
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Tabela 111.6b: Evolugéo do nimero de UFC/cm?, para o provete G1- face B.

(dIa Te
S, ipo
> aAbhy .
L Pos g, 14 28 56 84 112 140
Populagdo fungic 'Ilag;o)
(UFClcn?)

Q 17_0 0 0 0 473 58479 236875

€

g

in 18 0 0 0 L.I 440 62438 174375

L.I - Valor menor que 50 UFC/cm?; Cor amarelo - auséncia de crescimento (nulo);
Cor vermelho- presencga fingica fora do limite de contagem (UFC/cm?) ; Cor verde - presenca flngica
(UFC/cm?).

As Tabelas I11.7a e 111.7b sdo alusivas as contagens de UFC/cm? do provete de gesso cartonado
hidrofugo (G2), denota-se uma tendéncia evolutiva crescente semelhante ao provete Gl1,
ocorrendo pequenas diferencas ao longo dos diferentes dias de amostragem. Evidencia-se que
em 2 elementos houve o registo da presenca logo no primeiro momento de amostragem, e que
0 maior nimero de UFC foi registado para o elemento 20 0 correspondente a face ndo
inoculada e localizado na parte inferior do provete. Os valores finais de UFC/cm? variaram na

ordem de 10%a 107 .

Tabela 111.7a: Evolugio do niimero de UFC/cm?, para o provete G2- face A.

(dias’ 2 ’Tempo
o _pos fnocu[ 14 28 56 84 112 140
Populacéo fungica cdg)
(UEC/cm?)
= 19 0 L.l 58 L.S 308958 751875
=
g
uij 20 LI L.l 455 13250 181458 211823

L.I - Valor menor que 50 UFC/cm?; L.S - Valor maior que 500 UFC/cm?, Cor amarelo - auséncia de
crescimento (nulo); Cor vermelho- presenca flngica fora do limite de contagem (UFC/cm?); Cor verde
- presenca fungica (UFC/cm?).

Tabela 111.7b: Evolugéo do nimero de UFC/cm?, para o provete G2- face B.

dlc'is’a ‘sj;empo
L SN 0n . 14 28 56 84 112 140
Populacéo fangica t"”'llnamo)
(UFClcr?)

2 19 0 0 L.l L.S L.S 203229 734896
S

c

ﬁ 20 0 L.l L.l L.1 L.S 173958 1279375

L.l - Valor menor que 50 UFC/cm?; L.S - Valor maior que 500 UFC/cm?; Cor amarelo - auséncia de
crescimento (nulo); Cor vermelho- presenca flingica fora do limite de contagem (UFC/cm?); Cor verde -
presenca flingica (UFC/cm?).
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De acordo, com os resultados das contagens obtidos para os provetes P1 e P2 denota-se que 0s
elementos 1 e 9, respetivamente apresentam os valores mais elevados de UFC/cm?, ao longo do
periodo de amostragem, indicando que estes elementos apresentam as melhores condigdes para
o desenvolvimento da populacéo em estudo. As zonas dos elementos definidas para a realizacédo
das recolhas nos respetivos periodos de amostragem, podem ter condicionado os resultados
obtidos, sobretudo para os provetes de ensaio P1 e P2, justificando a diminui¢do no numero de
colonias de fungos da quarta para a quinta amostragem ocorrida em alguns elementos. As
contagens maximas de fungos foram registadas nos provetes de gesso cartonado (G1 e G2), em
relacdo aos provetes de argamassa P1 e P2. E por sua vez, o provete G2, mais especificamente
o elemento 20 0 apresentou o valor maximo de UFC/cm?. Os resultados apontam para a
influéncia da natureza do substrato e das caracteristicas dos sistemas de pintura aplicados sobre
o ciclo de vida dos fungos. Bem como a influéncia de fatores inerentes a realizacao deste ensaio,
tais como, a posi¢cdo do provete no interior da camara climatica, as dimensdes dos provetes, a
inoculacdo dos provetes e o sistema de ventilacdo da camara. Estes de alguma forma
influenciaram a ocorréncia de zonas preferenciais de contaminacdo da camara e a
proliferacdo/desenvolvimento dos esporos fangicos no seu interior. Analisando o ciclo de vida
dos fungos, pode-se concluir que a fase de adaptacéo dos fungos as condi¢es do meio demorou
entre 14 a 28 dias, confirmando-se os 21 dias de referéncia necessarios para o crescimento
(Ndagijimana et al., 2008). A fase exponencial de crescimento para a maioria dos elementos
ocorreu apés os 84 dias. As fases seguintes do ciclo de vida dos fungos, estacionaria e de
declinio apenas foram registadas para os provetes de argamassa, visto que para 0s provetes de
gesso 0 crescimento manteve-se até a Ultima amostragem. Reforcando a maior influéncia dos
materiais de construcdo dos provetes em detrimento do ambiente interior de camara climatica.

111.4.2  Avaliacdo qualitativa do crescimento fungico

A avaliacdo qualitativa do crescimento dos fungos nos provetes de ensaio fez-se por inspecédo
visual e recorrendo ao registo fotografico. Constatou-se que em algumas situacoes a avaliacdo
quantitativa indicava a presenca de fungos, facto que néo era reprodutivel na inspecéo visual,
visto os fungos se encontrarem numa fase de crescimento ndo observavel a olho nu .

No provete P1 a contaminacdo fungica foi visivel, nas trés réplicas do elemento 1 (1A, 1B, 1C)
pertencentes a face A, a partir dos 56 dias apds a inoculacdo (Figura 111.6a). Na Figura 111.6b
estd patente o aspeto visual fotografico observado aos 140 dias de ensaio. As zonas onde se
observou a presenca de fungos encontram-se destacadas, relativamente a outras manchas
observadas associadas a sujidade e poeiras, decorrentes do transporte dos provetes para o
interior da cdmara de ensaio. Denota-se um padrdo de distribuicdo do crescimento localizado
nas zonas periféricas.
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(a) (b)

Figura 111.6: Registo fotogréfico da réplica 1A, do elemento 1, provete P1 : (a) aos 56
dias; (b) aos 140 dias. Tracejado indica manchas de indicio de crescimento fungico
observado.

Para os restantes elementos constituintes do provete P1 (de 2 a 8) ndo foram detetados
visualmente, quaisquer indicios de crescimento fangico, pelo que o valor maximo registado de
188 UFC/cm? (vide ponto I11.4.1, Tabela I11.4a) ndo € visivel a olho nu. Contudo valores
superiores a 212 UFC/cm? ja se visualizam.

A evolugdo qualitativa do crescimento no provete P2 mostrou tendéncia semelhante ao provete
P1. A presenca fungica foi detetada com maior relevancia num dos seus elementos
constituintes, neste caso no elemento 9, contrastando com os restantes elementos. Neste
elemento a primeira manifestacdo de fungos ocorreu na sua réplica 9C, ap6s 56 dias da
inoculacdo dos provetes, tal como observado na Figura I11.7a. Na Figura I11.7b denota-se o
aspeto deste elemento no final do periodo de ensaio, bem como a distribuicdo do seu
crescimento fangico na zona periférica do provete.

—
s

Gint \’\mﬂﬁww’%}w‘? '

S e

(a) (b)

Figura I11.7: Registo fotografico da réplica 9C, do elemento 9, provete P2 : (a) aos 56
dias; (b) aos 140 dias. Tracejado indica manchas de indicio de crescimento fingico
observado.
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Nos provetes de gesso cartonado normal (G1), as primeiras manifestacGes de crescimento
fangico ocorreram no mesmo momento que em P1 e P2, ou seja, a partir dos 56 dias. Este
crescimento foi verificado em ambas nas réplicas “A” dos seus elementos constituintes, 17A e
18A, sendo visivel através das Figuras 111.8 e 111.9, respetivamente para os 56 e 140 dias de
ensaio (ultimo registo fotografico).

(a) (b)

Figura 111.8: Registo fotografico da réplica 17A, do elemento 17, provete G1: (a)
aos 56 dias; (b) aos 140 dias. Tracejado indica manchas de indicio de crescimento
fangico observado

(a) (b)

Figura 111.9: Registo fotografico da réplica 18A, do elemento 18, provete G1: (a)
aos 56 dias; (b) aos 140 dias. Tracejado indica manchas de indicio de crescimento
fangico observado .

Nos provetes de gesso cartonado hidréfugo (G2), as primeiras manifestagdes de crescimento
fangico ocorreram em momentos distintos relativamente aos restantes provetes. Este
desenvolvimento foi denotado em ambas as réplicas “A” dos seus elementos constituintes, 19A
e 20A, com se pode verificar segundo as Figuras 111.10 e 111.11, respetivamente alusivas para
0s 28, 56 e 140 dias de ensaio. Observaram-se fungos aos 28 dias na superficie de uma das
réplicas do elemento 19, mais propriamente na réplica 19A, coincidente com o valor registado
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na analise quantitativa para o mesmo periodo de amostragem, denotando-se tal concordancia
apenas neste caso. Seguidamente, aos 56 dias de ensaio numa das réplicas pertencentes ao
elemento 20, na réplica 20A, identificaram-se pela primeira vez vestigios do crescimento
fangico.

i ) Bl
- \
G {7

(a) (b)

Figura 111.10: Registo fotografico da réplica 19A, do elemento 19, provete G2 : (a)
aos 28 dias; (b) aos 140 dias. Tracejado indica manchas de indicio de crescimento
fangico observado .

(a) (b)

Figura I11.11: Registo fotografico da réplica 20A, do elemento 20, provete G2 : (a)
aos 56 dias; (b) aos 140 dias. Tracejado indica manchas de indicio de crescimento
fangico observado .

De acordo com a observacao do registo fotografico para os elementos 19 e 20, do provete G2,
denota-se que o elemento 19 é o que apresenta um crescimento flngico mais acentuado. Em
ambas as situacOes a distribuicdo do crescimento € uniforme. Desta analise qualitativa dos
fungos foi possivel validar os resultados obtidos nas contagens de UFC/cm? para 0s provetes
em estudo. Nos provetes de argamassa P1 e P2 constatou-se que os elementos 1 e 9,
respetivamente, tanto visualmente como nas contagens séo 0s que se destacam com um maior
desenvolvimento fangico. Assim como, nos provetes de gesso cartonado G1 e G2, os elementos
17 e 0 19 de cada provete, salientam-se dos restantes elementos por apresentarem uma maior
contaminacdo fungica.
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Perante a analise das contagens de UFC/cm?, principalmente para os provetes P1 e P2 tinha-se
constatado que as zonas de colheita, poderiam ter condicionado os resultados obtidos. Este
facto, pode ser confirmado com o registo fotografico pois constata-se que a proliferacdo fungica
ocorreu mais ao nivel das extremidades e na zona central dos seus elementos. Contrariamente,
ao que se observou nos elementos dos provetes de gesso cartonado G1 e G2, tendo ocorrido a
propagacdo por toda a superficie do elemento. Estas diferencas na distribuicdo podem estar
relacionadas com as caracteristicas do substrato e/ou conjugacao de tintas aplicadas sobre o
mesmo, bem como com a existéncia de rugosidades na superficie. As rugosidades
predominantes nos provetes de gesso cartonado (G1 e G2) sdo zonas preferenciais de
crescimento devido a acumulacdo de humidade e nutrientes necessarios para o respetivo
metabolismo dos fungos.

111.4.3  Influéncia dos diferentes substratos no crescimento fangico

Os diferentes substratos constituintes dos provetes foram a argamassa de cal (R1) aplicada na
construcdo da parede P1, com uma mistura de cal e areia (1:3), e argamassa bastarda (R2)
aplicada na elaboracdo da parede P2, com um traco de cimento:cal:areia (1:3:12). Por fim,
foram ainda construidos dois provetes com um substrato a base de gesso cartonado normal (G1)
e outro com gesso cartonado hidréfugo (G2).

No sentido de analisar a influéncia do substrato formaram-se grupos de elementos (apenas 0s
que constituem as faces A dos provetes) com o mesmo sistema de pintura (vide ponto 111.3.1,
Tabela I11.3), diferindo apenas no substrato. Desta forma elaboraram-se 10 grupos que definem
os diferentes sistemas de pintura usados, conjugando as tintas primario e de acabamento, mais
propriamente 8 grupos para 0s substratos de argamassa de cal (R1) e argamassa bastarda (R2)
e 2 grupos para os substratos de gesso normal (G1) e gesso hidrofugo (G2). Nesta avaliacdo
consideraram-se os valores maximos de UFC/cm? obtidos independente do momento de recolha
como sendo indicativos do substrato com menor resisténcia ao desenvolvimento de fungos.

Para analisar a influéncia do substrato de argamassa (R1 e R2), fez-se a analise dos elementos
combinados tendo igual sistema de pintura entre si: 1+9 (tinta priméario A e tinta acabamento
E), 2+10 (tinta primério B e tinta acabamento F), 3+11 (tinta primario C e tinta acabamento G),
4+12 (tinta primario C e tinta acabamento H), 5+13 (tinta primario C e tinta acabamento 1),
6+14 (tinta primaria D e tinta acabamento G), 7+15 (tinta primario D e tinta acabamento H) e
por fim conjunto de elementos 8+16 (tinta priméario D e tinta acabamento I).

Segundo a andlise do Gréafico 1ll.1, verificou-se que os elementos 9 e 10 compostos
provenientes do provete P2 constituido pelo substrato de argamassa bastarda (R2), apresentam
um numero de coldnias fangicas superior aos seus elementos combinados, respetivamente,
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elementos 1 e 2 do provete P1 constituidos pelo substrato de argamassa de cal (R1). Destaca-
se igualmente o perfil semelhante entre os elementos combinados com equivalente sistema de

pintura.

N.2 UFC/cm? (elemntos 1e9)

Elementos

=
14

|
28

56

84

112

140

LI

LI

212

10917

6063

1413

LI

LI

I <

16781

15167

6415

0

LI

LI

108

37

106

0

L.l

L.l

133

41

39

[
B
[=]

-
[~
o

[
[=]
(=]

80

60

40

20

N.2 UFC/cm? (elementos 2 e 10)

0
Tempo (dias , ap6s inoculagdo)

L.I - Valor menor que 50 UFC/cm?; L.S - Valor maior que 500 UFC/cm?.

Gréfico I11.1: Evolugdo do crescimento flngico perante os substratos R1 e R2, para
0s conjuntos de elementos: 1+9 e 2+10.

De acordo, com a observacao do Gréafico I11.2 os elementos 3, 4 e 5 que apresentam na sua
constituicdo o substrato argamassa de cal (R1), revelaram um maior desenvolvimento de
UFC/cm?, comparativamente aos seus elementos combinados 11, 12 e 13 de argamassa bastarda
(R2). Sendo que na ultima amostragem o elemento 4 destaca-se relativamente aos restantes
elementos de argamassa de cal (R1), pois apresenta um crescimento flngico mais significativo
(188 UFC/cm?). Este grupo apresenta resultado oposto ao grupo anterior em relagdo ao
substrato que promove um maior crescimento fngico. Ao nivel do perfil evolutivo apenas os
elementos provenientes do mesmo provete, ou seja, substrato — R2 sdo 0s que apresentam
tendéncia semelhante. Facto que indica a possivel influéncia do substrato na resisténcia dos
materiais de construcdo ao crescimento dos fungos.

N.2 UFC /cm?

Elementos

L.I - Valor menor que 50 UFC/cm?.

200
180
160
140
120
100
20
60
40
20
s}

3
——-11
—A—a
—-—12

5
—_-—13

Tlo

[=RR=RE=RR=}

i

o]
L.l
L1
L1
L.l
L.l

L1
L.I
L.l

110

14
35
16
25

188

128

121
25

Tempo (dias, apés inoculagéo)

Graéfico 111.2: Evolucao do crescimento fingico perante os substratos R1 e R2, para 0s
conjuntos de elementos: 3+11, 4+12 e 5+13.
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No Grafico I11.3 apresenta-se a combinacdo de elementos, 6+14, 7+15 e 8+16 produzidos a
partir dos substratos de argamassa R1 e R2. Estes conjuntos, no geral, apresentam
comportamentos distintos referentes a contaminacao fangica. Mais uma vez, se confirma que
o0s elementos 6 e 7 com substrato a base de argamassa de cal (R1), revelam valores de UFC
superiores aos elementos de argamassa bastarda (R2). Contrariamente o caso do elemento 15
pertencente ao provete P2 e formulado com argamassa R2, que apresenta um numero de UFC
significativamente reduzido, assim como o elemento 8 de argamassa R1 (46 UFC/cm?).
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Graéfico 111.3: Evolucdo do crescimento fungico perante os substratos R1 e R2, para
0s conjuntos de elementos: 6+14, 7+15 e 8+16.

Analisando a combinag&o entre os elementos dos provetes P1 e P2 referentes aos substratos R1
e R2 respetivamente, denota-se que estes resultados ndo apontam para uma conclusdo clara
relativamente ao melhor substrato. Pelo que o favorecimento em termos de crescimento pode
ser devido ao substrato R2 de argamassa bastarda ser constituido por uma proporcdo de
cimento, cal e areia maior (1:3:12), tornando-0 menos resistente a proliferacdo de fungos
comparativamente ao substrato R1 s constituido por cal e areia (1:3). Segundo 0s ensaios de
Wiktor et al. (2009), os materiais de construcdo a base de cimento séo, geralmente, superficies
mais porosas e irregulares, o que constitui uma mais valia para os fungos se fixarem ao substrato
atraves das suas hifas. A existéncia de adjuvantes organicos que servem de alimento para 0s
fungos, derivados da poeira ou de material organico que se acumula na suas superficies, torna-
0s adequados para o crescimento dos mesmos (Hannu Viitanen et al., 2010; Wiktor et al., 2009).

Por fim, os ultimos grupos formados encontram-se associados a combinacdes de elementos
relativas aos substratos de gesso cartonado G1 e G2 (Gréafico 111.4). Os dois conjuntos de
elementos 17+19 (tinta primario D e tinta acabamento H) e 18+20 (tinta primario D e tinta
acabamento ) apresentam comportamentos distintos face a contaminacdo dos fungos. No
entanto os elementos de cada grupo apresentam tendéncias semelhantes entre si. Por outro lado,
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em ambos os elementos 19 e 20 formulados a partir do substrato de gesso cartonado hidrofugo
(G2), apresentam um elevado nimero de UFC/cm?, com destaque para o elemento 19 com
valores superiores a 751x10° UFC/cm?.
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Graéfico 111.4: Evolucgdo do crescimento fungico perante os substratos de gesso G1 e
G2, para os conjuntos de elementos: 17+19 e 18+20.

No geral, verificou-se que as contagens de coldnias fungicas sdo mais elevadas nos elementos
formulados a partir do substrato de gesso cartonado em relagcdo a argamassa, principalmente a
partir do gesso cartonado hidréfugo (G2). Este facto pode estar diretamente relacionado com o
cartdo aplicado na sua superficie, que confere um acabamento liso, mas constituindo para 0s
fungos uma fonte rica em nutrientes. Para além, dos provetes estarem sujeitos a uma
temperatura e humidade relativa constante, no caso do gesso hidr6fugo (G2), este tem um
tratamento aplicado que lhe confere resisténcia a humidade, repelando-a para a superficie do
provete. Este facto favorece o desenvolvimento e proliferacdo dos fungos neste substrato, visto
contribuir para aumentar o teor de humidade na superficie, condicdo essencial para o
desenvolvimento dos microrganismos. Estes resultados séo concordantes com os obtidos por
Viitanen et al. (2010), que concluiram que os materiais de constru¢do formulados a partir de
material organico (como a madeira e 0 papel) sdo mais sensiveis ao desenvolvimento de fungos
quanto maior o teor de humidade, o que vai de encontro as necessidades nutritivas dos mesmos.
Resumindo, pode-se mencionar sem grande evidéncia que em termos de substrato o R1
(argamassa de cal) é o que aparenta ser 0 mais resistente aos fungos em oposi¢édo ao substrato
G2 (gesso cartonado hidréfugo). Deste modo aconselha-se a ponderar a utilizagdo de materiais
de construcéo com substratos a base de gesso em ambientes himidos e quentes, principalmente
em materiais com caracteristicas hidrofugas.
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I11.4.4 Influéncia dos sistemas de pintura no crescimento fangico no
crescimento fungico

Tal como descrito anteriormente, o sistema de pintura é constituido por tintas com fun¢édo de
primario (A, B, C, D) e de acabamento (E, F, G, H e I), com diferentes caracteristicas ao nivel
da sua constituicdo, sendo de natureza orgénica (acrilica, vinilica ou estireno-acrilica) ou
inorganica (cal, cal apagada e silicato de potéssio), pH variavel (8-9 ou >12), protecéo fingica
distinta (baixa, média e alta), diferente brilho (mate ou acetinado), % de PVC diferentes (25-
80) e variada permeabilidade ao vapor de 4gua (média e alta). Desta forma a influéncia dos
sistemas de pintura é analisada considerando grupos elaborados com base no mesmo substrato
(R1, R2, G1 e G2), mas com diferencas ao nivel das tintas usadas. Consequentemente, para
cada substrato, agruparam-se os elementos de forma a analisar a influéncia das tintas primarias
(C e D) e posteriormente grupos para avaliar o efeito das tintas de acabamento (G, He I). No
caso de ndo ser possivel formar grupos, analisou-se o sistema de pintura global conjugando o
possivel efeito das tintas primarias (A e B) com as tintas de acabamento (E, F). Nesta avaliacéo
também se consideraram os valores maximos de UFC/cm? obtidos independente do momento
de recolha como sendo indicativos da tinta com menor resisténcia ao desenvolvimento de
fungos.

A conjugacéo dos elementos 3+6, 4+7, 5+8 do provete P1 (Gréafico 111.5), revelam a influéncia
das tintas primarias (C e D), visto os elementos de cada grupo terem a mesma tinta de
acabamento, tinta G, H e | respetivamente. Por conseguinte, para cada elemento constituinte de
cada grupo usaram-se tintas primarias distintas, tinta C e tinta D, as quais possuem
caracteristicas semelhantes, salientando-se o facto de ambas serem de natureza organica. Os
resultados ndo apontam claramente para a prevaléncia de uma ter maior resisténcia em relacéo
aoutra. Visto que as conjugacdes dos elementos apontam para no segundo grupo a tinta C como
a que apresenta maior resisténcia ao desenvolvimento fungico, mas os restantes grupos apontam
atinta D.

A combinacdo dos elementos 3+4+5 e 6+7+8 permite avaliar a influéncia da tinta de
acabamento, respetivamente tinta G, tinta H e tinta I, devido a aplicacdo da mesma tinta
primaria nos elementos de cada grupo. As tintas com funcdo de primario usadas foram a tinta
C e D para o primeiro e segundo grupo respetivamente (Grafico 111.5). Pela analise do numero
méaximo de UFC/cm? verifica-se uma semelhanca de resultados, a variar entre os 121 e os 188
UFC/cm?, para os elementos 5 (tinta 1) e 4 (tinta H). Segundo estes valores a tinta de
acabamento | € a que tem um ligeiro aumento na protecédo face ao desenvolvimento fangico. Os
elementos 6+7+8, também resultam da aplicagdo das mesmas tintas de acabamento que 0s
elementos anteriores, mas com tinta primaria D, denotando-se que o comportamento fungico
no elemento 8 (tinta I) ao longo de todo o0 ensaio apresenta valores baixos, comparativamente
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aos restantes elementos. Deste modo, a tinta acabamento | perante estes resultado € a tinta com
maior poder de inibigcdo fungico. Contrariamente ao elemento 7, tendo por base a tinta H, que
registou o maior crescimento. As caracteristicas ao nivel da natureza organica das tintas de
acabamento sdo semelhantes, variando apenas o nivel de protecao fangica e a permeabilidade
ao vapor de agua. Pelo que se deduz que a alta protecao fungica da tinta | possa ter influenciado
a protecao fungica registada.

Relativamente aos elementos 1 e 2 constituintes do provete P1 foram sujeitos a aplicacdo de
tintas primarias e tintas acabamentos distintas, respetivamente tintas A e B e tintasE e F. O
elemento 1 revela ser de todos o0s elementos o que apresenta uma menor protecao fungica ,
concordante com as caracteristicas da tinta primaria A e de acabamento E. Ambas apresentam
protecdo fungica baixa, substrato de cal e pH alcalino, condi¢des que aparentemente favorecem
o desenvolvimento fungico. O elemento 2 (tinta priméaria B e acabamento F) com o valor
méaximo de 108 UFC/cm? atingido aos 84 dias de ensaio, demonstra maior protecdo em relacio
ao elemento 1, pelo que outras carateristicas para além da protecdo flngica da tinta primario
terdo influenciado o comportamento. Um parametro que pode ter contribuido para esta
diferenca podera estar relacionado com a tinta de acabamento. Visto que o potencial antifungico
da tinta de acabamento conjugada (F) é superior ao da tinta de acabamento do elemento 1 (tinta
E). Ambas as tintas apresentam a mesma natureza (inorganica), mas distinguem-se pela tinta E
apresentar protecao fungica baixa.
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Gréfico 111.5: Crescimento fangico para os elementos do provete P1 em funcéo
do tempo para avaliar a influéncia do sistema de pintura.

O mesmo tipo de analise foi efetuada para o provete P2. O conjunto de elementos 11+14, 12+15
e 13+16 onde foram aplicadas respetivamente as tintas de acabamento G, H e I, permite testar
as tintas primarias C e D. Segundo as contagens de fungos (Grafico 111.6) para 0s grupos
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definidos, estas indicam que a tinta organica D € a que apresenta maior grau de inibicéo fungico
apenas para o segundo grupo e a tinta C para os restantes casos. Tal como o referido
anteriormente as caracteristicas de ambas as tintas sdo semelhantes contudo, registam
comportamentos diferentes ao nivel da resisténcia do desenvolvimento de fungos. Deste modo,
0s resultados obtidos apontam para sinergias entre a tinta com funcéo de primario e a tinta de
acabamento conjugada.

Para avaliar o efeito das tintas de acabamento G, H e | foram agrupados os elementos com igual
tinta priméria (C e D). Consequentemente, os elementos 11+12+13 formam um grupo tendo a
tinta C como tinta primaria e o grupo dos elementos 14+15+16 cuja tinta primaria usada foi a
tinta D. Para cada grupo a ordem das tintas de acabamento usada foi a tinta G, H e |
respetivamente. Os elementos que registaram o maior nimero de UFC para cada grupo foram
os elementos 11 (85 UFC/cm?) e o 15 (46 UFC/cm?). Desta feita, os resultados ndo s&o
concordantes, visto que a tinta de acabamento aplicada no primeiro caso foi a tinta G, e no
segundo a tinta H. De salientar que ambas sdo de natureza organica e com uma a¢do média
PVC e na permeabilidade ao vapor de agua, sendo a tinta H a que apresenta nivel elevado e a
tinta G nivel médio de permeabilidade.

Tal como no provete P1, os elementos 9 e 10 constituintes do provete P2 foram sujeitos a
aplicacdo das mesmas tintas primarias e acabamentos, respetivamente tintas A e B e tintas E e
F. O elemento 9 revela ser de todos os elementos o que apresenta uma menor a¢do antiflngica,
0 que leva a concluir que a conjugacao da tinta primaria (tinta A) e de acabamento (tinta E)
aplicada ndo é uma boa opc¢do no que respeita a protecdo fungica. Confirmando-se, tal como
para o provete P1, que a diferenca nas caracteristicas ao nivel da protecéo flngica da tinta de
acabamento (E e F) se refletiu nos resultados.
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Graéfico 111.6: Crescimento fungico para os elementos do provete P2 em fungéo do
tempo para avaliar a influéncia do sistema de pintura.
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Relativamente aos provetes de gesso cartonado normal (G1) e hidréfugo (G2) a tinta que serviu
como primario foi a tinta D, pelo que em ambos 0s casos apenas se ird analisar o efeito das
tintas de acabamento usadas (H e 1). Pela visualizacao do Grafico I11.4 (vide ponto 111.4.2.1), as
contagens de fungos referentes aos elementos 17 e 18 do provete G1, onde foram aplicadas as
tinta de acabamento H e I, respetivamente, indicaram que o sistema de pintura com uma
resisténcia mais elevada ao desenvolvimento fangico foi o que continha a tinta I. Os resultados
obtidos s@o concordantes com os resultados para os elementos do provete G2 — elementos 19 e
20. Deste modo, infere-se que a tinta | € a que apresenta maior capacidade para impedir 0
desenvolvimento de fungos, coincidente com o respetivo parametro de protecdo fungica alta.

Globalmente, verifica-se que para os provetes P1 e P2, os sistemas de pintura com melhor
desempenho antifingico apresentavam a tinta D e a C como primario respetivamente. Pelo que
ndo se pode afirmar claramente qual é o melhor primério, facto que é concordante com a
semelhanca nas caracteristicas das tintas. Ambas exibem natureza organica e conferem a mesma
protecdo fungica (média), para além de ambas serem indicadas na aplicacdo em substratos de
reboco como o que compde o provete P2.

Ao nivel das tintas de acabamento, nos provetes P1, G1 e G2 a tinta com melhor desempenho
foi a tinta I, enquanto que na parede P2 foram as tintas G e H. Todas as tintas conferem as
superficies valores de pH similares (entre 8 e 9) e sdo de natureza organica. Contrariando o
facto das tintas de natureza organica constituirem uma fonte de nutrientes para os fungos
(Arumala, 2006) favorecendo o seu crescimento. Porém, diferem na protecdo flngica, sendo
que a tinta | apresenta uma protecdo fungica alta, e as tintas G e H uma protecdo fingica média,
0 que indica a importancia desta caracteristica em detrimento da natureza. Segundo a anéalise
estatistica realizada para a avaliagdo das caracteristicas das tintas primarias e de acabamento
em termos da sua tipicidade, os resultados permitiram concluir que a natureza e a protecao
fangica das tintas de acabamento sdo as caracteristicas mais importantes das tintas na avaliacdo
do crescimento fangico. Para além destas caracteristicas, o teste também revelou que o PVC, o
pH e a permeabilidade das tintas sdo também fatores a ter em conta. No entanto estas conclusfes
ndo foram suficientes para a tinta | apresentar o melhor desempenho em todas as situacdes.
Outras caracteristicas em que diferem as tintas I, G e H s&o ao nivel do teor em pigmentos (%
PVC) e na permeabilidade ao vapor de agua, sendo a tinta H a que apresenta maiores valores
para ambas as caracteristicas. Mediante os resultados, a conjugacdo destas propriedades
permitiu uma inibicdo parcial da proliferacdo dos microrganismos. Este facto nédo é
concordante com o esperado, pois segundo a literatura, tintas com elevado PVC (>40%)
correspondem a tintas com maior permeabilidade, como é o caso das tintas de cal e silicatos.
Nestes casos, a secagem da parede € realizada mais rapidamente evitando a probabilidade de
desenvolvimento flngico nas porosidades do substrato, visto que um PVC elevado corresponde
a quantidades de ligantes da tinta e cargas insuficientes para preencher os vazios entre as
particulas do substrato (Khorassani, Pourmahdian, Taromi, & Nourhani, 2005). A tinta H é uma
tinta de natureza distinta a relatada na literatura, mas apresenta elevado PVVC e porosidade,
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relativamente as tintas | e G. Se a tinta H apresenta elevada permeabilidade significa que a &gua
ndo fica retida na sua superficie, mas seria absorvida pelo que seria oposto ao gesso hidrofugo
(G2),0 que implicaria uma maior protecdo face ao desenvolvimento fungico, situacdo que néo
se verifica. Logo, deste modo € impossivel concluir claramente quais das tintas de acabamento
I, G e H apresenta uma melhor performance relativamente a inibicdo da proliferacao fungica.

Apesar da proliferacdo de fungos acontecer preferencialmente em ambientes &cidos e neutros
para a maioria das espécies (intervalo 6timo de pH 3-9), o teor alcalino das tintas primarias e
acabamentos ndo se apresentou eficaz para diminuir o desenvolvimento fungico (Sedlbauer,
2001). Estes resultados podem ser indicativos de que a espécie inoculada nos provetes se
desenvolve numa vasta gama de pH, incluindo a gama alcalina.

Constatou-se que o sistema de pintura formulado com a tinta priméaria D e tinta acabamento H
apresentou o pior desempenho quando aplicado na placa de gesso cartonado hidréfugo, sendo
que na placa de gesso cartonado normal foi igualmente desfavoravel. E possivel afirmar que
independentemente das caracteristicas do sistema de pintura aplicados o tipo de substrato que
compde os provetes de gesso (G1 e G2) tem uma grande influéncia nos resultados obtidos.

Os sistemas de pintura constituidos pelas tintas A+ E (tinta a base de cal) e B + F (tintas a base
de silicatos), no geral ndo se mostraram adequados a inibi¢do de fungos. O pior desempenho
foi registado para o sistema A+E que resultou da juncdo de tintas de diferentes naturezas,
respetivamente tinta primaria organica (tinta A) e tinta acabamento inorgénica (tinta E). Esta
tendéncia deve-se igualmente as caracteristicas de baixa protecdo flngica, apesar de serem mais
indicadas para a aplicagao no substrato de argamassa de cal — R1, como o que compde 0 provete
P1. Relativamente ao sistema de pintura com tintas a base de silicatos (tintas B e F), 0 seu
desempenho antifingico foi mais eficaz no provete P1, formulado a partir de argamassa de cal
(R1). Ambas as tintas sdo de natureza inorgénica, apesar de serem mais indicadas para a
aplicacdo em substratos como o que integra o provete P2 (argamassa bastarda — R2) e de terem
uma concentracdo de pigmentos (% PVC) elevada e um pH alcalino que as ostenta.

111.45 Analise dos COV totais na camara climatica

Na tentativa de perceber se a atividade microbioldgica pode estar associada ao aumento das
emissOes de COV totais resultantes do respetivo metabolismo, e desta forma monitorizar de um
modo expedito a evolucédo do crescimento, efetuaram-se as medic¢des dos COV totais no interior
de camara. A andlise dos COV foi efetuada nos momentos de amostragens definidos para as
contagens. Da monitorizacdo feita apenas se detetaram COV aos 14 dias de ensaio,
representadas no Grafico 111.7.
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Gréfico 111.7: Medicdo de COV totais no interior da cdmara climatica, apds
14 dias do inicio dos ensaios.

Como estéd patente no grafico neste dia ocorreram duas medi¢Ges em continuo durante 20
minutos, onde se verifica que os COV totais variaram entre os 100 e 600 pg/m?3. Segundo as
contagens de UFC para os 14 dias de ensaio (vide ponto 111.4.1) relativas aos quatro provetes
de ensaio, denota-se que de um modo geral o crescimento era insignificante. Segundo a
literatura a ocorréncia de COV em espacos interiores é devida na maior parte das vezes a fontes
relacionadas com os materiais de construcéo, decoracdo, mobiliario e equipamento. Por outro
lado, numa pequena escala podera ser incutido ao desenvolvimento de populagdes
microbioldgicas. Neste Gltimo caso, a quantidade e tipo de COV emitidos depende das espécies
de fungos e das condigbes ambientais em que se verifica 0 crescimento destes organismos
(Bennett & Inamdar, 2015). Estas emissfes tém na base da sua composicao alcoois, aldeidos,
cetonas, acidos, éteres, ésteres, terpenos, tidis e seus derivados. Estes compostos estdo
normalmente associados ao aroma a mofo caracteristicos de espacgos interiores humidos.
Técnicas diferentes podem ser usadas para a identificacdo dos tipos de compostos presentes,
nomeadamente cromatografia gasosa com detecdo de massa (GC-MS) apds amostragem com
tubos especificos (Method 8260D, 2017). Existem ainda algumas ferramentas que permitem
extrapolar a composi¢do dos COV dependendo das espeécies de fungos (mVOC, 2014). Deste
modo, o valor obtido pode ter sido condicionado pelo sistema de tintas aplicado nos provetes
de ensaio. Este facto pode justificar igualmente a ndo detecdo de COV totais nas restantes
amostragens, pois pode ter ocorrido uma dispersdo dos COV provenientes das tintas para o
exterior da camara durante as recolhas das amostras. Pelo que a emissédo de COV resultantes do
metabolismo microbiano ndo é significativa de modo a ser detetada pelo equipamento, nao
sendo possivel monitorizar a evolucdo da populagdo de um modo indireto pela medigdo dos
COV totais.
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I11.4.6  Avaliacdo da carbonatacao

A avaliacdo do grau de carbonatacdo dos provetes de ensaio permite avaliar a influéncia da
populacédo de fungos na degradacdo dos materiais de construcdo e paralelamente a respetiva
intensidade de crescimento. A carbonatacdo de um determinado tipo de material (por exemplo,
0 betdo) pode ser dividida em trés areas a partir da superficie de exposicdo. Em que, temos a
regido carbonatada, a regido em processo de carbonatacdo e a regido ndo carbonatada, sendo
que a regido ndo carbonatada apresenta um pH acima de 12 e a regido carbonatada apresenta
um pH abaixo de 9 (Kulakowski,2002). A Tabela I11.8 apresenta os resultados decorrentes da
medicdo do pH para os varios elementos principais constituintes dos provetes de ensaio que de
um modo geral apresentaram caracter alcalino. Contudo, pode-se agrupar os resultados obtidos
em dois grupos, correspondente aos provetes de argamassa (P1 e P2) e aos provetes de gesso
(G1le G2). O pH registado rondou em média os 12,9 para os provetes P1 e P2, o que indica que
ndo ocorreu carbonatacdo. Contrariamente, nos provetes G1 e G2 os valores do pH encontram-
se na zona limite considerada como indicativa de carbonatacao (pH<9) (Ashraf, 2016). Todavia
salienta-se que o pH das tintas utilizadas nestes provetes ja rondava os 8-9 de acordo com as
respetivas caracteristicas (vide ponto 111.3.1,Tabelas I11.1 e 111.2).

Tabela 111.8: Valores de pH de carbonatacdo registados aos 140 dias nos
quatro provetes de ensaio.

Provetes Elementos pH carbonatacio
1 12,77
2 12,85
P1 3e4 12,89
5a08 12,91
9 12,86
10 12,87
11e12 12,89
P2 13 12,86
14 12,87
15 12,88
16 12,85
17 8,74
Gl
18 8,76
19 8,72
G2 20 8,70

De forma a complementar o processo anterior, foi aplicado um método expedito de analise do
processo fisico-quimico de carbonatagdo nos provetes in situ. Este processo envolve a utiliza¢do
do indicador &cido-base fenolftaleina, pois este reage com a fase liquida que se encontra nos
poros do material dos provetes. Portanto, segundo o pH do meio exibe a cor mangenta/rosa
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forte se meio alcalino ou apresenta a cor natural do material (torna-se incolor) em meios neutros
e acidos (Lee et al., 2012). Assim, apds a aspersdo superficial e em profundidade do indicador
fenolftaleina, denota-se que a cor mangenta/rosa forte do indicador manteve-se em todos 0s
provetes, tal como se pode verificar no exemplo da Figura I11.12 para o provete P2.

Figura 111.12: Avaliacdo da carbonatacdo através da aspersdo do indicador
fenolftaleina in situ para o provete de ensaio P2.

De acordo, com os resultados obtidos nos dois métodos os elementos dos provetes P1 e P2, ndo
se encontravam em processo de carbonatacdo. Segundo Cultrone et al. (2005) a carbonatacédo
total e completa das argamassas € um processo demorado, podendo mesmo, demorar Varios
anos. O material deve apresentar alguma porosidade, de modo a permitir a evaporacao de agua
e a penetracao do didxido de carbono (Cultrone et al., 2005), 0 que ndo acontece nestes provetes,
pois apesar da sua elevada porosidade as concentracdes de CO. poderiam ser reduzidas. Nos
provetes de gesso cartonado G1 e G2 os resultados foram semelhantes, confirmando-se de que
ndo ocorreu a carbonacdo, sendo que o valor do pH inferior a 9 foi derivado do sistema de
pintura utilizado. Este facto indica que num curto espaco de tempo (140 dias) a atividade
microbiana ndo foi suficiente para alterar o estado do material e sugerindo que apenas em caso
de elevado crescimento fungico é que podera ocorrer a carbonatacdo dos materiais.

111.4.7  Identificacédo da espécie fungica

A identificacdo da espécie do fungo utilizado nos ensaios, foi feita recorrendo a anéalise
macroscopica e microscopica da sua morfologia entre outras caracteristicas, bem como através
de testes bioquimicos. A analise foi feita tendo por base a lista dos fungos comumente
encontrados em ambientes interiores, que pertencem aos géneros fangicos Cladosporium,
Penicillium e Aspergillus (Leung & Lee, 2016).

Com base nas diversas pesquisas efetuadas, procedeu-se a descricdo das principais
caracteristicas macroscopicas da espécie fungica isolada (Figura I11.13). A visualizacéo da
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colonia fangica isolada em meio Sabouraud Chloramphenicol Agar (Bioakar), permitiu
verificar que a mesma apresenta uma morfologia circular, uma margem/borda regular e uma
superficie rugosa. Relativamente a elevacdo que consiste na vista lateral da coldnia é elevada,
nesta também se verifica a producdo de conidios, que se visualizam mais detalhadamente em
seguida na analise microscopica. A col6nia apresenta uma cor esverdeada, o reverso de cor
creme a castanha e as coldnias apresentam um diametro que varia entre os 30 a 40 mm
(Blackburn, 2006; Rosa, 2013). Perante estas caracteristicas observadas dos fungos, os géneros
Penicillium e Aspergillus sdo 0s que se encaixam nestas condicdes.

Figura 111.13: Espécie fungica utilizada nos ensaios.

A anélise microscopica foi fundamental na determinacdo do género de fungo que foi inoculado
nos provetes. Deste modo, apos as diversas pesquisas efetuadas foi possivel a observacao das
principais estruturas morfoldgicas e reprodutoras inerentes ao género em estudo (Figura 111.14).
Deste modo, suspeita-se que sera uma espécie pertencente ao género Penicillium, sendo um
género de fungos muito comum, que se desenvolve numa ampla gama de habitats, desde o solo
até a vegetacdo, no ar, ambientes internos e em varios produtos alimentares. Este é constituido
por esporos vegetativos (conidios) que séo a sua principal estrutura de reproducdo assexuada.
Os conidios sdo geralmente verdes e nascem em cadeias produzidas pelas fialides, que sé&o
estruturas de dimensdes reduzidas, alongadas e que estreitam numa das extremidades. Estas
estruturas encontram-se sob verticilos (pontos de ramificacdo), e assentam sob estes através da
intervencdo de celulas de suporte especializadas conhecidas por métulas. Por fim, os
conidioforos sdo hifas que suportam toda a estrutura produtora de conidios (Machado, 2006;
Visagie et al., 2014)
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Figura 111.14: Analise microscopica da espécie fungica isolada.

Na tentativa de se confirmar o género e identificar a espécie fungica, realizaram-se um conjunto
de testes bioguimicos, estando os respetivos resultados descritos na Tabela 111.9. Tendo em
conta, que os testes anteriores apontam para o género Penicillium, com base principalmente nas
suas caracteristicas macroscopicas e nas pesquisas realizadas, ambas apontam para duas
espécies, o Penicillium brevicompactum e o Penicillium chrysogenum. Deste modo, definiu-se
uma bateria de testes bioquimicos de modo a identificar a espécie em causa. Os testes realizados
tiveram por base os trabalhos efetuados por P. Bridge (1985), pois estes envolviam entre outras,
as duas espécies suspeitas.

Tabela 111.9: Resultados dos testes bioquimicos efetuados.

Teste Crescimento a Diferentes Temperaturas
Resultad 4°C 37°C 40°C
esultados +@ + _(b)
Teste Crescimento a Diferentes pH
2 10 12
Resultados
+ + +
Teste Crescimento na Presenca de Substéncias Inibidoras
Naa CuS ZnS Cvt; @ Cvt, @
Resultados
+ + + + +
Teste Crescimento em Diferentes Fontes de Carbono
Lactose Acido Citrico
Resultados (meio solido) + +
+ +
Teste Crescimento em Diferentes Fontes de Azoto
Glucose Nitrito de Sédio
Resultados (meio solido) + +
+ +
Teste Atividade Enzimatica Hidrolitica
Amido Gelatina Caseina
Resultados
+ + +
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(@) Indicacdo de resultado positivo (+), em que se verificou crescimento fingico;

(b) Indicacdo de resultado negativo (-), em que néo se verificou crescimento flngico;
(c) Corresponde a massa de cristal de violeta 0,05 g/L (Cvty);

(d) Corresponde a massa de cristal de violeta 0,01 g/L (Cvty);

De um modo geral, os testes bioquimicos permitem a identificacdo de espécies analisando
diferencas ao nivel das preferéncias nutricionais, no crescimento perante condicoes
diversificadas de temperaturas e pH, resisténcia a substancias inibidoras e a excrecdo de
diferentes tipos de enzimas para a assimilacdo de diversos substratos. Os resultados obtidos
para o crescimento a diferentes temperaturas (4°C, 37°C e 40°C) inserem-se nas classes de
crescimento dos microrganismos psicréfilos (0-20°C) e os mesofilos (20-40°C) para a espécie
inoculada, ou seja o crescimento a 4°C e auséncia a 40°C sdo concordantes com os trabalhos
desenvolvidos por Bridge et al. (1985), exceto para a temperatura de 37°C, apontando para a
espécie Penicillium brevicompactum. Contudo, apesar do valor positivo obtido para a
temperatura de 37°C ser contraditério, todos os restantes testes indicam como sendo a espécie
Penicillium brevicompactum. Segundo a literatura, este género de fungos podem ser
classificados como mesofilos psicrotolerantes, pois desenvolvem-se numa gama entre uma
temperatura minima de 0°C ou menos até uma temperatura maxima por volta dos 40°C
(Flannigan et al., 2016). Os estudos efetuados por Ndagijimana et al. (2008) sobre a espécie
Penicillium brevicompactum confirmam que a mesma é capaz de sobreviver e crescer perante
temperaturas de refrigeracdo, ou seja, temperaturas extremamente baixas. No crescimento em
meios com diferentes niveis de pH (2, 10 e 12) e respetivas gamas como a acida (0-6 pH) e
alcalina (8-12 pH). Os resultados demonstraram que a espécie fingica em causa tem capacidade
para se desenvolver em qualquer das gamas estudadas, abrangendo meios acidos a alcalinos.
Foram realizados dois ensaios para a gama alcalina (pH=10 e pH=12), pois pequenas varia¢des
de pH podem dar origem a resultados distintos, o que ndo se verificou pois houve crescimento
de fungos em ambos. Contrapondo os resultados obtidos com os de Bridge et al. (1985), reforca-
se a ideia de provavelmente se esta perante a espécie Penicillium brevicompactum, a maioria
dos resultados obtidos sdo semelhantes , exceto o resultado obtido para o pH=12. Segundo
Sedlbauer (2001), a proliferacdo de fungos acontece preferencialmente em ambientes &cidos e
neutros para a maioria das especies (intervalo 6timo de pH 3-9). No entanto, valores de pH
entre 2-11 também sdo tolerados por algumas espécies de fungos, o que aparenta ser o0 caso da
espeécie fungica em causa. O crescimento flngico perante a presenca de uma vasta diversidade
de substancias inibidoras como azida de sodio (Naa), sulfato de cobre (CuS), sulfato de zinco
(ZnS) e o cristal de violeta (Cvt) também foi testado. Os resultados obtidos foram semelhantes
aos registados por Bridge et al. (1985), exceto para o Cvt; em que se verificou crescimento de
fungos, resultado oposto ao do autor. Pelo que mais uma vez este conjunto de testes apontam
para a espécie Penicillium brevicompactum em detrimento a espécie Penicillium chrysogenum.
Relativamente as preferéncias metabolicas em termos de fontes de carbono foram testados a
lactose e o acido citrico, tanto em meio liquido como sélido. Neste caso, como ambas as
especies suspeitas Penicillium brevicompactum como a Penicillium chrysogenum apresentam
resultados positivos para as fontes de azoto testadas, esta série de testes ndo serviu para
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esclarecer sobre a identificacdo da espécie. Enquanto que, em termos de assimilacdo de fontes
de azoto utilizou-se o nitrito de sédio e um controlo positivo a glucose, testados em meio liquido
e solido. Tal como anteriormente, os resultados obtidos sdo concordantes com os de Bridge et
al. (1985) para a espécie Penicillium brevicompactum (Bridge et al. 1985). Por fim, a atividade
enzimatica dos fungos foi analisada usando os substratos amido, gelatina e caseina. Tendo-se
apurado que a espécie fungica inoculada tinha a capacidade para assimilar qualquer substrato
tal como a espécie Penicillium brevicompactum (Bridge et al., 1985). Portanto, comparando os
resultados obtidos com os da literatura, verificou-se que a maioria dos resultados corroboram
que a espécie inoculada nos provetes de ensaio seria 0 Penicillium brevicompactum.

O que se deveria fazer para confirmar a espécie em causa era recorrer as novas técnicas de
biologia molecular, sendo que estas encontram-se agrupadas em métodos baseados no PCR (do
inglés, “Polymerase Chain Reaction”), métodos baseados em sondas de DNA e RNA, técnicas
de amplificagdo, métodos baseados em amplificacdo isotérmica e métodos baseados na
interferéncia por RNA. Os métodos baseados no PCR ou Reacdo em Cadeia da Polimerase
como o PCR convencional, PCR mdltiplo, PCR em tempo real ou quantificado, entre outros,
procedem a replicacdo do DNA, enquanto que os métodos baseados em sondas de DNA e RNA
como o Northern blot, hibridizacao in situ e a hibridizacdo fluorescente in situ, consistem no
uso de uma sonda para a analise de acidos nucleicos de fungos. As técnicas de ampliacdo como
o microarranjo de DNA, permitem a analise de milhares de mMRNA simultaneamente, para além
de observacbes nas mudancas da expressdo genética. Os métodos baseados em amplificacdo
isotérmica como a amplificacdo isotérmica de acidos nucleicos e de sequéncias de acidos
nucleicos, consistem na amplificacdo do acido nucleico alvo que ocorre sob condicOes
isotérmicas de alta especificidade. Por fim, temos os métodos baseados na interferéncia por
RNA que sdo usados para identificar e controlar os fungos fitopatogénicos (Aslam et al., 2017;
Gherbawy & Voigt, 2010). Devido as limitagcbes dos testes convencionais, atualmente o
desenvolvimento da biologia molecular tem potenciado o aparecimento de novas técnicas e
métodos que fornecem informacbes de uma forma mais rapida e especifica relativamente a
confirmacéo e identificacao de espécies e géneros fungicos.

111.5 Conclusao

A avaliacao da resisténcia de diferentes materiais de construcdo ao desenvolvimento de fungos
foi realizada em quatro provetes de ensaio, formulados a partir de substratos distintos e com a
aplicacdo de sistemas de pintura com caracteristicas variadas. Sendo sujeitos a um conjunto de
testes que permitiram a avaliagdo do crescimento fingico, a avaliagdo do estado de
carbonatacdo e a identificacdo da espécie fungica inoculada, permitindo deste modo chegar as
conclusdes que a seguir se mencionam:

A avaliacdo quantitativa do crescimento da populagéo fangica através da contagem do numero
de UFC e a avaliacao qualitativa dos fungos por inspecéo visual recorrendo ao registo
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fotografico revelaram que as contagens maximas de fungos foram registadas nos provetes de
gesso cartonado (G1 e G2) , em relacéo aos provetes de argamassa P1 e P2.

Perante a analise das contagens de UFC/cm?, principalmente para os provetes P1 e P2
constatou-se que as zonas de colheita, condicionaram os resultados obtidos. Este facto foi
confirmado, com o registo fotografico pois verificou-se que a proliferacdo fingica ocorreu mais
ao nivel das extremidades e na zona central dos seus elementos. Contrariamente, ao que se
observou nos elementos dos provetes de gesso cartonado G1 e G2, tendo ocorrido a propagacéo
por toda a superficie do elemento.

Na analise da influéncia dos diferentes substratos que componham os quatro provetes de ensaio
denotou-se que as contagens de UFC sdo mais elevadas nos elementos formulados a partir do
substrato de gesso cartonado, principalmente a partir do gesso cartonado hidréfugo G2.
Enquanto, nos provetes P1 e P2 referentes aos substratos de argamassa de cal e argamassa
bastarda R1 e R2 respetivamente, verificou-se que o nimero de coldnias fungicas era
semelhante em ambos os provetes, deste modo nao foi possivel aferir de uma forma clara qual
0 substrato mais resistente a proliferacdo fungica.

No geral o sistema de pintura aplicado nos provetes P1 e P2 com natureza organica ndo permitiu
verificar qual das tintas usadas como primario e acabamento eram mais indicadas para a
inibicdo fungica, pois apesar de terem diferentes niveis de protecdo fangica, a aplicacdo de
tintas com protecdo fungica elevada numa das camadas (como a combinagdo com a tinta de
acabamento I) ndo assegura a auséncia de fungos.

Em ambos os provetes, o sistema de pintura constituido por primario e por acabamento de
naturezas distintas (como o sistema de pintura A+E), apresentou o desempenho mais
desfavoravel a inibicdo do crescimento fungico. Assim como os sistemas de pintura aplicados
nas placas de gesso cartonado revelaram-se inadequados para inibir a proliferacdo de fungos,
principalmente o sistema D+ aplicado no substrato de gesso hidrofugo (G2).

A determinacdo dos COV no interior da camara climatica revelou que ndo existe uma relagéo
entre os COV e o crescimento dos fungos, pois a monitorizagdo do crescimento fangico
mostrou-se baixa.

A avaliacdo do grau de carbonatacdo dos provetes de indicou que ndo se verificou qualquer
indicio de carbonatacdo dos mesmaos.

A identificacdo da espécie do fungo utilizado nos ensaios, foi feita recorrendo a analise
macroscopica e microscopica da sua morfologia que levou a induzir que possivelmente
estdvamos perante o género Penicillium, a tentativa de identificacdo da espécie foi realizada
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atraves de um conjunto de testes bioquimicos que apontaram para a espécie Penicillium
brevicompactum.
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IV. Avaliacao do risco de exposicao de
tecnicos de laboratorio a agentes
biologicos e quimicos

V.1 Resumo

A exposicdo a agentes bioldgicos e quimicos tem impactes negativos na nossa saide e bem-
estar, assim como na qualidade do ar interior dos edificios (QAI). As atividades desenvolvidas
em laboratorios de ensino e instituicbes de investigacdo sdo um exemplo entre outros, da
exposicao a estes agentes com inimeros riscos associados para o0s técnicos expostos. Deste
modo, o principal objetivo deste trabalho consistiu na avaliagdo do risco de exposicdo dos
técnicos de um laborat6rio de investigacdo de um estabelecimento de ensino superior aos
agentes bioldgicos e quimicos. Para tal, realizaram-se amostragens ao ar interior de 3 salas
(L1,L2 e L3) pertencentes a um laboratorio e com caracteristicas distintas em termos de area,
ocupacao e ventilacéo, no total de 6 amostragens compreendidas entre os meses de fevereiro a
julho. A sala L1 apresenta uma area de cerca 20 m?e é constituida por duas cAmaras climaticas,
onde ocorrem ensaios com fungos. Esta sala ndo apresenta qualquer tipo de sistema de
ventilacdo mecanico, a renovacdo do ar é promovida pelas infiltracbes de ar ndo controladas
através das frinchas de uma porta que liga a sala L2. A sala L2 ocupa uma area com cerca de
33 m?, em que existe uma camara climatica e uma zona de escritorio, onde existem sistemas de
ventilacdo mecanico e a renovacao do ar € promovida por uma conduta de insuflacdo/extracdo
de ar (inativa) e as infiltracGes de ar ndo controladas através das frinchas de uma porta (porta
de saida para a nave de construcdes). Por fim, a nave de construcdes (sala L3) apresenta uma
area total de aproximadamente 129 m?, onde se encontram varios sistemas de ventilagio
mecanicos associados as camaras climaticas e ao proprio edificio, para além de ventilacdo
natural associada a circulacdo e mistura do ar interior e exterior. A avaliacdo da exposi¢do aos
agentes biologicos foi realizada com base em duas metodologias distintas, respetivamente
amostragem ativa com recurso a uma bomba de extracdo de ar na avaliacdo da populacéo de
fungos e bactérias e a amostragem passiva na avaliagdo apenas da populacdo de fungos. Nesta
amostragem procedeu-se a colocacdo de caixas de Petri abertas com meio solido para a
sedimentacdo dos esporos fungicos ou fragmentos presentes no ar ambiente, por acdo da
gravidade durante um certo periodo de tempo estabelecido. A avaliacdo da exposicdo aos
agentes quimicos e parametros fisicos, tais como a temperatura, humidade relativa do ar, CO>
e 0s COV totais foram efetuadas atraves de medi¢Ges em continuo realizadas por equipamentos
de medicdo eletronicos. Os resultados obtidos da amostragem passiva aos fungos e da
amostragem ativa as bacterias revelaram valores fora da gama de contagem de unidades de 20-
200 colonias para os fungos e 20-80 coldnias para as bacterias, minimo
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requerido pelos métodos aplicados. As concentracdes resultantes da amostragem ativa aos
fungos revelaram que o local L1 e L2 séo o0s que apresentam uma maior concentracao fungica
coincidentes com temperaturas elevadas, mas humidades relativas baixas. Os valores medidos
de temperatura e humidade relativa do ar ndo apresentam qualquer risco para a saude e conforto
térmico dos técnicos. As concentracdes de UFC ndo se encontram dentro do limite legal
estabelecido pela legislacdo nacional, para se pode concluir sobre o risco que representam para
0s técnicos expostos as mesmas, teriam de ser realizadas novas avaliacGes. As medicdes em
continuo dos COV permitiram concluir que as suas concentracfes medidas se encontram acima
dos limites legais, sendo a exposic¢ao aos mesmos considerada de elevado risco para os técnicos.
Enguanto a monitorizagdo das concentragbes de CO> encontram-se dentro do limite legal
estabelecido pela legislacdo, ndo comportando qualquer risco para os técnicos. Por fim, foram
ainda mencionadas algumas medidas de prevencdo relativas a ventilacdo dos espacos, sendo
fundamental a realizacdo de 5 renovacdes por hora de forma a diminuir o risco de exposi¢do
aos agentes monitorizados.

IV.2  Introducéo

No geral o ser humano passa diariamente, mais de 90% do seu tempo em locais fechados, sejam
naves industriais, escolas, ginasios, hospitais, casas ou edificios administrativos, estando na
maioria das vezes sujeitos principalmente a exposicao a agentes bioldgicos e quimicos (Adams
et al., 2016). O risco de exposicao a estes agentes tem impactes negativos na satde e no bem-
estar da populagéo, assim como na qualidade do ar interior dos edificios (QALI), acabando deste
modo por afetar principalmente os grupos populacionais especialmente mais vulneraveis
devido ao seu estado de saude ou idade (Guimaraes, 2016). Integram-se no conceito de agentes
bioldgicos, as bactérias, os fungos, 0s virus e os parasitas. Com exce¢do dos virus, que se
multiplicam quando infetam células alvo, os agentes bioldgicos sdo seres vivos capazes de se
desenvolverem e de se reproduzirem no ambiente em que se inserem desde que fatores, como
por exemplo a temperatura e a humidade sejam favoraveis (Guimarées, 2016). A presenca de
teores elevados de humidade nestes ambientes, bem como a existéncia de ventilacdo inadequada
contribuem para o desenvolvimento e proliferagcdo destes agentes (Singh, Yu, & Kim, 2010). O
aumento da prevaléncia de edificios danificados pela humidade e a subsequente contaminacao
do ar interior por agentes biolégicos pode contribuir para 0 aumento notavel de doencas
alérgicas. Os riscos associados a exposicao a estes agentes geralmente podem-se dividir em trés
grupos: reacdes alérgicas (por exemplo, asma, rinite alérgica, pneumonite de
hipersensibilidade, conjuntivites, tosse, dores de cabeca, entre outros), infecdes (crescimento
do fungo no organismo, por exemplo a aspergilose e o enfisema pulmonar) e as respostas
toxicas (Gorny et al., 2002). As reacgdes alérgicas e infecdes resultam da exposicao a elevadas
concentracdes de esporos, células e fragmentos destes microrganismos em ambientes interiores.
As reacOes toxicas estdo relacionadas principalmente com as toxinas fungicas, exotoxinas
bacterianas e componentes celulares como o [3-1,3 glucano presente em conidios fungicos que
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sdo compostos toxicos resultantes do metabolismo destes microrganismos. Estes produtos
entram em contato com o organismo humano, a partir do ar, por inalagdo ou por absorcao
atraves da pele e podem produzir efeitos agudos, como as reagcdes imunologicas e inflamatorias
ou a longo prazo, pelas suas propriedades citotoxicas revelarem efeitos mutagénicos ou
carcinogénicos (Gorny et al., 2002; Nunes, 2005; Sedlbauer, 2001). Os agentes quimicos sdo
representados principalmente pelos compostos organicos volateis (COV) e pelo didxido de
carbono (CO.). Os COV sdo emitidos por objetos/estruturas que maioritariamente existem no
interior dos edificios tais como carpetes, mobiliario, produtos de limpeza, tintas, perfumes,
lacas e solventes, para alem de serem subprodutos resultantes do metabolismo de fungos e
bactérias (APA, 2009; Z. G. Nunes, 2005; Polizzi et al., 2012). O CO; € expelido naturalmente
para 0s ambientes interiores também como subproduto do metabolismo dos seres vivos. Além
disso, também é gerado em processos de combustdo no exterior, que acabam por condicionar a
QAI de um edificio (Magalhaes, 2009). Deste modo, a exposicao a estes compostos no interior
de um edificio pode gerar sintomas muitos similares aos mencionados na exposi¢do aos agentes
bioldgicos, conduzindo ao fenédmeno conhecido como Sindrome do Edificio Doente (SED)
(APA, 2009). Existem atividades onde o risco de exposicdo a estes agentes é elevado, como é
0 caso das atividades desenvolvidas em laboratorios de ensino e instituicfes de investigacéo,
que acarretam elevados riscos para a saude dos profissionais, como por exemplo as infecdes e
alergias causadas pela manipulacdo de uma grande diversidade de microrganismos, para além
da exposicdo aos agentes quimicos associados ao edificio e ao metabolismo principalmente de
fungos e bactérias (Hwang, Park & Yoon, 2014; Rim & Lim, 2014). Apesar, da existéncia de
legislacdo que impde limites de exposicao a estes agentes e de normas de higiene e seguranca
nestes setores de atividade, como forma de diminuir e evitar os riscos inerentes a sua exposicao,
é fundamental a aplicacdo de métodos de avaliacdo quantitativa, para o conhecimento da
concentragdo dos mesmos, para se poderem desenvolver medidas de protecdo adequadas
(Guimaraes, 2016). Desta forma, o principal objetivo deste trabalho consistiu na avaliacéo do
risco de exposicao dos técnicos de um laboratério de investigagdo de um estabelecimento de
ensino superior aos agentes bioldgicos e quimicos. Adicionalmente, para uma melhor avaliacao
da QAI realizaram-se a titulo complementar a medicéo de alguns parametros fisicos.

V.3 Material e Métodos

As amostragens microbioldgicas ao ar interior e a medicdo dos parametros fisicos e quimicos
ocorreram numa instituicdo de ensino superior na area de Engenharia, mais precisamente em
espacos pertencentes a um laboratorio afeto ao Departamento de Civil da FEUP. As
determinacgdes experimentais dos agentes biologicos em estudo foram executadas na ESTGV,
mais concretamente no Laboratorio de Bioengenharia, associado ao Departamento de
Ambiente. E de salientar que as amostragens realizadas no laboratdrio afeto 8 FEUP foram
concretizadas durante o periodo laboral, decorrendo entre os meses de fevereiro a julho do
presente ano, tendo-se definidos seis momentos de amostragem. Dois momentos ocorreram no
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inverno (21 de fevereiro e 7 de marco) e os restantes 4 momentos no periodo da primavera/verao
(4 de abril, 20 de maio, 30 de maio e 27 de junho).

IV.3.1 Caracterizacao do local de estudo

O local de estudo para a avaliacdo do risco de exposi¢cdo a agentes bioldgicos e quimicos foi
um laboratério afeto ao departamento de Engenharia Civil da instituicio em causa. Este
laboratério foi 0 escolhido para o presente estudo, pois encontrava-se em desenvolvimento um
trabalho experimental que envolvia a manipulagdo de microrganismos fingicos, com o objetivo
de incrementar estudos avangados associados aos conceitos de patologias e reabilitacdo do
patriménio edificado. O laborat6rio era composto por um conjunto de salas e uma nave de
construcdes, ocupando uma area de aproximadamente 850 m2. As amostragens realizadas a
qualidade microbioldgica do ar interior e as medi¢des dos parametros fisicos e quimicos foram
realizadas nas salas L1, L2 e L3 (nave de construcdes) delineadas a vermelho, de acordo com
a Figura IV.1. A sala L1 apresentava uma area com cerca de 20 m? e era constituida por duas
camaras climaticas walk-in, onde numa delas decorreram os ensaios fungicos (assinalada com
uma cruz a sua localizacdo na sala). Esta sala ndo apresentava qualquer tipo de sistema de
ventilagdo mecénico, a renovacédo do ar era promovida pelas infiltracdes de ar ndo controladas
através das frinchas na envolvente, nomeadamente de uma porta que ligava a sala L2. A sala
L2 ocupava uma area com cerca de 33 m?, em que existia uma camara climatica de ensaios de
envelhecimento acelerado e uma zona onde se encontravam alguns alunos a desenvolver
trabalhos de investigacdo. Neste espaco para além do material de escritério (por exemplo,
computadores, telefones, entre outros), existiam sistemas de ventilagdo mecénico (como
aquecedores e ventoinhas) e a renovacdo do ar era promovida por uma conduta de
insuflacdo/extracdo de ar (inativa) e as infiltracbes de ar ndo controladas através das frinchas
de uma porta (porta de saida para a nave de constru¢des). Por fim, a nave de construges (sala
L3) apresentava uma area total de aproximadamente 129 m?, onde se encontravam varios
sistemas de ventilacdo mecanicos associados as camaras climaticas e ao proprio edificio, para
além de ventilacdo natural associada a circula¢do e mistura do ar interior e exterior (existia uma
porta de garagem por onde se realizam as cargas e descargas de materiais). Estas salas
encontravam-se ao nivel do solo e segundo as condigdes referidas anteriormente, as salas L1 e
L2 eram salas pequenas de reduzido arejamento, enquanto a sala L3 (nave de construgdes) era
uma sala maior que tinha um bom arejamento. Os 3 locais eram potencialmente zonas de
reduzida higienizacdo, uma vez que, eram locais onde havia manipulacéo de agentes bioldgicos
e por outro lado na sala L3 verificava -se a manipulacéo de diversos materiais para a realizagdo
de inumeros ensaios como cimento, blocos de cimento, tintas, entre outros. Estes materiais tanto
libertam como acumulam poeiras e com a mistura de correntes de ar acabam por condicionar a
qualidade do ar e a higienizacgdo das restantes s
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Figura 1V.1: Planta do laboratério do Departamento de Engenharia Civil, em estudo
[escala 1-200].

IV.3.2 Avaliacdo da exposicao a agentes biologicos

A avaliacdo da exposicdo a agentes bioldgicos foi baseada em duas metodologias: (i)
amostragem ativa e (ii) amostragem passiva. As amostras foram sempre efetuadas em triplicado
para cada local, para além dos respetivos meios de controlo ou brancos importantes no despiste
de possivel contaminagdo da amostra. As amostragens para ambos os métodos foram realizadas
nos trés pontos definidos anteriormente para o laboratério em estudo: sala L1, sala L2 e nave
de construcdes (sala L3), bem como no exterior. Na localizagdo dos pontos de amostragem no
interior do edificio teve-se em conta as consideragdes estabelecidas pela Agéncia Portuguesa
do Ambiente - APA (2015). A avaliagdo do risco é calculada mediante a compara¢do das UFC
quantificadas no exterior do edificio. Com este objetivo foi realizado um procedimento
equivalente no interior e no exterior do LFC.

IvV.3.21 Amostragem ativa

O sistema de amostragem ativo era composto por uma bomba (KMS N@ZZNA18), um porta-
filtros de plastico, um funil na extremidade do tubo de captacao de ar para maximizar a entrada
de ar, como esquematizado na Figura 1V.2b. Um dos principais componentes fisicos deste
método € o filtro usado, de nitrato de celulose com um tamanho de poros de 0,45um (Sartorios)
(Abelho, 2013)
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Figura IV.2: Montagem para a avaliacdo da exposicao a agentes biolégicos: (a)
Método passivo; (b) Método ativo.

Antes do inicio dos ensaios foi sempre realizada a calibracdo do caudal da bomba para um
caudal medio de 14,3 L/min, segundo trabalhos similares. O tempo de amostragem e volume
foram otimizados ao longo das 6 campanhas efetuadas (Tabela 1V.1), sendo que o volume
pretendido segundo a legislacdo situava-se entre os 200 e 300 litros de ar, por forma a se
obterem valores recomendaveis de UFC por caixa (Jardim et al., 2015; Sudharsanam et al.,
2012). Apds as amostragens, os filtros foram colocados nas caixas contendo os meios solidos
Plate Count Agar (Sigma-Aldrich) e Sabouraud Chloramphenicol Agar (Bioakar),
posteriormente colocadas a incubar, a uma temperatura de 27°C e durante 24-48 horas para as
bactérias e durante 7 dias para os fungos. Por fim, procederam-se as contagens tendo em
consideragdo a literatura definiu-se que o nimero de unidades formadoras de coldnias validas
por caixa era de 20 a 80 para as bactérias e de 10 a 100 para os fungos (ASTM.D5465-93, 2004;
Decreto Lei n.° 236, 1998).

Tabela 1V.1: Informacdo sobre a amostragem da QAI para os diferentes dias de

amostragem.
Dias de amostragem Qbomba (L/min) tempOoamostragem (MinN) Vamostragem (L)

21 fevereiro 20 289,8

7 de marco 15 217,0

4 de abril 10 1441

2 de maio 14,30 £0,28 10 144,1

30 de maio 5 142,5
27 de junho 20 285,0

1vV.3.2.2 Amostragem passiva

Na amostragem passiva pretendeu-se avaliar apenas a populagéo de fungos, pelo que as caixas
de Petri contendo o meio sélido Sabouraud Chloramphenicol Agar (Bioakar) foram expostas
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ao ar durante 30 minutos (Figura IV.2a)(Jardim et al., 2015). Ap6s a incubagcdo a uma
temperatura de 27°C numa incubadora (ISCO- FTD250) e durante 7 dias, seguiram-se as
contagens de UFC. Sendo consideradas as caixas de Petri que contabilizassem entre 20 a 200
colonias (Abelho, 2013; ASTM.D5465-93, 2004; Jardim et al., 2015). Posteriormente, 0s
resultados das contagens foram expressos em UFC/m3 de ar amostrado, segundo a Equacgéo.2
definida como equacao de Omeliansky (Hayleeyesus & Manaye, 2014):

N = 5a x 10*(bt)™1, (2)

onde o N é o nimero de UFC/m?® de ar, 0 a € o nimero de col6nias por caixa de Petri, 0 b
representa a area da superficie da caixa (cm?) e o t é o tempo de exposi¢io (minutos).

IV.3.3 Avaliacdo da exposi¢cdo a agentes quimicos

A medicéo dos agentes quimicos e adicionalmente dos parametros fisicos ocorreu aquando das
amostragens microbioldgicas & QAI do laboratério em estudo. A medic¢do dos pardmetros tais
como a temperatura, a humidade relativa do ar e o CO: foi executada em continuo por
equipamentos de medicéo eletronicos (Chauvin Arnoux CA-1510; Telaire T7000 Series) que
foram colocados nos 3 locais de amostragem (sala L1, L2 e L3). Os COV totais também foram
alvo de medicBes continuas utilizando um equipamento (PhoCheck TIGER) que é composto
por um conjunto de sensores que permitem a detecdo de uma vasta gama de COV.

IV.4  Resultados obtidos e discussao
IV.4.1  Analise da exposicdo aos agentes biologicos

Os microrganismos patogénicos podem ser perigosos em concentragdes extremamente baixas,
tais como algumas bactérias e fungos. Este microrganismos, mesmo que ndo sejam detetaveis
podem provocar efeitos toxicos ou alérgicos através da producgédo dos seus metabdlitos (como
as micotoxinas ou endotoxinas) (EU-OSHA, 2017). Acrescentando a este facto, os agentes
bioldgicos podem crescer, e um pequeno nimero de microrganismos pode-se reproduzir em
periodos muito curtos, desde que as condi¢bes ambientais sejam as favoraveis, nomeadamente
a temperatura e humidade. Os valores de humidade e temperatura desempenham um papel
muito importante no que respeita ao crescimento microbiano. Contudo, apesar de néo
apresentarem um valor definido na legislacdo nacional sobre a QAI séo referenciados como
parametros de conforto térmico. Pelo que adicionalmente neste trabalho procedeu-se a anéalise
desses parametros.

A avaliacdo do risco de exposicao dos trabalhadores em laboratorios de investigacdo a agentes
bioldgicos foi quantificada por amostragem ativa e passiva como referido anteriormente.
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Pretendeu-se aplicar a amostragem passiva para a avaliacdo da QAI resultante da exposicao a
populacdo fungica, de modo a confirmar os resultados entre metodologias de amostragem e
avaliar a compatibilidade dos métodos. Contudo a amostragem passiva de fungos nos diferentes
locais revelou valores de UFC muito baixos. Deste modo, as contagens de UFC obtidas ndo
foram validas, pois ndo se encontravam dentro da gama de contagem referenciada
anteriormente (20 a 200 UFC/caixa). Pelo que a analise foi realizada com base apenas nos
resultados obtidos no método de amostragem ativo, considerando desde j& que os dois métodos
aplicados ndo sdo concordantes entre si.

Na amostragem ativa pretendeu-se avaliar a exposicao dos técnicos de laboratério a bactérias e
fungos. A analise a exposicao a bactérias nos 3 locais de amostragem néo foi valida, pois 0s
valores obtidos encontram-se muito abaixo do intervalo que valida a sua contagem em caixas
de Petri (20 a 80 UFC). No que respeita a avaliacdo da QAI relativamente a exposicao a
populacdo fungica, numa perspetiva geral, denota-se um aumento da sua presenca ao longo do
tempo, apresentado uma descida na ultima amostragem para valores proximos do primeiro dia
de amostragem (Grafico IV.1). Relativamente aos locais, os valores registados para as salas L1
e L2 sdo sempre superiores aos obtidos para o L3, excetuando o dia 30 de maio (5% amostragem).
De facto as salas L1 e L2 sdo semelhantes em termos de carateristicas de construcao, pois sdo
espacos confinados com reduzida ventilacdo e a sala L3 é um espaco mais amplo ocorrendo por
isso um maior fator de diluicdo. Na mesma figura representa-se a variacdo da temperatura ao
longo do periodo de amostragem, para 0s respetivos espacos em estudo. Segundo a sua
interpretacdo, verifica-se que nas trés salas do laboratorio em estudo existe um ligeiro aumento
da temperatura ao longo do periodo em analise. De um modo geral, a gama de temperatura
variou entre 0s 16 °C e os 28°C.
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Gréfico 1V.1: Variacdo da concentracdo de fungos, temperatura e humidade
relativa ao longo do tempo de amostragem para os locais em estudo.
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A temperatura é um fator fundamental para o desenvolvimento dos fungos, sendo que estes
toleram mais facilmente o frio do que temperaturas muito elevadas. A maioria das espécies
desenvolve-se entre os 0-50 °C, denotando-se um maior crescimento segundo condicdes ideais
que se situam entre 0s 20-40°C para a maioria dos fungos mesofilos (Sedlbauer, 2001) que sédo
normalmente os presentes em ambiente interiores. A tendéncia observada ao nivel dos locais
com maior concentracdo de fungos (L1 e L2) é coincidente com o0s locais com maior
temperatura.

Os resultados da monitorizacdo da humidade relativa do ar para os diferentes locais em estudo,
segundo o periodo de amostragem sdo também apresentados no Grafico IV.1. Os resultados
obtidos demostram que existem variacdes significativas na humidade do ar das salas em estudo.
De acordo com a WHO(2009), os fungos no interior dos edificios germinam e crescem
rapidamente em locais com uma humidade relativa préxima do nivel de saturacdo (<100%).
Comparando os resultados obtidos da humidade relativa e da concentracdo de fungos denota-
se uma contradicdo, visto que as salas com elevada humidade relativa apresentaram uma baixa
concentracdo de fungos. Neste caso, os fungos desenvolveram-se significativamente em
ambientes com humidades inferiores ao nivel de saturacédo, facto que comprova a influéncia de
outras condi¢Bes ambientais no respetivo crescimento.

Segundo os estudos de Frankel et al. (2012), a estacdo do ano afeta significativamente as
concentragdes microbianas internas dos edificios, que sdo influenciadas pela temperatura,
umidade relativa e pelas taxas de troca de ar entre o ar exterior e interior. Desta forma, os
resultados obtidos demonstram que durante a estacdo do ano primavera/verdo (de abril a junho)
foram onde se registaram as temperaturas mais elevadas (maximas que rondam os 25-28°C) e
simultaneamente houve periodos de humidade relativa baixa (minimas entre 44-51°C) para 0s
locais onde no geral se registaram concentracoes elevadas de fungos (salas L1 e L2). De acordo
com os trabalhos desenvolvidos por Dacarro et al. (2003) na avaliagdo da QAI em edificios
escolares, também se confirma que fatores ambientais como a temperatura, humidade relativa
do ar e as taxas de ventilacdo influenciam o desenvolvimento microbiano e a QAI dos
edificios/espagos principalmente os mais confinados. Deste modo, confirma-se que 0s
resultados obtidos para as salas com diferentes caracteristicas podem ter sido condicionados
pelos fatores ambientais e por uma ineficaz ventilagdo destes espacos 0 que proporcionou uma
maior concentracédo de fungos.

Tal como o referido anteriormente, na legislacdo nacional relativa a QAI estes dois parametros
(temperatura e humidade) ndo possuem valores de referéncia. Contudo, numa perspetiva de
analise do conforto térmico foram usados valores de normas. Os resultados obtidos da
monitorizacdo da temperatura interior das salas foram comparados com um intervalo de
referéncia definido pela norma europeia EN 15251(2007), que estipula que a temperatura de
conforto no interior de um edificio deve-se encontrar na gama dos 20-26°C. Condi¢do que no
geral se encontra em conformidade com os resultados obtidos, apesar de no dia 27 de junho se
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ter verificado um ligeiro aumento da temperatura para a sala L1. No que respeita a humidade,
segundo os estudos de Simonson et al. (2001), este relaciona varios parametros relativos a saude
e qualidade do ar interior em funcdo da humidade relativa, onde definiu o intervalo de 30% a
55% de humidade como sendo o limite ideal de variacdo da humidade. Comparando o0s
resultados obtidos com os do autor, verificamos que em alguns dias de amostragem as salas L2
e L3 ndo estdo dentro desta gama de humidade ideal ao nivel do conforto térmico,
contrariamente a sala L1.

De acordo com a legislacdo nacional em vigor, na avaliacdo da qualidade microbioldgica do ar
interior (QMAI) a concentracéo de coldnias fangicas no interior das salas ndo pode ser superior
a concentragéo detetada no exterior do laboratorio em estudo (171 UFC/m?®). Assim, perante a
analise dos resultados obtidos das amostragens registaram-se situa¢fes de ndo conformidade
legal principalmente na sala L1, da 3% a 5 campanha de amostragem, que podem colocar em
risco os técnicos expostos. Efetivamente foram quantificadas 271, 274 UFC/m® em L1 na 32 e
42 campanha, respetivamente e 262 UFC/m® em L3 na 5% campanha de amostragem. Deste
modo, segundo a portaria 353-A/2013 de 4 de dezembro teriam de ser realizadas novas
avaliacBes com base na analise de novos critérios de conformidade. Estes critérios definem a
verificacdo da auséncia de crescimento fungico em qualquer superficie e a realizacdo de uma
analise da amostra as espécies e misturas de espécies presentes e respetivas concentracoes.

IV.4.2  Analise da exposicdo aos agentes quimicos

IV.4.2.1 Avaliacédo da concentragdo de COV totais

Na tentativa de perceber se a atividade microbioldgica poder ser considerada uma possivel fonte
de COV no ambiente das salas, efetuaram-se medicdes de COV totais no interior de cada uma
das trés salas (L1, L2 e L3). Os resultados da monitorizacdo efetuada encontram-se
representados no Grafico IV.2, assim como os valores legais estipulados pela legislacdo em
vigor. O Grafico IV.2 representa a variagdo da concentracdo dos COV totais ao longo dos
diferentes dias de amostragem, para os espagos em estudo, denotando-se globalmente, que néo
existe um perfil evolutivo tendencial. Contudo pode-se afirmar que existem situacdes opostas
no primeiro dia em relagdo ao ultimo dia de amostragens, representando a situacao de maior e
menor concentragao, respetivamente. Denota-se que os valores obtidos de COV totais para as
salas L1 e L2 atingem concentragdes superiores, relativamente as monitorizac@es efetuadas para
a nave das construcdes (sala L3). Para ambas as salas (L1 e L2) nos dias 21 de fevereiro e 7 de
margo as concentragdes medidas foram muito superiores ao limiar de protecdo (Lp) imposto
pela Portaria n® 353-A/2013 de 4 de dezembro. Esta situacdo leva a classificacdo da exposi¢do
dos investigadores presentes nos espagos em estudo em risco médio.
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Gréfico 1V.2: Variagdo da concentracdo de COV totais ao longo do tempo de
amostragem para os locais em estudo.

Confrontando estes resultados com as concentragdes de fungos, verifica-se que ndo séo
coincidentes, visto que o resultado obtido no dia 21 de fevereiro ndo coincidiu com uma
concentracdo maxima de fungos (Gréfico 1V.1), contrariamente aos resultados de 4 de abril.
Deste modo, 0s ensaios que ocorriam com fungos na sala L1, as emissdes da tinta dos provetes
em ensaio e a fraca ventilagdo dos espacos podem ter interferido nas medicdes e levarem a
obtencdo, principalmente na sala L2, de um nivel de COV tdo elevado. Segundo (Moularat,
Robine, Ramalho, & Oturan, 2008) a determinacdo de COV totais permite a detecdo da
presenca de fungos em espacos interiores, porém poucos destes compostos sao especificos dos
fungos. Desta forma, a medi¢do de Compostos Organicos Volateis Microbioldgicos (COVM)
torna-se ineficiente, devido as diversas fontes de emissao interiores e exteriores e a fatores como
0 elevado isolamento das habitacdes e a ventilacdo insuficiente que conduzem a concentracfes
elevadas de COV nos interiores .

IV.4.2.2 Avaliagéo da concentragdo de CO;

Segundo o guia técnico da (APA, 2009), nos ambientes interiores, os niveis de CO2 séo
indicadores da eficiéncia da ventilacdo. Elevadas concentracdes de CO> evidenciam a falta de
renovacdo de ar nos locais e uma possivel acumulagéo de outros gases toxicos e odores, pois a
ineficaz ventilacdo ndo permite a diminuicdo dos mesmos para concentracfes aceitaveis. A
monitorizacao das concentracfes de CO» foram efetuadas apenas para os locais L1 e L2, pelas
caracteristicas inerentes a estes dois espacos ao nivel da sua area, ventilagdo e nivel de
ocupacao. Deste modo, o Gréafico 1V.3 representa a variacdo da concentracdo de CO> para 0s
diferentes dias de amostragem nos 2 espagos em estudo.
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Gréfico 1V.3: Variacdo do CO> ao longo do tempo de amostragem para os locais
Llel2.

Segundo a anélise do gréafico é possivel denotar-se que ocorreu uma tendéncia de crescimento
até ao dia 2 de maio (42 amostragem) com posterior decrescimento até ao final do periodo de
amostragens. Ao longo do periodo de amostragem a sala L1 destaca-se relativamente a sala L2,
atingindo no seu interior concentragdes ligeiramente mais elevadas de CO». Deste modo, 0s
resultados obtidos podem estar relacionados com o facto da sala L1 ser um espaco mais
confinado, com uma fraca ventilagdo que nao assegura a distribuicéo e renovacao do ar interior
de forma eficiente. Apesar, de ser uma sala que apresenta um nivel ocupacional permanente
baixo comparativamente a sala L2, a porta que liga as duas salas acaba também por condicionar
as concentracdes de CO- devido as correntes de ar entre as duas que sdo inevitaveis mesmo que
esta se encontre fechada. Ao longo do periodo de investigacdo o limiar de protecdo para os
dois espacos segundo a legislacdo nacional ndo foi ultrapassado (1250 ppmv), situacdo
favoravel contrapondo com a situacdes encontrada para 0os parametro abordados anteriormente,
fungos e COV.

IV.4.3 Medidas de prevencdo face a exposicdo aos agentes bioldgicos e
guimicos

As propostas de medidas que devem ser implementadas para a diminuic¢ao do risco de exposi¢do
dos ocupantes do laboratério a agentes bioldgicos e quimicos é a manutencdo de ventilacdo
geral dos espacgos, combinando a insuflagédo de ar fresco e a exaustéo do ar interior. Esta situagéo
decorre do facto de ndo haver um ponto de geracdo de poluente, e considerando que as salas
onde ha maior foco de emissdo ja estdo fisicamente delimitadas. Para que esta ventilacéo seja
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efetiva deve-se garantir a renovacao do ar interior que tera que ser dimensionado de forma a
garantir 5 a 8 renovacdes/hora (Nunes, 2006). Considerando as areas das salas e o respetivo pé
direito, as salas deviam garantir 300 e 495 m®h para a sala L1 e L2, respetivamente. Pode-se
optar por fazer a insuflacdo forcada para garantir este caudal de entrada de ar renovado,
garantido a exaustdo natural, ou vice-versa, sendo normalmente a primeira opcdo a mais
aplicada (Tabela I1V.2).

Tabela 1V.2: Calculo das renovacGes/hora para as salas que apresentaram um
maior risco de exposicdo a agentes bioldgicos e quimicos (Nunes, 2006).

Salas Area Altura Volume ar Qar renovado Renovacéo/ hora
(metros) (metros) insuflado (md) (m3/h)
L1 20 3 60 300
L2 33 3 99 495 5
L3 129 7 903 4515

V.5 Conclusao

A avaliacdo do risco de exposi¢do dos técnicos de laboratorio a agentes bioldgicos e quimicos
foi efetuada em 3 salas pertencentes a um laboratério de investigagdo de um estabelecimento
de ensino superior. Sendo sujeitas a um conjunto de métodos de amostragem e medicdes
continuas, permitindo assim chegar as seguintes conclusfes que a seguir se apresentam:

Os resultados da amostragem passiva para a avaliacdo da QAI resultante da exposicdo aos
fungos, revelou resultados de UFC muito baixos e fora da gama de contagem (20 a 200
UFC/caixa). Situacdo semelhante sucedeu na andlise a exposicdo a bactérias atraves da
aplicacdo do método ativo nos 3 locais de amostragem.

A avaliagdo da QAI através da monitorizagdo ativa aos fungos, permitiu concluir que as salas
L1 e L2 sdo as que apresentam uma maior concentracdo fangica. Para além, desta tendéncia
observada nestes locais (L1 e L2) ser coincidente com os locais com maior temperatura. Os
resultados relativos a humidade relativa foram contraditorios, pois as salas com elevada
humidade relativa apresentaram uma reduzida concentracéo de fungos. Este facto foi indicativo
de que os fungos se desenvolveram em ambientes com humidades inferiores ao nivel de
saturacdo. A influéncia das estacbes do ano Inverno e Primavera/Verdo associadas aos
diferentes periodos de amostragem também foi registada.

A legislacdo nacional relativa a QAI ndo possui valores de referéncia para a temperatura e
humidade relativa do ar, assim os valores medidos foram comparados a valores presentes na
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literatura no &mbito da tematica da QAI, que permitiram concluir que os espacos amostrados
apresentam valores de temperatura e humidade relativa que ndo pde em risco a saude e 0
conforto térmico dos técnicos que se encontram expostos aos mesmaos.

Perante a analise dos resultados obtidos para as concentragdes de UFC das amostragens
registaram-se situacGes de ndo conformidade legal que poderiam colocar em risco 0s técnicos,
mas segundo a portaria 353-A/2013 de 4 de dezembro, teriam de ser realizadas novas avaliagdes
com base na analise de novos critérios de conformidade para aferir se realmente essa
concentracdes poderiam colocar em risco quem se encontra-se exposto as mesmas.

As medicbes de COV para ambas as salas L1 e L2 nos dias 21 de fevereiro e 7 de marco, foram
indicativas de concentracdes medidas muito superiores ao limiar de protecédo (Lp) imposto pela
portaria n® 353-A/2013, de 4 de dezembro. Esta situacéo levou a classificacdo da exposicédo dos
investigadores presentes nos espacos em estudo em risco médio.

A monitorizagdo das concentragdes de CO» foram efetuadas apenas para os locais L1 e L2,
pelas caracteristicas inerentes a estes dois espacos. Ao longo do periodo de amostragem a sala
L1 destacou-se relativamente a sala L2, atingindo no seu interior concentracdes ligeiramente
mais elevadas de CO2, mesmo assim estas encontravam-se dentro do limiar de prote¢éo imposto
pela legislacdo, concluindo-se que estas ndo apresentam qualquer risco de exposicao.

De acordo com os resultados obtidos paraa exposi¢do aos agentes bioldgicos e quimicos foram
também propostas medidas de prevencdo para diminuicdo do risco de exposi¢do a estes agentes
relativamente a ventilacdo ineficiente denotada em alguns espacos. Com base na literatura foi
calculado que seriam necessarias 5 renovagdes de ar por hora tendo em conta as caracteristicas
distintas dos espagos em estudo.
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V. Conclusao geral

Tendo em consideracédo os diferentes trabalhos realizados durante o projeto e descritos no
presente trabalho, as conclusdes globais podem ser sintetizadas nos seguintes pontos.

Na avaliacdo da resisténcia de diferentes materiais de construcdo ao desenvolvimento de
fungos, os quatro provetes de ensaio em estudo foram sujeitos a um conjunto de testes. Tanto
na analise quantitativa de UFC como na qualitativa os provetes de gesso cartonado (G1 e G2)
registaram contagens maximas de fungos, em relacdo aos provetes de argamassa (P1 e P2). As
zonas de colheita de UFC condicionaram os resultados das contagens de fungos, principalmente
para os provetes de argamassa (P1 e P2). Os substratos de gesso cartonado, principalmente os
de gesso cartonado hidrofugo (G2) revelaram-se pouco resistentes ao desenvolvimento de
fungos, comparativamente aos provetes de argamassa (P1 e P2). A aplicacdo de sistemas de
pintura nos provetes P1 e P2 com niveis de protecdo elevada numa das camadas de tinta (como
a combinacdo com a tinta de acabamento I), ndo permitiu concluir qual das tintas usadas como
primario ou acabamento assegura a auséncia de fungos. Os provetes constituidos pelo sistema
de pintura A+E e D+1 demonstraram um desempenho desfavoravel face ao desenvolvimento
de fungos. A monitorizacdo de COV no interior da camara climética revelou que nao existe
uma relacdo significativa entre 0s mesmos e o crescimento dos fungos. A avaliacdo do grau de
carbonatacdo dos provetes indicou que ndo se verificou qualquer indicio de carbonatacdo dos
mesmos. Os ensaios realizados para a avaliacdo da espécie que foi inoculada nos provetes
apontaram que poderiamos estar perante a espécie Penicillium brevicompactum.

A avaliacdo do risco de exposicdo dos técnicos de um laboratério a agentes bioldgicos e
quimicos foi efetuada em 3 salas (L1,L2 e L3) pertencentes a um laboratério de investigacdo
de um estabelecimento de ensino superior, sendo sujeitas a um conjunto de métodos e medicdes
continuas. Os resultados da amostragem passiva resultante da exposi¢do a fungos e da anélise
a exposicdo a bactérias segundo o método ativo encontram-se fora da gama de contagem. A
avaliacdo da QAI segundo a monitorizacao ativa a fungos, permitiu concluir que as salas L1 e
L2 sdo as que apresentam uma maior concentracdo fangica. Esta tendéncia denotada foi
coincidente com os locais de maior temperatura, mas contraditoria para os valores de humidade
relativa, pois estes revelaram-se inferiores ao nivel de saturagdo. A influéncia das estacdes do
ano Inverno e Primavera/Verdo associadas aos diferentes periodos de amostragem também foi
registada. Segundo a literatura os valores de temperatura e humidade relativa registados nas
salas ndo pde em risco a saude e o conforto térmico dos técnicos que se encontram expostos
aos mesmos. Nas concentragdes de UFC das amostragens registaram-se situacdes de néo
conformidade com a legislacdo vigente. As medi¢des de COV nas salas L1 e L2 revelaram
resultados superiores aos limiares de protecdo impostos pela legislacdo, o que levou a
classificacdo da exposicdo dos investigadores presentes no espaco em estudo de risco médio. A
monitorizagdo do CO- revelou que a sala L1 apresenta concentragdes superiores a sala L2 ,
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devido as suas caracteristicas inerentes, mas todos os resultados encontram-se dentro do limiar
de protecdo imposto pela legislacdo, ndo apresentando qualquer risco. Por fim, foram ainda
propostas algumas medidas de prevencao relativas a ventilacdo dos espacos, sendo fundamental
a realizacdo de 5 renovacdes por hora de forma a diminuir o risco de exposi¢cdo aos agentes
monitorizados.
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V1. Desenvolvimentos futuros

Relativamente a avaliacdo numa escala laboratorial da resisténcia de diferentes materiais de
construcdo ao desenvolvimento de fungos € necessario o seu aprofundamento em trabalhos
futuros, na avaliacdo quantitativa do crescimento da populacdo fangica seria fundamental o
estudo da influéncia de fatores inerentes a realizacdo dos ensaios, tais como, a posicdo do
provete no interior da cdmara climatica, as dimensdes dos provetes, a inoculacdo dos provetes
e o sistema de ventilacdo da cdmara. Na avaliacdo qualitativa do crescimento dos fungos nos
provetes constatou-se em algumas situacdes que a avaliacdo quantitativa indicava presenca de
fungos, facto que depois ndo era reprodutivel na inspec¢éo visual, deste modo seria importante
analisar o desenvolvimento dos fungos microscopicamente nos provetes. Na avaliacdo dos
sistemas de pintura aplicados nos provetes era importante testar outros tipos de tintas com
caracteristicas mais distintas, talvez também com cores distintas expostas a luz solar, para a
avaliacdo da temperatura que certas cores atingem se promovem o crescimento de fungos. Nos
ensaios de carbonatacdo sujeitar os provetes ao processo de carbonacgdo acelerada em camara
climatica de forma a verificar as variacdes de pH, antes do processo de carbonacdo e depois
deste processo.

Devido a crescente preocupacao em relacdo a QAI, nomeadamente no ambito nacional, seria
fundamental a continuidade de estudos realizados em torno da avaliacdo do risco de exposicado
de técnicos de laboratorio aos agentes bioldgicos e quimicos. Nos laboratérios de ensino e
instituicbes de investigacdo sdo identificados diferentes grupos de risco (investigadores,
professores, alunos, equipas técnicas de manutencdo, empregadas de limpeza, entre outros).
Infelizmente, cada um destes grupos ao assumir o seu papel num laboratério ndo tem nocao dos
perigos e riscos a que se encontra exposto. Especificamente, estudos que enfoquem a
monitorizacdo dos fungos/bactérias suspensos no ar, as suas variacfes sazonais e as suas
relacfes com fatores meteoroldgicos podem ser a base para futuras investigacoes, pois a flora
fangica e bacteriana é muito vasta, apesar da legislacdo em vigor especialistas da area de
microbiologia referem que determinadas espécies de fungos e bactérias podem ser bastante
patogénicas, mesmo que ndo se atinja a concentracédo referenciada. Além disso, é fundamental
o dimensionamento correto de sistemas AVAC (aquecimento, ventilacdo e ar condicionado)
que permitam a diluicdo dos agentes quimicos e a renovacdo do ar principalmente em espagos
confinados.
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VII. Anexos

Anexo A: Matrizes relativas ao teste estatistico realizado para calculo das tipicidades, segundo
as diferentes caracteristicas das tintas primarias e de acabamento.

Tabela V1.A1 — Céalculo das tipicidades para a matriz de 0 a 100 UFC/cm?.

Caracteristicas das Elementos principais dos provetes Vetor
tintas 3 7 8 10 11 13 14 15 16 tipicidade
Substrato_P 2 2 2 2 2 2 2 2 2 t1=116,75
Natureza_P 1 1 1 2 1 1 1 1 1 t2= 64,45
pH_P 1 1 1 2 1 1 1 1 1 t3=64,45
Protecéo Flngica_P 2 2 2 1 1 2 2 2 2 t4=110,75
Substrato A 2 2 2 2 1 2 2 2 2 t5=116,75
Natureza_A 3 4 4 2 3 4 3 4 4 t6=204,39
pH_A 1 1 1 2 1 1 1 1 1 t7=64,45
Protecdo Fungica_ A 2 2 3 2 2 3 2 2 3 t8=137,59
Brilho_A 2 1 2 1 2 2 2 1 2 t9=96,45
PVC_A 1 4 2 3 1 2 1 4 2 t10=135,09
Permeabilidade
VaporAgua_A 1 2 1 2 1 1 1 2 1 t11=79,01

P - Caracteristica relativa a tinta primaria;
A- Caracteristica relativa a tinta de acabamento.

(...
(

~—

Tabela VI.A2 — Calculo das tipicidades para a matriz de 100 a
1000 UFC/cm?,

- Elementos principais dos
Caracteristicas das Vetor
] provetes L
tintas tipicidade
2 4 5 6 12
Substrato_P 2 2 2 2 2 t1=66,57
Natureza P 2 1 1 1 1 t2= 39,53
pH_P 2 1 1 1 1 t3=39,53
Protecdo Fungica P 1 2 2 2 2 t4=60,42
Substrato_ A 2 2 2 2 2 t5=66,57
Natureza_A 2 3 4 3 4 t6=115,28
pH_A 2 1 1 1 1 t7=39,53
Prote¢do Fungica A 2 2 3 2 2 t8=73,41
Brilho_A 1 1 2 2 1 t9=45,77
PVC_A 3 4 2 1 4 t10=96,91
Permea‘bllldade ’ ’ 1 1 ) {11=54.28
VaporAgua_A

(...)_P - Caracteristica relativa a tinta primaria;
(...)_A- Caracteristica relativa a tinta de acabamento.
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Tabela VI.A3 — Calculo das tipicidades para a
matriz de 1000 a 10000 UFC/cm?,

Elementos
Caracteristicas das principais dos Vetor
tintas provetes tipicidade
1 9
Substrato P 1 1 t1=10,58
Natureza_P 1 1 t2=10,58
pH_P 2 2 t3=21,17
Protecéo Fungica_P 1 1 t4=10,58
Substrato_ A 1 1 t5=10,58
Natureza_ A 1 1 16=10,58
pH_A 2 2 t7=21,17
Protecdo Fungica_A 1 1 t8=10,58
Brilho_A 1 1 t9=10,58
PVC A 3 3 t10=31,75
Permeabilidade
VaporAgua_A 2 2 t11=21,17

(...)_P - Caracteristica relativa a tinta primaria;
(...)_A- Caracteristica relativa a tinta de acabamento.

Tabela VI.A4 — Célculo das tipicidades para a matriz de

>10000 UFC/cm?.

- Elementos principais dos Vetor
Caracteristicas das L
) provetes tipicidade
tintas
17 18 19 | 20
Substrato_P 2 2 2 2 t1=56,99
Natureza_P 1 1 1 1 t2= 28,50
pH_P 1 1 1 1 t3=28,50
Protecdo Fungica_P 2 2 2 2 t4=56,99
Substrato_ A 2 2 2 2 t5=56,99
Natureza_A 4 4 4 4 16=113,98
pH_A 1 1 1 1 t7=28,50
Protecéo Fungica_A 2 3 2 3 t8=70,80
Brilho_A 1 2 1 2 t9=42,33
PVC_A 4 2 4 2 t10=86,63
Permea‘bllldade ) 1 ) 1 11124331
VaporAgua_A

- Caracteristica relativa a tinta primaria;

(.0 P
(...)_A- Caracteristica relativa a tinta de acabamento.
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