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Resumo

O presente estudo centra-se na problematica da degradacao da madeira atravées de elementos
bidticos, dos quais os fungos da podriddo sdo um exemplo. E importante encontrar solucdes
que permitam o controlo de tais ameacas, que colocam em causa a integridade de edificios
e causam prejuizos econdmicos avultados. Assim, pretendeu-se criar uma forma réapida de
proteger a madeira contra o fungo da podriddo castanha Gloeophyllum trabeum, com recurso
a uma tecnologia que tem por base a radiagdo microondas. Para tal, foi estudado o efeito da
temperatura na elimina¢do do fungo, em meios de cultura e em provetes de madeira,
mediante aplicacdo de diferentes poténcias de radiacdo (90W, 180W e 270W) e tempos de
exposicdo (3, 10 e 20 minutos). A condicdo de irradiacao identificada como satisfatoria para
reduzir a viabilidade do fungo resume-se a aplicacdo de uma poténcia de 90W durante 20
minutos. Apesar dos resultados promissores na inativacéo dos fungos recorrendo a radiagao
microondas, tendo-se observado uma reducdo de viabilidade de cerca de 88% (ensaios em
meio de cultura), verificou-se que a radiacdo microondas ndo atua como tratamento

preventivo no aparecimento do fungo (ensaios realizados nos provetes de madeira).

Palavras-chave: “Microondas”, “Protecdo da Madeira,” Gloeophyllum trabeum”,

“Tratamento Preventivo”
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Abstract

This study is focused on the wood degradation problem trough biotic elements, like root
fungi. It is urgent to find solutions who will allow to control such problems, who are
dangerous to buildings and responsible for enormous economic losses. So, it was an ambition
to create a procedure, fast and effective, to protect wood against harms, such as
Gloeophyllum trabeum, using microwave radiation. The development of this work is focused
in creating a working methodology that allow for the removal of the fungi where the effect
of temperature is studied, using culture medium, irradiation power (90W, 180W e 270W)
and exposure times (3, 10 e 20 minutes). Experimental irradiation conditions at a power of
90W for 20 minutes were identified as satisfactory to reduce the fungus viability. Despite
the promising results in the inactivation of the fungus using microwave radiation, having
observed a reduction in viability of about 88% (tests in culture medium), it was found that
microwave radiation does not act as a preventive treatment in the appearance of the fungus

(tests performed on wood samples).

Keywords: “Microwaves”, “Wood Protection”, “Gloeophyllum trabeum ", Preventive

Treatment”
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Estudo das microondas como processo de controlo antifungico na madeira

1. Introducao

A madeira tem sido usada desde os primordios da historia em diferentes contextos, um dos
quais a colocou num papel de especial importancia: o da constru¢do. Por ser um recurso
renovavel, barato e disponivel € amplamente utilizado para fins de sustentacéo, decoracgéo e
revestimento, ainda que ao longo dos tempos tenham surgido outros materiais que
conseguiram igualar o seu desempenho estrutural, tal como o betdo e 0 ago. No entanto, com
0 avango dos processos e técnicas de tratamento da madeira, tornou-se possivel aplica-la em
larga escala neste setor, bem como assegurar a sua manutencdo e durabilidade, o que se

revelou uma condicdo preponderante nesta sua tarefa estrutural e estética.

Devido a sua grande utilidade e versatilidade, é importante que se encontrem formas de a
proteger contra elementos bidticos e abiéticos. Atualmente ja existem diversos tipos de
tratamento que ajudam a combater estas adversidades, mas que encontram na sua
aplicabilidade algumas desvantagens, nomeadamente o facto de ndo se poderem aplicar in
situ, serem de implementacdo morosa e ndo remediativos. Dada a necessidade de estudar
técnicas que colmatem estas especificidades, 0 &mbito deste projeto centra-se em explorar 0
potencial da radiagcdo microondas como forma de remediacdo e prevengdo no controlo de
pragas, mais concretamente no combate aos fungos da podriddo castanha. Este tipo de
tecnologia evidencia-se como uma alternativa préatica devido as suas caracteristicas: € um
processo rapido, comparativamente a solugdes mais tradicionais, como por exemplo o0s
processos industriais de modificacdo térmica, conseguindo atingir temperaturas idénticas; e
permite a aplicacdo in situ, através da construcdo de um gerador portatil, uma vez

ultrapassadas eventuais barreiras a protecdo da radiacdo emanada.

Sendo o objetivo deste trabalho estudar o uso de radiacdo microondas na prevencao
antifungica da madeira, foi desenvolvida uma metodologia de atuacdo para identificar as
temperaturas suportadas pelos meios de cultura e pelos provetes e verificar a viabilidade do
fungo quando exposto a radia¢cdo microondas em meio agar. Espera-se com este trabalho de
investigacdo i) determinar em que condigcdes de poténcia e tempo de exposi¢do ndo ha
atividade fungica, ii) contribuir indiretamente para a reducdo do ataque de fungos nas

madeiras, atraves do tratamento por radiagdo microondas e iii) contribuir para que as
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empresas do setor possam desenvolver tecnologia adequada, adotando esta pratica no

tratamento de madeiras com fungao estrutural.

De modo a contextualizar a temética do estudo serdo abordados aspetos teéricos sobre as
caracteristicas da madeira, assim como sobre a degradacao que sofre e 0s tipos de tratamento
correntemente utilizados (capitulos 2 a 3). Também serdo apresentados conceitos essenciais
no ambito da radiacdo microondas (capitulo 4), para facilitar a compreensdo da parte
experimental do trabalho descrita no capitulo 5. Por fim, os resultados deste estudo e as

conclusdes serdo apresentados nos capitulos 6 e 7, respetivamente.
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2. Caracteristicas da Madeira

A madeira, devido as suas caracteristicas e abundancia como matéria-prima, tornou-se no
material de construcdo mais usado ao longo da historia. Como material organico proveniente
das arvores, a madeira tem uma estrutura celular composta por fibras orientadas
longitudinalmente (Figura 1). Enquanto que as propriedades da madeira sdo, em larga escala,
determinadas por processos de fabricacdo que alteram a configuracdo das suas fibras, as
caracteristicas basicas transitam do material original para o produto final (G.Williamson,
2002).

FIBRAS \

poryS Ty

Figura 1 — Direcéo das fibras na madeira (adaptado de Chen et al., 2020)

As madeiras podem ser originarias de arvores de madeira dura ou macia: diferente do que se
possa pensar, esta classificacdo ndo é baseada na densidade nem no facto de a madeira ser
mais ou menos dura. As arvores de madeira dura sdo aquelas que perdem a sua folhagem no
inverno, enquanto que as de madeira macia sao as de folhas em forma de agulha e que se

mantém verdes ao longo de todo o ano (G.Williamson, 2002).

2.1.Composi¢ao Quimica

No que concerne aos seus elementos basicos, a madeira é composta essencialmente por
carbono, oxigénio e hidrogenio (Tabela 1). Os principais compostos organicos nela presentes
sdo a lenhina, a celulose e a hemicelulose. A sua composicgéo relativa varia, dependendo do
tipo de madeira, crescimento do espécime, estado de maturacéo da arvore e localizacdo no
tronco (Tabela 2) (G.Williamson, 2002).
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Tabela 1 — Composicdo quimica da madeira (Coutinho, 1999)

Carbono 49%
Oxigénio 44%
Hidrogénio 6%
Azoto 1%
Cinzas (matéria mineral) 1%

Tabela 2 — Composicao relativa de madeiras duras e macias (G.Williamson, 2002)
€ ose (% v C 0se (% e a (%0
Madeira dura 40-44 15-35 18-25
Madeira macia 40-44 20-32 25-35

A celulose é o composto organico mais abundante no planeta Terra (R. Rowell et al., 2012).
Encontra-se principalmente em plantas e animais marinhos, embora seja também possivel
encontra-la, em menor escala, em algas, fungos, bactérias e invertebrados (Habibi et al.,
2010). Este polissacarideo é constituido por unidades monoméricas de $-D-glucose (Morais
et al., 2005). O numero de unidades presente na celulose representa o grau de polimerizagédo
(GP). A celulose da madeira podera conter um GP entre 9000 — 10000 (R. Rowell et al.,
2012). A Figura 2 mostra a estrutura parcial da celulose.

H
- H H -
CH,OH
45 S o
o O
o HO oy il
CH,OH ! b H
N 2 n

Figura 2 — Estrutura quimica da celulose (retirado de Rowell et al., 2012)

As hemiceluloses sdo polissacarideos com um GP menor que a celulose (aproximadamente
de 100 a 200 GP). Possuem mais do que um tipo de agucar e as suas designagdes sdo muitas
vezes determinadas pelo tipo de acucar que contém (R. Rowell et al., 2012). Podem ser
classificadas em 4 familias: as xilanas (constituidas principalmente por pentoses e acidos
urdnicos), as mananas (tém na sua cadeia principal manoses e glucoses), as glucanas (das
quais fazem partes o amido) e as galactanas (com ramificacdes de ramnoses, arabinoses e
galactoses) (Holtzapple, 2003) (Isabel, 2014). De acordo com Rowell et al. (2012), as
hemiceluloses da familia dos xilanas existem de forma predominante nas madeiras duras,
enguanto que as madeiras macias tém, na sua maioria, hemiceluloses do tipo mananas e
galactanas. Na Figura 3 é possivel observar a estrutura quimica da xilana e da manana, neste

caso a Glucomanana.
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(i) Xilana

HOH HOH

() Glucomenany ligagdo glicosidica B-1,4

HOH \ HOM

HOH  /NOon\, | Hom
HOM, A "\

R=CHCOouH ~0" \

Figura 3 — Estrutura quimica das hemiceluloses (retirado de: Lee et al., 2014)

Por ser responsavel pela agregacdo das células, a lenhina é um importante componente da
parede celular, proporcionando rigidez a parede, além de permitir a sua estanqueidade (Hon
& Shiraishi, 2000). Esté presente nas plantas superiores e, por isso, organismos como fungos,
algas e liquenes ndo possuem lenhina (Fengel & Wegner, n.d.). As lenhinas séo, de forma
geral, formadas por monémeros de hidroxifenilo (sem metoxilos), guaiacil (possui um
metoxilo) e siringil (possui 2 grupos metoxilo), cuja predominancia determina a sua
designacdo — as de madeiras macias (Figura 4) sdo, maioritariamente, denominadas de
lenhinas de guaiacilo, fruto da polimerizacdo do alcool coniferilico; ja as de madeira dura
sdo lenhinas siringilo-guaiacilo, com polimeros de alcoois sinapilico e coniferilico (R. M.
Rowell, 2005).
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Figura 4 — Estrutura quimica de uma lenhina de madeira macia
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2.2.Estrutura

A madeira é constituida principalmente por células alongadas, apresentando vazio interno e
tendo diferentes tamanhos e formas, de acordo com a sua func¢do. A Figura 5 demonstra a

variedade de estruturas celulares existentes na madeira.

IComposicao celular da madeira
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Figura 5 — Tipos de células da madeira (retirado de Tsoumis, n.d.)

Na madeira encontram-se traqueidos, vasos, raios medulares e fibras. Os traqueidos sao
células alongadas, fechadas e pontiagudas, com comprimento de 3 a 4 mm e diametro de
45um (Varela, 2015); tém uma dupla funcédo, podendo servir de condutores da seiva ou de
suporte mecanico (Coutinho, 1999). Ja os vasos sdo tubos longitudinais de células. Cada
vaso é formado por células longitudinais e tubulares justapostas, visiveis a olho nu, abertas
nas extremidades; a sua funcdo é permitir o fluxo da seiva através do lenho. Podem ser
maltiplos ou simples, com didmetros compreendidos entre os 20 e 500 um (Coutinho, 1999).
Os raios sao conjuntos de células que se estendem de forma radial desde a parte mais exterior
do tronco até ao seu cerne (Carlquist, 1988) (Figura 6). Tém funcg&o estrutural, aumentando
principalmente a resisténcia das células longitudinais (Stalnaker & Harris, 1997). Por ultimo,
as fibras sdo formas celulares com paredes grossas e pequenos vazios internos, denominados
IGmen; variam de comprimento entre 500 e 1500 um (Varela, 2015). Existem variados tipos

de fibras, sendo que a sua funcdo principal é a de suporte estrutural. Algumas servem de
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armazenamento a metabolitos, enquanto que outras realizam o transporte de dgua (Patten et
al., 2010). Nas designadas madeiras macias, as fibras da madeira de lenho tardio (de parede
celular espessa) providenciam resisténcia, enquanto as da madeira de lenho inicial conduzem
agua e minerais. Ja nas madeiras duras, as fibras apenas realizam funcéo de suporte (Fengel,
1989).
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Figura 6 — Raio medular (http://estacio.webaula.com.br/cursos/gon854/aulal.html)

A observacao da madeira mostra as diferencas estruturais existentes entre madeiras duras e
macias (Figura 5), entre diferentes espécies e entre o0 borne e o cerne (Figura 7a). Essas
diferengas resultam do desenvolvimento e crescimento do tecido da madeira (Fengel, 1989).
Este tecido é composto por células que, consoante as suas caracteristicas, desenvolvem
funcBes de estrutura, conducdo de agua e armazenamento de alimentos (National Institute

of Industrial Research (India). Board of Consultants & Engineers., 2009).

As madeiras macias e as madeiras duras sdo distinguiveis pelo tipo de células constituintes
e suas funcionalidades (Fengel, 1989), tendo em comum os traquéidos e as fibras (Fahlén,
2005). As madeiras macias sdao formadas predominantemente por traquéidos, pelo que
apresentam uma textura mais uniforme, e, como tal, sdo mais faceis de trabalhar. Ja as
madeiras duras possuem uma maior diversidade celular, nomeadamente vasos, fibras,
traquéidos, células parenquimais e raios, tornando-se dificeis de trabalhar (Butterfiled,
1968).

A madeira pode ainda ser proveniente de diferentes partes do tronco: do cerne ou do borne
(Figura 7a). O cerne é a zona mais interior de um tronco de madeira e apresenta uma

coloracdo mais escura. A medida que as arvores envelhecem, a zona central do tronco
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acumula nutrientes que sdo metabolizados em varios constituintes, como ceras, 6leos,
resinas, gorduras e taninos, juntamente com compostos aromaticos e corantes. Por sua vez,
0 borne é a parte mais clara e externa do tronco. E a zona mais recente e é onde ocorre o

transporte de agua e nutrientes essenciais ao crescimento da arvore (G.Williamson, 2002).

O diferente ritmo de crescimento das arvores ao longo do ano também da origem a regides
distintas na madeira do tronco. Em condi¢fes favordveis (ex. na primavera) a arvore cresce

a um ritmo superior, formando a madeira de lenho inicial; a madeira de lenho tardio forma-

se quando a arvore tem um crescimento mais lento, sendo que esta parte da madeira é mais
escura (Figura 7b) (G.Williamson, 2002).

e
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Figura 7 — Estrutura interior da madeira
(@) Cerne vs Borne (b) Lenho inicial vs Lenho tardio
(adaptado de G.Williamson, 2002) (Potulski, n.d.)

2.3. Ultra Estrutura

A ultra estrutura diz respeito a constituicdo da parece celular. Esta é composta por duas
camadas principais: a parede primaria (P) e a parede secundaria, constituida pela camada
externa (S1), a camada média (S2) e a camada interna (S3). A unir as diversas células surge
a lamela média (LM). O lumen compreende o espago vazio que se encontra dentro das
células. (W. Carvalho et al., 2009)(R. M. Rowell, 2005). Uma esquematizacdo da ultra
estrutura pode ser encontrada na Figura 8.
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Figura 8 — Representacdo de uma célula vegetal (adaptado de Carvalho et al., 2009)

A lamela meédia funciona como forma de agregacao entre as células e € uma camada sem
celulose (Fengel & Wegner, n.d.). Esta ligada a parede primaria e, uma vez que esta ultima
é muito fina, dificilmente se distinguem uma da outra. A parede primaria apresenta grandes
quantidades de lenhina (cerca de 84%), 13,3% de hemicelulose e 0,7% de celulose. A parede
S1 é composta por 51,7% de lenhina, 30% de celulose e 18,3% de hemicelulose, enquanto a
S2 tem uma percentagem inferior de lenhina, cerca de 15,1%, contando com 54,3% de
celulose e 30,6% de hemicelulose. A S3 é composta maioritariamente por hemiceluloses
(87%) e celulose (13%), tendo pouca ou nenhuma lenhina (R. Rowell, 2005).

De acordo com R. M. Rowell (2005b), a camada S2 é das que mais contribui para a
generalidade das propriedades da parede celular, sendo também a camada mais espessa, das
trés que compBem a parede secundaria. A camada S3 é a responsavel pelo transporte da
agua, o que justifica a sua baixa composi¢do em lenhina (uma vez que é uma molécula
hidrofébica). A Figura 9 resume a constituicdo das varias camadas, em funcdo do tipo de
madeira onde estdo presentes.
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Figura 9 — Lamela média: a) madeira dura e b) madeira macia. (adaptado de Holtzapple, 2003)

2.4. Propriedades Fisicas e Mecénicas

A natureza da madeira e a interacdo entre as diferentes variaveis a que esta sujeita a arvore
quando se desenvolve torna-a individual nas suas propriedades. Deste modo, importa referir
que a prevaléncia das propriedades de seguida enumeradas (fisicas e mecanicas) pode sofrer
alteracdo consoante as condi¢bes em que a madeira estudada se desenvolve (Green et al.,
1917).

De um modo geral, as propriedades e aparéncia da madeira s&o influenciadas pela orientacéo
da superficie relativamente a sua posi¢do no tronco, pelo que a madeira se assume como um
material anisotrépico. A sua anisotropia evidencia-se quando a propagacdo de um
determinado fendmeno fisico é condicionado pelos seus trés eixos ortogonais — o radial, o
tangencial e longitudinal (G.Williamson, 2002). Estas dire¢des em relacdo ao tronco da
madeira podem ser observadas na Figura 10.
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Direcdo
Logintudinal

Figura 10 — Anisotropia na madeira (G.Williamson, 2002)

Na madeira, a direcdo em que a fibra se encontra (Figura 11) coincidente com 0 eixo
longitudinal é a direcdo principal da movimentacdo da agua no xilema da madeira, e é a

direcdo preferencial da propagacdo de eventuais rachaduras (Kramer, 2006).

Radial

Longitudinal

Figura 11 — Direcéo da fibra em relacdo aos trés eixos ortogonais
(Greenetal., 1917)

As propriedades fisicas da madeira podem ser vistas como marcas de identidade das
diversas espécies de madeira existentes. Desde a capacidade que tém de acumular dgua, até
a densidade, estas caracteristicas modelam o desenvolvimento da arvore e condicionam o
tipo de madeira que dela advira. S&o condicOes preponderantes para o seu desempenho nas
diversas utilizacdes e processos afetos a madeira. Contam-se como propriedades fisicas, a

humidade, a densidade e a durabilidade.

11
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2.4.1. Humidade

A madeira é um material higroscopico, o que significa que tem capacidade de regular o seu
teor de 4gua, com o intuito de manter o equilibrio com o meio envolvente. Ao teor da 4gua
na madeira chama-se contetdo de humidade (CH) (Equacdo 1), e representa o peso da agua
por peso de madeira seca (G.Williamson, 2002). Neste contexto, entende-se por madeira
seca a madeira seca/aquecida a uma temperatura igual ou superior a temperatura de ebulicdo
da agua (Merriam-webster, 2020). Em consequéncia desta categorizacdo, a humidade é
fulcral na determinacdo do comportamento e das caracteristicas da madeira, tal como as
condigdes de origem da &rvore influenciam as propriedades desse material. As trocas de
humidade que decorrem entre a madeira e o ar s&o condicionadas pelo contetdo de humidade

no material e pela temperatura e humidade relativa do ar (Glass Samuel V; Zelinka, 2010).

Mygua

CH(%) = x100 Equacdo 1

Mupadeira seca
Onde CH, contetdo de humidade;
Magua, Massa de dgua na madeira;

Mmadeira seca, Massa da madeira seca.

A madeira pode reter agua tanto nas cavidades como nas paredes celulares. Essa agua pode
considerar-se agua livre, quando se apresenta no estado liquido ou no estado gasoso,
surgindo no lumen celular/cavidades; ou 4gua quimicamente ligada, mantida deste modo
através de interacdes intermoleculares entre si e a parede celular da madeira (Glass Samuel
V; Zelinka, 2010). A &gua quimicamente ligada pode representar até cerca de 30% da dgua
da estrutura celular. Quando as paredes celulares estdo saturadas de agua e ndo existe agua

nas cavidades atinge-se o ponto de saturacdo das fibras (G.Williamson, 2002).

A madeira encolhe (retrai) e expande (entumece) quando o CH varia. Quando a agua que
estd quimicamente presente nas paredes celulares se perde, a madeira encolhe. Quando &
adicionada, a madeira expande (G.Williamson, 2002). Estas alteragdes ocorrem em funcao
da humidade e da temperatura relativas do ar, que estimulam a madeira a ajustar-se melhor
as condigdes envolventes (Glass Samuel V; Zelinka, 2010). A &gua livre presente no lumen

ou nas cavidades néo afeta as suas propriedades.

O contetido de humidade é um fator crucial no que diz respeito a estabilidade dimensional

da madeira. Quando supera o0 ponto de saturacdo das fibras, a madeira é considerada

12
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dimensionalmente estavel. Caso contrario, nada acontece — 0 que significa que ndo ha
expansao ou encolhimento das suas células, na sequéncia da oscilacao na quantidade da agua

quimicamente ligada.

Considerando esta caracteristica e tendo em conta que a madeira € um material anisotropico,
a expanséo das suas celulas ocorre nos 3 sentidos segundo 0s quais 0 material se organiza
(Figura 10). A madeira sofre menos alteragdes no sentido longitudinal (ao longo do gréo),
seguida da direcdo radial, é maioritariamente ao longo dos anéis de crescimento anual
(sentido tangencial) que a madeira entumece e retrai de forma mais pronunciada. Fruto
destas alteracGes a madeira ganha distor¢des conforme as ilustradas na Figura 12 (Glass
Samuel V; Zelinka, 2010).

Figura 12 — Efeitos da distor¢do na madeira condicionada pela sua anisotropia (Glass Samuel V;
Zelinka, 2010)

2.4.2. Densidade

A densidade é uma caracteristica determinante na qualidade da madeira. Nao obstante, é
fortemente influenciada por multiplas varidveis, quer internas quer externas, o que faz com
gue se manifeste de formas consideravelmente dispares dentro e fora da espécie (Poubel et
al., 2011).

Em termos tedricos, a densidade (massa volimica, de acordo com o Sistema Internacional
de Unidades) de um material é o quociente entre a sua massa e volume, genericamente
expressa em kg/m3. A densidade relativa é amplamente utilizada na caracterizacdo de
madeiras e refere-se ao quociente entre a massa volumica da substancia e a massa volumica

da agua a uma temperatura especificada. Como a madeira € um material que vé o seu volume

13
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a alterar-se em consequéncia do CH, e uma vez que a temperatura influencia grandemente a
humidade do ar, a sua densidade varia na mesma proporcao — neste sentido, pré-determinar
a temperatura no célculo da densidade relativa ajuda a entender o comportamento das
madeiras e a ajustar as suas propriedades a sua funcionalidade (Glass Samuel V; Zelinka,
2010). A densidade é utilizada como indicador da qualidade do material, pois est&
diretamente ligada a espessura das paredes celulares: enquanto que as madeiras usadas na
construcdo de estruturas serdo tipicamente mais densas, a industria da pasta de papel prefere
madeiras de baixa densidade (Barnett & Jeronimidis, 2003). Na Tabela 3 esta presente a

densidade média da madeira de diferentes espécies de arvores.

Tabela 3 — Densidade média da madeira de vérias espécies de arvores (Li et al. (2014), Pretzsch et
al. (2018), Emi & Aguiar, (2008)

Espécie Densidade média (kg/mq)
Abeto 446
Pinheiro Silvestre 458
Faia 126
Pinheiro Maritimo 474

2.4.3. Durabilidade

De acordo com Brischke (2018), a durabilidade da madeira traduz a sua resisténcia a
organismos destruidores, quando sujeita a influéncia do meio onde se insere. Esta resisténcia
€ uma caracteristica intrinseca a madeira e esta dependente da qualidade dos seus

componentes.

A durabilidade natural da madeira varia em fungéo da espécie florestal a que pertence, assim
como dentro da mesma espécie, entre o cerne e 0 borne. No entanto, em todos 0s casos, a
durabilidade ¢ maior na madeira de cerne do que na de borne (Henriques, 2020). Isto
acontece porque, ao longo da fase de transicdo do borne para o cerne, ocorrem
transformacdes fisicas e quimicas, que resultam numa diminuicdo da permeabilidade do
recentemente formado cerne, acompanhadas do consequente aumento da sua durabilidade,
devido a introducdo de produtos repelentes e toxicos para fungos e insetos (Verbist et al.,
2018).

A madeira, como um material sélido, possui a capacidade de sofrer uma qualquer

deformacéo. Neste sentido, as propriedades mecanicas deste material pré-definem a sua

14



Estudo das microondas como processo de controlo antifungico na madeira

capacidade e condicionam 0 modo como reage a essa deformagdo. Em termos mecanicos, a
categorizacao da madeira remete ndo sO para a anisotropia, mas também para o facto de que
esta € um material ortotropico. Ou seja, considera-se que a madeira se comporta de forma
consistente, mas independente em cada um dos seus trés eixos ortogonais (Green et al.,
1917). Consideram-se propriedades fisicas, a dureza, a elasticidade, a resisténcia a tracdo, a

resisténcia a compressdo, a resisténcia ao corte e a resisténcia a flexao.

2.4.4. Dureza

A dureza de uma madeira € a medida de energia necessaria para que em si haja propagacao
de rachaduras (H.E.Desch & J.M, 1996). Esta energia dissipa-se quando ha libertacdo de
tensdo, resultante da acdo de uma carga. No entanto, a propagacao das rachaduras pode ser
impedida, desde que o material tenha alguma forma de absorver a energia que € libertada,
ou se houver uma absor¢do do impacto da carga. A madeira apresenta 6 direcdes de
propagacao de rachaduras (Figura 13), sendo que a sua dureza é superior transversalmente
ao grao, enquanto que é inferior ao longo do grao (Hughes et al., 2015).
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Figura 13 — Propagac&o das rachaduras.

L, R e T referem-se as direcBes Longitudinal, Radial e Tangencial, respetivamente. A primeira letra
diz respeito a orientagdo do plano da rachadura perpendicularmente a dire¢do notada, enquanto a
segunda letra indica a dire¢@o da propagacdo da rachadura. Por exemplo, “TL” refere-se a uma
rachadura orientada perpendicularmente ao plano tangencial e que se propagada de forma
longitudinal relativamente ao grdo (Hughes et al., 2015).

2.4.5. Elasticidade

A elasticidade de um material é condicionada pela sua capacidade de assumir a sua forma

original quando cessa a tensdo exercida por uma carga considerada leve (Green et al., 1917).

De uma forma genérica, o0 Modulo de Elasticidade (ME) é fungdo da compressdo aplicada e

da consequente deformacéo originada. O ME define o limite da elasticidade da madeira,
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guando esta passa de um comportamento elastico, capaz de retornar a sua forma prévia antes
da acdo de uma forga, para um viscoelastico, quando essa caracteristica inicial ja ndo é
retomada (Mec, 2007). No que concerne especificamente a madeira e a sua ortotropia, torna-
se relevante dirigir a cada um dos seus 3 eixos um modulo de elasticidade diferente, ou seja,
um Mddulo de Elasticidade longitudinal, tangencial e radial. Os racios destes médulos, assim
como as suas constantes, variam entre espécies e de acordo com o teor de humidade e com

a densidade relativa (Green et al., 1917).

Outra propriedade elastica importante € 0 Mddulo de Rigidez (MR) ou de cisalhamento, que
indica a resisténcia da madeira a deformacéo, causada por tensdes de corte. Esta propriedade

varia de espécie para espécie (Cai & Robert, 2006).

Uma das propriedades a referir, no que toca a resisténcia da madeira, é 0 Mddulo de Rutura
(MDR). Este reflete a capacidade méaxima de carga de uma madeira, até que esta se dobre
(Greenetal., 1917).

2.4.6. Resisténcia a Tracéo

A resisténcia a tracdo da madeira é a forca maxima que este material consegue suster até
sofrer uma rutura. Essa resisténcia ocorre tanto perpendicularmente, como paralelamente a
disposicao das suas fibras, como mostra a Figura 14 (Green et al., 1917)(Mello, 2007).
Tendencialmente, a resisténcia a tracdo perpendicular € menor que a resisténcia a tracédo
paralela, uma vez que na direcdo perpendicular, as fibras ndo conseguem acompanhar a
extensdo do movimento executado. Na direcdo paralela, os feixes de fibras longitudinais
apresentam uma elevada resisténcia, pois esta direcdo é também a direcdo das ligagdes

primarias dos principais constituintes quimicos da parede celular das fibras (Baido, 2014).
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Figura 14 — Direcbes de tragéo; (a) direcdo paralela e b) direcéo perpendicular. (Mello, 2007)
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2.4.7. Resisténcia a Compressao

A resisténcia a compressdo traduz o limite evidenciado pelas fibras da madeira quando
sujeitas a uma forca de compressao (Figura 15). Esta forca pode ocorrer tanto paralela como
perpendicularmente a disposi¢do das fibras (Green et al., 1917). De acordo com Baido
(2014), os valores da resisténcia a compressao na direcdo perpendicular sdo inferiores aos
da direcdo paralela — isto acontece porque as fibras, quando sujeitas a uma compressao
perpendicular, compactam e originam grandes deformac6es. Esta compactacdo impede a

ocorréncia de danos maiores nas fibras, conferindo-lhes mais resisténcia (Mello, 2007).

Figura 15 — Direc¢Oes de compressao(a) compressdo perpendicular; b) compressao paralela)
(Mello, 2007)

2.4.8. Resisténcia ao Corte/Cisalhamento

As tensdes de cisalhamento/corte podem ocorrer nas direces perpendiculares ou paralelas
as fibras. A tensdo de cisalhamento perpendicular ndo é considerada, uma vez que, quando
a madeira é sujeita a forcas de cisalhamento perpendiculares as fibras, ocorrem outro tipos
de falhas antes de haver corte (Mello, 2007) (Baido, 2014). Assim, a tenséo de cisalhamento
paralela é a mais importante e prende-se com a capacidade que a madeira tem em resistir ao
deslizamento interno de uma parte sobre a outra, ao longo das fibras (David W. Green,
Jerrold E. Winandy, 1999).

2.4.9. Resisténcia a Flexdo

Quando a madeira é sujeita a forgcas de flexdo desenvolvem-se outros tipos de tensdo,
nomeadamente de cisalhamento, de compresséo e de tracdo tal como mostrado na Figura 16
(Mello, 2007). A rutura acaba por ocorrer quando é atingido o limite de resisténcia a tracao.
A resisténcia a flexdo depende da geometria da madeira em estudo e da forga exercida
(Baido, 2014).
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Figura 16 — Tensdes geradas com a agdo da forca de flexdo (Mello, 2007)

2.5.Propriedades Térmicas

Conhecer o comportamento térmico da madeira é preponderante quando o objeto da sua
utilizacdo tem como fator condicionante a temperatura. As propriedades térmicas que
importa referir s&o a condugéo, a expansao, a temperatura de combustdo e a reacdo dos

compostos estruturais a variacdo da temperatura (G.Williamson, 2002).

2.5.1. Conducéo Térmica

A conducdo térmica é a taxa de transferéncia de calor que ocorre num material sujeito a uma
mudanca de temperatura. A condutividade térmica da madeira é afetada pela densidade, teor
de humidade e dire¢do do gréo (alinhamento de fibras na mesma diregéo) (G.Williamson,
2002). Em média, a condutividade térmica é cerca de 5 a 10% maior na direcdo do grdo do
que na direcdo transversal. Por ser um material poroso, a madeira é um mau condutor, tendo,
por isso, um baixo coeficiente de condutividade térmica (A= 0.0216 Kcal/m.h.°C) (Moreschi,
2005).

2.5.2. Expansdo Térmica

A expansdo térmica na madeira acontece com 0 aumento da temperatura. No entanto, em
condi¢cBes normais, a expansdo térmica da madeira ocorre simultaneamente com o
encolhimento provocado pela perda de humidade, pelo que, ao longo do tempo, regista-se

um encolhimento do material (em vez de uma expansao), pois as alteracbes dimensionais
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provocadas pelo aumento da temperatura sdo menos significativas do que as provocadas pela
alteracéo do teor de humidade.

2.5.3. Temperatura de Combustéo

A combustdo é um processo de degradacdo da madeira que depende da taxa de aquecimento,
da temperatura, da presenca de ar e da fonte de ignicdo. A madeira comeca a carbonizar
(temperatura de combustdo) quando é aquecida para além dos 100°C. A degradacdo térmica

ocorre de forma sequencial (G.Williamson, 2002):

e A temperaturas entre 0s 110-150°C, a madeira carboniza progressivamente, havendo
a possibilidade de ocorrer combustdo se ndo houver dissipacdo do calor e dos
compostos volateis;

e A temperaturas entre 0s 150-200°C, a carbonizacao ocorre de forma mais rapida e a
possibilidade de combustdo aumenta;

e A temperaturas entre os 200-280°C, ocorre carbonizacdo rapida e provavel
combust&o;

e A temperaturas superiores a 280°C, a combustao espontanea ocorre rapidamente.

O aumento da temperatura altera a composi¢do quimica da madeira, através da degradacao
dos compostos da parede celular. A hemicelulose é a estrutura mais facilmente afetada.
Durante a degradacdo, da-se a libertacdo de acido acético que funciona como um catalisador
da despolimerizacdo dos polissacarideos, formando-se formaldeidos, furfurol e aldeidos (B.
M. Esteves & Pereira, 2009). A degradacdo das hemiceluloses agrava-se com o0 aumento da
temperatura e do tempo de exposicdo, evidenciando-se a partir dos 100°C e 48 horas de
aquecimento (C. A. S. Hill, 2006a).

A celulose é degradada, de forma geral, a temperaturas superiores a da degradacdo da
hemicelulose. A celulose cristalina altera-se a temperaturas entre 300 e 340°C, enquanto a
celulose amorfa pode apresentar reducdes no seu grau de polimerizacdo a temperaturas de
150°C, sendo assim mais suscetivel a temperatura. Quando degradada, a celulose produz
grupos carboxilico e carbonilo, CO2, CO e, principalmente, 1,6-anidrido-p-D-glucose (C. A.
S. Hill, 2006a). Salientar que o nivel de cristalizacdo da celulose aumenta a medida que a
celulose amorfa é degradada, tornando-a assim menos suscetivel a elevacdo da temperatura
(B. M. Esteves & Pereira, 2009).
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A lenhina é o composto da parede celular mais resistente a degradacdo térmica, uma vez que
s0 sofre alteracfes mais significativas a temperaturas acima de 280°C (C. A. S. Hill, 2006a).
B. M. Esteves & Pereira (2009) referem que a madeira, quando € sujeita a tratamentos

térmicos (como os referidos no ponto 3.2) aumenta em teor de lenhina.

A degradacdo dos polimeros da parede celular, nomeadamente das hemiceluloses e da
lenhina, é responsavel pela alteracdo das propriedades mecéanicas da madeira (Kacikova et
al., 2013).

De acordo com B. M. Esteves & Pereira (2009), o Médulo de Rutura (MDR) € tanto menor
quanto maior a temperatura a que é sujeita a madeira. Segundo C. A. S. Hill (2006a), a
diminuicdo do MDR ocorre em func¢do do tipo de tratamento aplicado, nomeadamente da
atmosfera onde se d& o aquecimento e da presenca de humidade. Relativamente ao Mddulo
de Elasticidade (ME), Kubojima et al. (2000) verificaram um comportamento irregular,
quando a madeira é sujeita a elevadas temperaturas: durante o aquecimento em atmosfera de
hidrogénio o seu comportamento foi constante ao longo do tempo; enquanto que na presenca

de ar, sofreu variagGes, observando-se uma ligeira reducdo do ME ( Yun et al., 1999).

A perda de massa e 0 aumento da estabilidade dimensional também sdo consequéncias do
efeito térmico sobre as madeiras. A perda de massa ocorre de forma diferente em cada tipo
de madeira e depende da temperatura. No processo ha libertacdo de compostos volateis,
resultante da degradacdo das hemiceluloses e das lenhinas (Candelier et al., 2016). O
aumento da estabilidade dimensional deve-se as mudancas quimicas que ocorrem a elevadas
temperaturas, pelo facto de se formarem polimeros que sdo menos higroscopicos do que 0s
anteriores (B. M. Esteves & Pereira, 2009).

20



Estudo das microondas como processo de controlo antifungico na madeira

3. A degradacéo da madeira

A madeira € particularmente suscetivel aos efeitos adversos do ambiente que a rodeia,

nomeadamente a deterioracdo fisico-quimica e bioldgica.

A degradacdo fisico-quimica ocorre essencialmente devido aos agentes atmosfericos, as
malformacdes aquando do crescimento da &rvore, aos agentes quimicos e a a¢do do fogo.
Através da acdo da chuva, a madeira sofre varia¢Ges bruscas de humidade que criam tensdes
internas e reduzem a sua resisténcia mecanica. Por outro lado, os raios ultravioleta da
radiacdo solar descoloram a madeira, através do efeito da fotodegradacdo, e os raios
infravermelhos, através de sucessivos ciclos de aquecimento e arrefecimento, provocam

fendas longitudinais na madeira.

A mé formacdo da arvore também pode ter efeitos adversos na madeira. Por exemplo, o
crescimento irregular promove o desvio das fibras, o que pode conduzir a uma fraca
capacidade de resposta estrutural do material. J& os efeitos de produtos quimicos na madeira
podem levar a uma alteragdo da coloracdo. A exposicdo a ambientes &cidos pode promover
a destruicdo das cadeias de carbono, deixando a madeira com um aspeto fibroso, e a
exposicdo a ambientes alcalinos pode instigar a destruicdo da lenhina e das hemiceluloses,

levando a uma perda de resisténcia e consisténcia (Rodrigues, 2004).

No que a degradacdo biol6gica concerne, o seu papel é particularmente importante: é
responsavel por alteracGes na parede celular e na coloracdo da madeira e, em muitos casos,
culmina com o seu apodrecimento. Este tipo de degradacdo deve-se muito frequentemente a

acao de fungos e insetos, nomeadamente térmitas (Rodrigues, 2004).

Por forma a diminuir os efeitos da degradacédo fisico-quimica e biolégica da madeira foram
desenvolvidos processos de modificacdo que permitem alterar o material, tanto a nivel
quimico como fisico, para combater as falhas que possam existir e melhorar o seu
desempenho estrutural (Hill, 2006b).
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3.1. A acao dos fungos sobre a madeira

Os fungos sdo organismos xil6fagos que promovem a degradacdo da madeira através da
excrecdo de enzimas. Estas enzimas, atuando sobre os seus constituintes, causam a alteragéo

da estrutura do material.

Em todo o caso, e para levar a cabo essa a¢do, os fungos necessitam de condic6es favoraveis
para o0 seu desenvolvimento, identificando-se a humidade, a temperatura, o0 pH e 0s
nutrientes como 0s mais importantes nesse processo. Outros fatores poderdo ser referidos,
nomeadamente a concentracdo de oxigénio, a luz solar e a presenca de esporos (Adan, 1994)
(Rocha, 2017). A influéncia destes fatores podera variar em funcdo das espécies de fungos
em causa. A humidade é um fator essencial, pois a dgua € necessaria para o processo de
alimentacédo dos fungos. A existéncia da humidade nos substratos é favoravel quando o seu
teor varia entre 80 e 100%, sendo que a 100% o crescimento de fungos ¢ dificultado pela
dissolucgdo dos nutrientes (Rocha, 2017). Preponderante também é a temperatura ambiente
no desenvolvimento dos fungos, uma vez que estes ndo possuem forma de controlar a sua
temperatura interior. O intervalo ideal de temperatura para o crescimento de fungos varia
entre os 22°C e os 35°C, podendo, no entanto, haver crescimento no intervalo de 35°C a
52°C. Quando estdo abaixo da temperatura ideal, alguns fungos ficam adormecidos; quando
sdo atingidas temperaturas muito elevadas, nem todos os fungos séo eliminados. Geralmente
0S esporos sao mais resistentes do que os micélios, sendo necessarias temperaturas
superiores para a sua eliminacdo (Adan, 1994). O pH afeta os fatores abioticos do solo, tais
como a existéncia de carbono, nutrientes e a solubilidade de metais (Rousk et al., 2009). O
intervalo de pH 6timo para a existéncia de fungos é de 2,2 a 9,6 (Adan, 1994). Os nutrientes
existentes no solo também sdo importantes, pois os fungos necessitam de carbono,
hidrogénio, enxofre, fésforo, magnésio e potassio para se desenvolverem. Estes elementos

sd0 essenciais ao seu processo metabdlico (Pardo et al., 1989).

Em termos de classificacdo, os fungos podem ser cromogéneos ou da podriddo. Os
cromogéneos predominam nos raios lenhosos e provocam alteracdes de coloracdo, sem
grandes consequéncias na resisténcia fisico-mecénica da madeira. Este tipo de fungo pode
viver muitos anos em estado latente, mesmo quando as condi¢des do meio ndo sao propicias
ao seu desenvolvimento (Rodrigues, 2004). Contrariamente aos primeiros, os fungos de
podriddo branca e castanha estdo classificados entre os mais destrutivos e causadores das

maiores perdas econémicas (Thybring, 2017).
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Os fungos atacam tanto o cerne como o0 borne da madeira (Highley, 2011). Para tal,
produzem uma grande variedade de enzimas, entre as quais as digestivas, como as
carbohidrases e as oxirredutases. Estas enzimas, que degradam os polissacarideos e a lenhina
da madeira (Lundell et al., 2014), sdo excretadas para o substrato onde os fungos estéo
instalados, transformando-o e permitindo-lhes a absor¢do dos produtos de que necessitam
(Srivastava et al., 2013).

Os fungos da podriddo castanha derivam dos fungos da podriddo branca através da perda
seletiva de mecanismos de biodegradacao (por exemplo, os fungos do grupo Gloeophyllum
e Postia) (Hatakka & Hammel, 2011). Estes degradam a celulose e a hemicelulose, causando
a sua despolimerizacdo (Lucejko et al., 2018), e modificam a lenhina de forma parcial
(Abdel-Hamid et al., 2013), recorrendo tanto a sistemas enzimaticos, como ndo enzimaticos
(Shimokawa et al., 2004). Os processos ndo enzimaticos, apesar de ndo estarem ainda
devidamente identificados, ocorrem numa fase inicial do ataque e em meio extracelular,
podendo envolver a producdo de radicais hidroxilo (reacdo de Fenton), ou outros, igualmente
reativos (Kerem et al., 1999). Os processos enzimaticos contribuem para a continuidade do
processo de degradacdo, catalisando as reaces de despolimerizacdo da estrutura da célula
através de enzimas oxidativas e hidroliticas, que atacam a celulose e a hemicelulose,
transformando-as em mondmeros; ja a lenhina é apenas modificada (Shimokawa et al., 2004;
Tewalt & Schilling, 2010).

Usando também processos enzimaticos, os fungos da podridao branca degradam a celulose,
a hemicelulose e a lenhina (Goncgalves & Loguercio-Leite, 2001). A degradacao da celulose
e da hemicelulose € realizada com recurso a exoglucanases, endoglucases e B-glucosidases,
sendo que as duas primeiras decompdem as cadeias de onde resultam produtos que sdo
depois processados pelas B-glucosidases (Daniel, 2016) (Baldrian & Valaskova, 2008). A
degradacdo da lenhina varia entre espécies e o0 seu sistema de degradacdo envolve trés
principais enzimas: as peroxidases de lenhinas, peroxidases de manganés e lacases (Goodell
et al., 2008). A lacase é responsavel pela decomposicdo da estrutura molecular da lenhina,
enguanto que as outras enzimas se envolvem em processos oxidativos (Srivastava et al.,
2013).

Sdo vérios os fungos da podriddo castanha existentes na natureza. Alguns exemplos séo: o
Gloeophyllum trabeum, um dos fungos da podriddo mais comum em Portugal (Fernandes,

2014); o Serpula lacrymans, considerado um dos fungos mais destrutivos e incontrolaveis
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no continente europeu; e o Coniophora puteana que, num estudo a casas dinamarquesas,
revelou ser a segunda espécie mais abundante (Schmidt, 2007b). Além destes, existe uma

enorme variedade de espécies que pode ser encontrada em todo o globo.

A espécie em estudo no presente trabalho é a Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill, do reino
fungi, filo Basidiomycota e classe Agaricomycetes (Catalogue of Life, n.d.), tendo sido

selecionada por ser uma dos mais comuns no pais.

No desenvolvimento do Gloeophyllum trabeum hé a destacar a influéncia da humidade e da
temperatura. Para que haja colonizacdo, o teor de humidade devera ser, no minimo, de 25%,
e para que a degradacdo da madeira ocorra, 31%, sendo que os valores 6timos se encontram
entre 0s 46 e 179%. O excesso de humidade inibe a a¢do do fungo, ndo sendo viavel o seu
ataque a madeira para valores superiores a 191%. O crescimento 6timo necessita de uma
gama de temperatura entre os 30°C e 37,5°C, sendo igualmente inibidores quaisquer valores
fora deste intervalo. Por exemplo, no caso de uma exposicdo prolongada de 2 semanas,
valores de temperatura acima dos 45°C sdo letais para o fungo cultivado em meio
experimental (agar). Se se verificarem temperaturas de 80°C, o tempo de exposi¢cdo que

conduz & morte é significativamente inferior (1 hora) (Schmidt, 2007b).

3.2. Tratamentos preventivos da madeira

Com o intuito de combater a acdo dos fungos, é necessario que a madeira seja preservada
através de tratamentos eficazes, que permitam minimizar as suas fragilidades. Estas poderdo
estar relacionadas, por exemplo, com o teor de humidade, a fraca estabilidade e a baixa

resisténcia a biodegradacéo e a radiacdo ultravioleta (UV) (Sandberg, n.d.).

Os processos de tratamento de madeira podem envolver a modificacdo térmica, quimica ou

da superficie e a impregnacao.

De acordo com Bruno & Helena (n.d.) e Militz (2002), o interesse comercial pelo processo
de modificacdo térmica tem aumentado ao longo dos anos. Nos tratamentos realizados na
Europa, a madeira € sujeita a temperaturas entre os 160°C e os 260°C, seguindo as seguintes
fases: aguecimento, tratamento, arrefecimento e estabilizagéo (a principal diferenga entre os
diversos processos reside na forma como estas fases se desenrolam). As variaveis de

operagdo mais relevantes no tratamento séo: o tempo e a temperatura, a atmosfera, o tipo de

24


http://www.catalogueoflife.org/col/browse/tree/id/f88f6ffa7498d8bebe3e1c58cc327562
http://www.catalogueoflife.org/col/browse/tree/id/bac1a003f733d83d15d323eeaf577087

Estudo das microondas como processo de controlo antifungico na madeira

sistema (aberto ou fechado, seco ou humido), a espécie da madeira, e 0 recurso a
catalisadores (Hill, 2006a).

Os processos de modificacdo térmica com mais sucesso sao: Thermowood (originério da
Finlandia), Plato (Holanda), Bois Perdure e Rectification (Franca) e Oil Heat Treatment
(Alemanha).

O processo Thermowood é o que tem mais aplicacdo na Europa (B. M. Esteves & Pereira,
2009). Pode ocorrer em 3 etapas: (i) 0 aumento rapido da temperatura até 100°C, recorrendo
a vapor, seguido do aumento suave até 130°C, onde se da a secagem e se reduz o teor de
humidade da madeira para valores proximos de 0; (ii) o tratamento por calor, durante o qual
a temperatura aumenta para valores entre os 185°C e os 215°C; e, por fim, o

acondicionamento, onde a madeira é arrefecida e humidificada (Association, 2003).

O processo Plato utiliza madeira verde e inclui a hidrotermolise, durante a qual a madeira é
exposta a temperaturas de 160-190°C durante 4 -5 horas, em condi¢fes humidas e com
pressOes acima da pressdo atmosférica; a secagem normal até 10% de humidade, durante 3
a 5 dias; o tratamento térmico a seco, que decorre a temperaturas de 170°-190°C; e a
estabilizacdo (B. M. Esteves & Pereira, 2009).

O processo Rectification consiste no aquecimento gradual de madeira previamente seca
(12% de humidade) até temperaturas de 210 —240°C, numa atmosfera rica em hidrogénio e

com apenas cerca de 2% de oxigénio na sua composicao (Jamsa & Viitaniemi, 2001).

O procedimento Bois Perdure utiliza madeira recentemente cortada, que é seca de forma
rapida, utilizando vapor de agua e gases de combustdo produzidos pela prévia subida da
temperatura na madeira, quando esta € aquecida a temperaturas entre 200 e 240°C. Os gases
de combustao gerados sdo reinjetados na camara de combustdo (B. M. Esteves & Pereira,
2009).

No processo Oil Heat Treatment, a madeira é colocada numa cdmara selada onde entra em
contacto com um ¢6leo a alta temperatura (geralmente Oleo vegetal a 220°C). Apos o
tratamento, o Oleo é retirado e a madeira arrefecida (Rapp & Sailer, 2002).

As alteracdes que se registam apos aplicacdo dos tratamentos térmicos prendem-se com a
melhoria na estabilidade dimensional, 0 aumento da resisténcia aos ataques de organismos

microbioldgicos, o aumento da capacidade para quebrar e formar rachaduras e a alteracéo
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de coloragdo com escurecimento do material. A extensdo das modificacdes é condicionada
pelo tipo de tratamento efetuado (Hill, 2006a).

A grande parte dos processos de modificagdo quimica tem por principio a reacdo entre 0s
grupos hidroxilo da celulose e da hemicelulose, presentes nas paredes celulares da madeira,
com um reagente quimico, que culmina na substituicdo deste grupo por um composto
hidrofébico. Esta acdo diminui a higroscopicidade da madeira e conduz a um material com
melhores propriedades. O método quimico mais utilizado é a acetilagio com anidrido
acetico. Este método diminui o ponto de saturacdo das fibras, aumentando a estabilidade
dimensional; aumenta a resisténcia aos fungos, mesmo se o material estiver em contacto com

0 solo, e a resisténcia aos raios UV (B. Esteves, 2011).

A modificacdo da superficie altera essencialmente as propriedades da superficie da
madeira, tais como a resisténcia a degradacédo pela luz solar e as condi¢des climatéricas. Um
exemplo de modificacdo deste tipo é a ativacdo enzimética, que recorre a enzimas,
nomeadamente fenol-oxidases, peroxidases e lacases (C. A. S. Hill, 2006a), para promover
a unido entre madeiras sem recurso a resinas. A desvantagem deste processo prende-se com

os elevados custos, pelo que ndo é aplicado em grande escala (B. Esteves, 2011).

A impregnac¢do compreende a introdugdo de compostos quimicos nas paredes das células
da madeira, que reagem e formam um outro que bloqueia 0 acesso aos grupos hidroxilo,
presentes sobretudo na celulose e hemicelulose, diminuindo assim a higroscopicidade da
madeira. O método de impregnacdo que sofreu uma maior evolucao ao longo dos ultimos
anos foi a furfurilacdo. A furfurilagdo consiste na impregnacéo da madeira com uma mistura
de alcool furfurilico e catalisadores, seguida de aquecimento (Sandberg et al., 2017). O
processo conduz a uma diminuic¢do da humidade de equilibrio, ao aumento da estabilidade
dimensional (retracdo e expansdo) da madeira e da resisténcia aos xiléfagos marinhos. Além
disso, a madeira tratada é ligeiramente mais resistente as condi¢des climatéricas do que a

ndo tratada, e apresenta maior dureza (B. Esteves, 2014).
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4. Tratamento da madeira por microondas

Muitas fontes naturais ou criadas pelo Homem geram energia na forma de ondas
eletromagnéticas. Estes tipos de ondas compreendem campos magnéticos e elétricos que
interagem de forma diferente com os sistemas bioldgicos — células, plantas, animais e seres
humanos (OMS, 1998).

As ondas podem ser caracterizadas pelo seu comprimento de onda, frequéncia e energia. Em
termos de categorizacao, dividem-se em radiacao ionizante e radiacdo ndo-ionizante (Figura
17). As radiagdes ionizantes sdo ondas eletromagnéticas de elevada frequéncia (elevada
energia), cuja energia dos fotbes é capaz de provocar ionizacdao (OMS, 1998). Estas ondas
compreendem parte do espectro da radiacdo UV, raios-X, raios gama e radiacdo nuclear
(Anguera, 2012). A radiacdo ndo-ionizante apresenta fotGes com baixos valores de energia,
ndo sendo capazes de ionizar. Estas incluem parte do espectro da radiacdo ultravioleta,

visivel, microondas e infravermelhos (OMS, 1998).

Radiagdo ionizante Radiagdo ndo ionizante
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Figura 17 — Espectro de radiacdo (Wikipédia, 2019)

As radiacdes microondas sdo uma forma de energia em que a energia aplicada é convertida
em calor. Estdo associadas a qualquer radiacdo eletromagnética que esteja no intervalo de
frequéncia de 300 MHz até 300 GHz, situando-se, no espetro eletromagnético, entre a

radiacdo infravermelha e as ondas de rédio (Yuen & Hameed, 2009).
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Ainda no espectro eletromagnético existem, segundo Tang, Xia, Fu & Gou (2008), trés
niveis de transi¢do de energia: nivel de energia associado ao movimento dos eletrdes, nivel
de energia respeitante a vibracdo das moléculas e nivel de energia da rotacdo molecular,

sendo este Gltimo o que se refere as transi¢des resultantes de radiacdo microondas.

Em termos comportamentais, as radiagdes microondas podem interagir com 0s materiais
através de processos de polarizacdo ou de conducdo. Estes processos ddo origem a perdas
dielétricas (Reinosa et al., 2019), associadas a efetividade do material em converter energia
elétrica em calor (Estel et al., 2008). O aquecimento por microondas depende principalmente
de repetidas polarizacdes de moléculas polares. A resisténcia a essas polariza¢fes provoca
as perdas dielétricas e, como resultado, ha um aquecimento volumétrico (Huang et al., 2018).
A acdo da radiacdo microondas difere dos métodos convencionais de transferéncia de
energia na forma de calor — conducdo, radiacdo e conveccao: enquanto que nestes, 0
aquecimento é feito da superficie para o interior, 0 aguecimento por microondas gera calor
no material em si, que depois dispersa por todo o volume (Oghbaei & Mirzaee, 2010), sendo,

por isso, designado de aquecimento volumétrico.

O répido desenvolvimento dos equipamentos de microondas levou a que o aquecimento
através destas ondas tenha aplicacdo em diversas areas, tais como processamento de
alimentos, telecomunicacg6es, secagem de madeira e secagem de ceramica (Yuen & Hameed,
2009).

4.1. Efeito da radiacdo microondas na madeira

O aproveitamento das radiacdes microondas como forma de tratamento térmico da madeira
ndo é muito usual. Comecou por ser utilizado na producdo de materiais de construcdo,
primeiro com o intuito de secar a madeira e, mais tarde, na sua concegéo, conferindo-lhe
elevada resisténcia mecanica, nomeadamente madeira microlamelada colada. Neste
processo, o Unico efeito comprovado € o efeito térmico que depende da poténcia e frequéncia
das radiacfes microondas (MO), mas também da composicdo do material, do seu estado
fisico e da sua estrutura. Os materiais que contém agua disponivel na sua composi¢do, como
a madeira, sdo capazes de absorver as radiacbes microondas com consequente incremento

da temperatura (Sciences & Republic, 2014).

A modificacdo da madeira quando sujeita a radiacdo microondas pode ser classificada em 3
niveis (Torgovnikov & Vinden, 2009):
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e Baixa, quando ocorre a rutura das membranas porosas das células, a resina derrete e
ocorre a rutura parcial dos tilos (Figura 18);

e Moderada, quando ocorre a rutura das membranas porosas, a resina ferve, ocorre a
destruicdo dos tilos e a rutura das células radiais (Figura 19);

e Elevada, quando ocorre a rutura das membranas porosas das células, a resina ferve,
ocorre a destrui¢do dos tilos e a rutura das células radiais das células principais e
paredes de vasos, assim como a formacdo de cavidades, principalmente nos planos

radiais e longitudinais (Figura 20).

Figura 18 — Madeira Paulownia ap6s tratamento com microondas (Torgovnikov & Vinden, 2009).
1 — células fibrosas da madeira; 2- vasos; 3 — 0s tilos dos vasos estdo destruidos.
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Figura 19 — Estado das células ap6s modificacdo moderada por radiacdo microondas
(Torgovnikov & Vinden, 2009). (a) Corte tangencial de madeira de Radiata pine: 1- raios com
células destruidas; 2 — traqueidos com células integras; 3 — raios com células integras. (b) corte
transversal da madeira Eucalyptus globulus: 1 — vasos; 2 — as linhas brancas sdo originalmente
raios; 3 — linhas brancas mais espessas sdo raios que sofreram rutura.

Figura 20 — Amostra de Eucalyptus obliqua ap6s modificacéo intensiva por microondas
(Torgovnikov & Vinden, 2009).
(esquerda) madeira ndo modificada; (direita) madeira que sofreu acdo das radiacGes microondas

A aplicacdo de elevadas intensidades de MO (kKWh/m®) em madeiras com alto teor de
humidade gera elevadas pressdes no interior das células (G.Torgovnikov, P.Vinden, 2009).
O aumento da energia das MO resulta na formagdo de espacos nos planos radiais e
longitudinais. Estes espagos podem dar origem a alteracfes na porosidade, permeabilidade,

densidade, resisténcia, flexibilidade e capacidade de encolher e dilatar (Torgovnikov &
Vinden, 2013).
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O aumento da permeabilidade da madeira ocorre porque a humidade presente diminui
rapidamente, quando esta é sujeita as radiagdes microondas. A evaporagdo da dgua cria uma
grande pressdo de vapor no interior da madeira, levando a que os seus elementos mais
frageis, nomeadamente algumas células, sejam destruidos e formem vias para a libertacéo
do vapor de agua, facilitando o transporte de fluidos (Mou et al., 2017). O fendGmeno descrito
pode também ser responsavel pelo aumento da taxa de secagem da madeira e pela diminuicao
do tempo necessario para a desidratacdo. Mou et al (2017) verificaram que a taxa de secagem
aumentou 171% e o tempo de secagem diminuiu em 65% em amostras sujeitas a ac¢ao das
MO, comparativamente com amostras ndo tratadas. No entanto, Oloyede & Groombridge
(2000) alertaram que, uma vez que 0 aquecimento por microondas ocorre do interior para o
exterior, 0 vapor de 4gua gerado no interior ndo tem vias definidas para se libertar, quando
as camadas superficiais da madeira ainda ndo sofreram alteracGes na sua estrutura. Os
autores consideraram que o facto do vapor de &gua ficar preso no interior da madeira pode
levar a um efeito adverso na sua resisténcia. Em todo o caso, um baixo grau de modificacdo
da madeira pelas MO aumenta a sua permeabilidade em cerca de 1,1 a 1,5 vezes, um grau
de modificacdo médio aumenta 1000 vezes a permeabilidade, e um elevado grau pode

transformar a madeira num material altamente poroso (Torgovnikov & Vinden, 2009).

Machado (2006) observou alteracBes na resisténcia da madeira a compressdo, apés
aquecimento através de microondas a uma poténcia de 500W, tendo verificado que a perda
de resisténcia aumentava com o tempo de exposic¢ao (10% versus 20%, em periodos de 5 e
10 minutos, respetivamente). Por sua vez, Oloyede & Groombridge (2000) realizaram testes
de tracdo em amostras de madeira aquecidas e concluiram que a resisténcia da madeira varia

com o tipo de aquecimento usado. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados de propriedades mecénicas da madeira sujeita a diversos tratamentos
(Oloyede & Groombridge, 2000)

Método de Secagem Resisténcia a Modulo de Limite de

(12% de teor humidade) tracdo (MPa) | elasticidade (GPa) | Elasticidade (MPa)

Ambiente 63 (63,2) 3,98 (6 0,15) 18,7 (5 2)
Forno Convencional (103°C) 68 (5 2,6) 4,12 (6 0.15) 18,2 (52,2)
Forno Convencional (50°C) 74 (6 2,8) 42 (50.16) 18,9 (5 1,14)
Aqguecimento por MO (1.6kW) 29 (6 2,6) 1,5 (5 0.074) 8,2(c1,2)
Aquecimento por MO (800 W) 52 (o 1,4) 2,74 (5 0.09) 11,1 (c 0,36)

De acordo com o estudo realizado por Sethy, Torgovnikov, Vinden & Przewloka (2016), o
tratamento por MO leva a um encolhimento volumétrico da madeira. Isto é verificado pelos
autores atraves da diminuicdo do teor de humidade nos provetes de 13 para 6%, 0 que
provoca um aumento do encolhimento volumétrico em cerca de 2,0 a 2,4% (Figura 21). O
estudo ndo considera o tipo de encolhimento, se radial ou tangencial, pelo facto de as
madeiras utilizadas ndo serem perfeitamente radiais ou tangenciais.

Encolhimento Valumétrico (%)

40 6.0 8.0 10.0 12.0

Teor de Humidade (%)

Figura 21 — Encolhimento VVolumétrico devido as radia¢cbes microondas (adaptado de Sethy et al.,
2016)

Segundo Torgovnikov & Vinden (2009), as radiacdes MO afetam a densidade da madeira,
tendo em conta a espécie e o grau de modificacdo do material (Tabela 5). A modificacdo da
madeira por MO leva a rutura de raios celulares, criando vazios no interior da madeira; estes

vazios diminuem a densidade média da parede celular e consequentemente da madeira.
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Uma vez que a irradiagdo com microondas gera um aumento da temperatura na madeira,
pode observar-se o fissuramento do material, tanto no interior como na superficie. Tal ocorre
quando a resisténcia a secagem excede a resisténcia da madeira a tracdo perpendicular a
direcdo das fibras, resultando na separa¢do das mesmas, devido ao facto de haver uma perda

de humidade e um consequente encolhimento (Harris et al., 2008).

E de esperar que quanto maior a intensidade do processo, maior a ocorréncia de fissuras,
tanto interiores como de superficie. Em parte, esta premissa foi corroborada por Balboni et
al (2018), que verificaram um maior numero de fissuras interiores quanto mais intenso o
tratamento com microondas. No caso das fissuras superficiais, 0s autores verificaram uma
maior ocorréncia quando aplicada uma menor intensidade de microondas.

Tabela 5 — Densidade da madeira antes e depois da aplicagdo de radiagdes MO
(adaptado de Torgovnikov & Vinden, 2009)

Bl Teor de Densidade Densidade Racio de

- Frequéncia MO : : densidade
Espécie (GH2) aplicada Humidade antes das3 depois das3 antes e depois
o
(Myme) | Tnicial (%) | MO (kg/m?) | MO (kg/m?) | 456 Mo
Pinus Radiata 0,99 590 33a36 419 363 1,16
(cerne)
Pseudotsuga
menziesii 0,922 520 3la4l 474 433 1,09
(cerne)
Bl 2,45 1080 82 a 100 778 686 1,13
obliqua
Eucalyptus 0,933 1230 97 a 128 552 497 1,11
regnans
Eucalyptus 0,922 1010 79 a 105 596 551 1,08
globulus
Paulownia 0,922 880 140 266 257 1,04
tomentosa

De acordo com o trabalho de Torgovnikov & Vinden (2009), as propriedades plasticas da
madeira, como o Mddulo de Elasticidade (ME) e o Modulo de Rigidez (MR), diminuem
depois da irradiagdo com MO, se o grau de modificacdo da madeira for significativo.
Segundo os autores, a evolucdo da variagdo do ME e do MR nos planos tangenciais e radiais,
depende do nivel de energia aplicado a madeira (Figura 22). Como se pode verificar, tanto
0 ME como o MR sofrem uma diminui¢cdo com o aumento da energia incidente. No caso do
Pinus radiata, a reducdo é mais significativa e ocorre a um nivel de energia de MO mais

baixo do que no Eucalyptus obliqua (4% a 26%, no ME e no MR, a 208 MJ/m3; versus12%
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no ME e 17 % no MR, a 410 MJ/m?, respetivamente), o que demonstra a influéncia das

caracteristicas da madeira no comportamento do material exposto a radiagao.
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Figura 22 — Modificacdo do Mddulo de Elasticidade e do Mddulo de Rigidez em funcéo da energia
de MO aplicada em diferentes espécies de madeira (Torgovnikov & Vinden, 2009).
ME — Modulo de elasticidade; MR — Mdédulo de Rigidez; T — transformagdes no plano tangencial;
R — transformacdes no plano radial (Messmate | The Wood Database - Lumber Identification
(Hardwood), n.d.)

4.2 .Eliminacao de fungos recorrendo a microondas

Desde meados do século XVI11, a comunidade cientifica demonstrou interesse pela interacéo
entre 0s campos eletromagnéticos e 0s processos biolégicos, nas suas mais variadas

frequéncias, entre as quais as microondas (Banik et al., 2003).

O efeito da radiacdo microondas nos microrganismos ainda € uma questdo em estudo. A
discussdo anda em torno do facto de que a inativacédo se deve aos efeitos térmicos (absor¢édo
de calor gerado por microondas) (Gorny et al., 2007), e que apos atingir a temperatura letal,
acaba por matar o microrganismo (Lakins et al., 2008). Outra op¢ao prende-se com os efeitos
ndo térmicos, ou seja o efeito da transferéncia de energia do campo eletromagnético até as
macromoléculas, que altera depois a sua estrutura (Gorny et al., 2007). Existem quatro
abordagens para explicar 0s efeitos ndo térmicos, nomeadamente: 0 aquecimento seletivo,

a eletroporacéo, a rutura da membrana celular e o acoplamento do campo magnético.
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De acordo com o conceito de aquecimento seletivo, as radiagdes microondas aquecem 0s
organismos solidos de forma mais rapida que o meio circundante, o que leva a sua morte. A
ocorréncia de eletroporacdo resulta na libertacdo de compostos celulares e consequente
perda de viabilidade das células, e estd associada ao aparecimento de poros/orificios na
membrana celular provocado pelo potencial elétrico que se gera no microrganismo. A
rutura da membrana celular é responsavel pela morte celular pela variacdo de tenséo
elétrica na célula. Por Gltimo, a disrupcéo nas células é causada pelo acoplamento do campo

magneético, levando a sua lise (Lakins et al., 2008).

Existem alguns estudos que incentivam a utilizacdo das microondas como forma de combate
ao crescimento e propagacao de diversos tipos de fungos. Entre estes, hd que destacar o
realizado por Cerchiara et al (2018): com o intuito de proceder a conservagdo de um livro
que estava degradado e infestado pelo fungo Aspergillus versicolor, foram aquecidas
amostras de papel contaminado a trés temperaturas, nomeadamente, a 30°C, 58°C e 63°C,
recorrendo a um microondas comum. Este procedimento foi realizado durante 30 dias, e 0s
resultados demonstraram que para temperaturas de 30°C houve um aumento na viabilidade
dos esporos, enquanto nas amostras expostas a 58°C e a 63°C, o crescimento dos fungos

parou, sem causar qualquer tipo de dano ao papel.

Payette et al. (2015) testaram a eficacia da radiacdo microondas em quatro espécies de
fungos, nomeadamente, Gremmeniella abietina, Heterobasidion annosum, Chondrostereum
purpureum, e Mycosphaerella populorum, tendo como objetivo determinar a menor
combinacdo tempo/temperatura que permitiria elimina-los. Os autores irradiaram os fungos
a 50°C, 55°C, 60°C, 65°C, 70°C, 75°C e 90°C, durante 0,5, 1,0 e 2,0 minutos, recorrendo a
um processador de microondas. A Tabela 6 mostra a temperatura e tempo necessarios para
eliminar os fungos testados. Verifica-se que a irradicacdo dos fungos é possivel, mas as
condicGes de ensaio dependem da espécie em causa, indicando uma diferente resisténcia a
radiacdo nas espécies testadas. Note-se ainda, que ndo é possivel estabelecer uma relagéo
direta entre a reducdo da temperatura e 0 aumento do tempo necessério a irradiacdo, sendo
que, para cada espeécie, os resultados apresentam um intervalo de confiancga significativo

para a temperatura identificada como letal.
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Tabela 6 — Condigdes de eliminagéo de alguns fungos mediante aplica¢éo de radiagcdo MO (Payette

et al., 2015)
Fungos 0,5 min 1 min 2 min
G. abietina 75,2 £14,3°C 64,2°C + 8,5 92,5°C + 26,6
H. annosum 102°C + 22,3 84,2°C +18,9 86,2°C + 19,3
C. purpureum 118,1°C + 30,4 173,6°C £ 59,3 232°C £104,2
M. populorum 745°C+129 135,3°C + 40 78,5°C £ 16,9

Outros autores reportaram um efeito positivo na eliminacdo de fungos com MO. Tubajika et
al. (2007), por exemplo, trataram amostras de madeira infestadas por diferentes tipos de
fungos da podriddo, entre eles o Gloeophyllum trabeum, com radio frequéncia. Utilizaram
um forno industrial de 40 kW, onde as amostras foram sujeitas a temperaturas entre os 60°C
e 0s 70°C durante 2 minutos. Ap6s o tratamento, foram obtidas percentagens de eliminacdo
dos fungos de 98% - 100%.

Por fim, refere-se ainda o trabalho desenvolvido por Gorny et al (2007). Estes autores
dedicaram-se ao estudo dos efeitos da radiacdo microondas na viabilidade de esporos de
fungos (Aspergillus versicolor e Penicillium brevicompactum) e de bactérias
Actinomycetales (Thermoactinomyces vulgaris e Streptomyces albus). Testaram a exposicéo
a densidades de radiacdo de 10 e 60 mW/cm?, e tempos de exposicdo de 5, 30 e 60 minutos,
durante o crescimento em meio de cultura agar, painéis de madeira e painéis de gesso. As
amostras foram incubadas em ambientes humidos e ambientes secos.

De um modo geral, os autores verificaram a viabilidade dos fungos estudados varia
dependendo da estirpe, das condi¢des de crescimento, da intensidade da radiacdo, do tempo
de exposicdo e da combinacdo intensidade da radiacdo/tempo de exposi¢cdo. Em particular,
verificaram que:

e A viabilidade do A. Versicolor em agar (ambiente himido) diminui, a excecdo das
condig¢des 60 mW/30 min, 10 mW/60 min e 60 m\W/60 min, em que houve um ligeiro
aumento relativo ao controlo; em ambiente seco, houve um aumento da viabilidade
dos esporos do fungo, exceto na condi¢do 60 mW/30 min. No painel de madeira e na
parede de gesso, a viabilidade diminuiu de forma geral, tanto no ambiente himido
COMO NO Seco.

e No caso do P. Brevicompactum, a viabilidade diminuiu quando cultivado em meio
agar, para todas as condicdes experimentais, quer em ambiente himido ou seco. No

painel de madeira, a viabilidade diminui em ambos os ambientes, a excecdo das

36



Estudo das microondas como processo de controlo antifungico na madeira

condi¢Ges 60 mW/5 min (seco) e 10 mW/30 min (humido). Relativamente a parede
de gesso, tanto em ambiente himido como em seco, houve uma diminui¢cdo da
viabilidade, exceto no ensaio com 60 mW/5 min (seco).

e A viabilidade do T. Vulgaris em meio agar e ambiente humido aumentou,
contrariamente ao que se verificou nos ensaios em meio seco. No que diz respeito
ao crescimento em painel de madeira, verificou-se um aumento da viabilidade dos
esporos nos dois ambientes, com excecdo para 0s ensaios que decorrem com 10
mW/60 min e 60 mW/60 min, em ambiente seco. A tendéncia de aumento de
viabilidade também foi observada na parede de gesso, em ambiente seco e himido.

¢ Relativamente ao S. Albus, verificou-se um aumento da viabilidade na condicao 10
mW/30 min, em meio agar e ambiente seco; e uma reducdo nas condi¢fes 10 mW/30
min e 60 mW/30 min, em meio agar e ambiente himido. Os ensaios nos painéis de
madeira e na parede de gesso revelaram que os esporos, nos dois tipos de ambiente,
aumentaram a sua viabilidade, com a excecdo do ensaio realizado a 10 mW/5 min

(ambiente humido e painel de madeira).

Todos os autores descritos concluiram que a inibicdo dos fungos pela acdo das microondas

se devia ao efeito da temperatura sobre estes organismos.
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5. Metodologia

Para proceder ao estudo da radiacdo microondas como técnica de prevencdo antifungica da
madeira, foi definida uma metodologia de atuagdo que implicou a utilizagdo de provetes de
madeira de Pinheiro Bravo (Pinus pinaster Aiton), espécie com maior expressdo no
territério nacional portugués e que tem uma grande utilizacao na indudstria dos moveis; e do
fungo da podridédo castanha Gloeophyllum trabeum, umas das principais ameagas as

construcdes em madeira.
O estudo desenvolvido seguiu varias etapas, nomeadamente:

I.  Avaliacdo dos perfis de temperatura no meio de cultura agar e em provetes de
madeira, quando sujeitos ao processo de irradiacdo com microondas, com a
finalidade de identificar as melhores condicGes experimentais, atendendo a

temperatura atingida no processo e ao estado fisico dos materiais ap0s a exposicao;

ii.  Avaliacdo do teor de humidade nos provetes de madeira ao longo do procedimento
experimental, com o intuito de identificar a variacdo da concentracdo de agua nas
amostras durante as varias etapas do processo, 0 que podera afetar as caracteristicas
do material e a acdo do fungo Gloeophyllum trabeum;

iii.  Andlise da viabilidade do fungo Gloeophyllum trabeum, ap6s exposicao a radiacao

microondas;

iv.  Avaliacdo da acdo do fungo Gloeophyllum trabeum em provetes de madeira nao

tratados e pré-tratados com radiacdo microondas.

Uma vez que no decurso do trabalho foram identificados ensaios em que se verificou o
crescimento de espécies contaminantes desconhecidas, foi ainda realizado um estudo de

despiste, na tentativa de identificar a proveniéncia da contaminacéo.

5.1.Avaliacéo do perfil de temperatura no meio de cultura agar

A avaliacdo do perfil de temperaturas realizou-se em meio de cultura agar a 5%, colocado
em placas de Petri de vidro de 9 mm de didmetro, depois de expostas a radiacdo microondas

durante diferentes intervalos de tempo. Com este estudo pretendeu definir-se as condic¢des
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experimentais poténcia/tempo de exposi¢cdo mais adequadas ao tratamento preventivo da

madeira e/ou a inativacdo do fungo Gloeophyllum trabeum. Na identificacdo destas

condi¢cdes foram assumidos o0s seguintes requisitos: (i) minima alteracdo do meio,

viabilizando a recuperacao do fungo e o seu posterior estudo; e (ii) uma temperatura igual

ou superior a 80°C (valor recomendado na literatura para a inativagdo do fungo em causa
(Schmidt, 2007a)).

Na irradiagdo do meio de cultura foi usado um microondas CASO MCGR30 CeramicChef

e para a analise do perfil de temperatura, apds o periodo de radiacdo, usou-se uma camara

termografica Fluke Ti450.

Para a realizacdo destes ensaios procedeu-se da seguinte forma:

A
B.

Preparou-se o meio de cultura agar extrato de malte 5%;

Colocou-se 0 meio agar em placas de Petri de vidro de 9 mm de diametro (1/3 da
placa);

Apds a solidificacdo do meio, as placas foram colocadas no centro do microondas,
individualmente, e irradiadas segundo as condi¢des descritas na Tabela 7;

No final do periodo de irradiacdo, abriu-se 0 microondas e procedeu-se a analise da
temperatura do meio com a cadmara termogréfica;

Efetuou-se o registo fotografico do aspeto do meio de cultura;

Para cada condicdo de ensaio efetuou-se apenas 1 teste.

Tabela 7 — Ensaios realizados na avaliacdo do perfil de temperatura no meio agar
Tempo exposicao

(min) 2 ‘ 3
Poténcia (W)
180 v v v v
270 v v v v v
360 v v v
450 v v
540 v
810 v
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5.2. Avaliacéo do perfil de temperatura nos provetes de madeira

O perfil de temperaturas nos provetes de madeira foi efetuado em amostras secas e molhadas,
sujeitas a radiacdo MO, de modo a verificar como variava a temperatura consoante o teor de
humidade.

Assumiu-se que os melhores resultados estariam associados aos provetes que atingissem
temperaturas médias mais elevadas, sem sofrerem alteracfes significativas a nivel fisico
(mudanca de cor e/ou aparecimento de fissuras). As condi¢cdes experimentais testadas
tiveram em conta os resultados obtidos nos testes com o meio nutritivo agar em placa de
Petri (Seccdo 5.1), tendo-se assumido um tempo de exposicdo total de 12 minutos irradiados
a 90w, 180W e 270W.

Na irradiacdo dos provetes de madeira foi usado um microondas CASO MCGR30
CeramicChef e para a analise do perfil de temperatura, apds o periodo de radiacdo, usou-se

uma camara termogréafica Fluke Ti450.

Nestes ensaios utilizaram-se provetes acondicionados de duas formas:
i.  Acondicionamento a temperatura e humidade ambiente, no laboratorio, durante um
intervalo de tempo nédo controlado, mas superior a 2 semanas;
ii.  Acondicionamento num gobelé com &gua da torneira a temperatura ambiente,

durante 2 horas.

Para a realizacdo destes ensaios, procedeu-se do seguinte modo:

i. Irradiou-se um provete de cada vez, nas condi¢des experimentais definidas;

ii. A cadaminuto, abriu-se o microondas e avaliou-se o perfil de temperatura do provete
com a camara termografica;

iii. Observou-se o aspeto dos provetes de madeira ap06s a irradiacéo;

iv. Repetiu-se este procedimento até que o periodo de tempo estipulado para o ensaio
terminasse;

v. No final dos ensaios, efetuou-se o registo fotografico do aspeto dos provetes de
madeira;

vi. Para cada condicédo de ensaio efetuou-se apenas 1 teste.
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5.3.Estudo da variagdo do teor de humidade nos provetes de madeira

A variacdo do teor de humidade nos provetes durante o procedimento experimental foi
avaliada através da pesagem em diferentes momentos do processo, tendo-se assumido que
as perdas/ganhos de massa se devem exclusivamente a perdas/ganhos de &gua na madeira.
Neste caso, as condic¢des de irradiacdo testadas foram 90W — 10 min e 180W — 3 min, sendo
que o procedimento experimental seguido esta esquematizado na Figura 23. Utilizaram-se 4

provetes na condi¢do 90W — 10 min e 5 provetes na 180W — 3 min.

As pesagens efetuadas (em balanca de precisao 0,01 g KERN, modelo ABJ 220-4M) tiveram
como objetivo determinar a variacdo de massa nos provetes em 4 condigdes experimentais,
nomeadamente apds a secagem em estufa, ap6s a irradiacdo com microondas, e apos
estabilizacdo a temperatura e humidade ambiente durante 4 dias, e mais tarde, depois de 7
dias. Uma vez que a secagem e a irradiacdo com MO promoveram uma elevagdo
significativa da temperatura nos provetes, estes foram estabilizados num exsicador durante

2 horas, antes de se proceder a pesagem.

Pesar os
provetes Estabilizar
acondicio Tem
nadosa T exsicador.
eH Pesar 0s Estabilizar T Acondicionar a
ambiente provetes no exsicador T e H durante 7
(my) (m,) e pesar (my) dias. Pesar (m;)
Secar Irradiar Acondicionar a
na no MO T e H ambiente
estufa a as durante 4 dias.
105°C poténci Pesar (m,)
(2 dias) as de
90W a
10 min
e20
min.

Figura 23 — Procedimento experimental usado no estudo da variagéo do teor de humidade nos
provetes de madeira

A avaliacdo do efeito de cada etapa na variacdo da massa dos provetes foi feita com base na
seguinte estimativa (Equacbes 2 a 7):

. m; —Mmy
Efeito da secagem (%) = —
1

100 Equacéo 2
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) , .~ mz —m;
Efeito da irradiagio (%) = — 100 Equagéo 3
2
, .. . my — Mg
Efeito do acondicionamento a T,H amb durante 4 dias (%) = B — * 100 Equacdo 4
3
. .. , ms — Mg
Efeito do acondicionamento a T, H amb durante 7 dias (%) = e * 100 Equacio 5
3
. L e s . my —Mmy
Efeito da secagem,radiagio e estabilizacio a 4 dias (%) = Ea— * 100 Equagéo 6
1
, .. e s ) Mms — My
Efeito da secagem, radiagio e estabilizacio a 7 dias (%) = Ea— * 100 Equagéo 7

1

5.4.Verificagdo da viabilidade do fungo Gloeophyllum trabeum

Os ensaios de viabilidade efetuados tiveram por finalidade identificar o efeito da radiacao
MO na eliminagdo do fungo Gloeophyllum trabeum. A avaliagdo da viabilidade teve por
base o método colorimétrico de brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT). Este procedimento foi selecionado pela sua simplicidade: o MTT é um corante
tetrazolio que reage com as desidrogenases das mitocondrias das células viaveis, sofrendo
uma reducdo. Esta reducdo forma um produto insoltvel e de cor diferente, que identifica
eficazmente as células vivas (Mahajan et al., 2012) (Dias et al., 1999). O procedimento

experimental seguido contemplou as seguintes etapas:

i. Cultivou-se o fungo Gloeophyllum trabeum em placas de Petri com meio agar extrato
de malte 5%, a 33°C, durante 7 dias;

ii. Submeteu-se o fungo presente nas placas de Petri & radiacdo microondas (ensaios em
duplicado), nas condigdes indicadas na Tabela 8. As condig¢des experimentais foram
selecionadas de modo a garantir uma temperatura igual ou superior a 80°C, indicada
como sendo letal para este fungo (Schmidt, 2007b). Com a utilizacdo de ciclos de

exposicao a radiacdo, pretendeu-se identificar uma possivel irradiacéo periodica que
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iv.

possibilitasse uma eliminagdo mais eficaz e permanente dos fungos. A autoclavagem
e a exposicdo a radiacdo ultravioleta, processos de esterilizacdo correntes em
laboratdrio, foram utilizadas como tratamento adicional em alguns casos, com o

objetivo de eliminar totalmente o fungo, simulando a condicdo de viabilidade 0%;

Retirou-se uma amostra de fungo de dimensdo 15 x 5 mm das placas de Petri

(expostas e ndo expostas a radia¢ao);

Aplicou-se 0 método colorimeétrico MTT.

Tabela 8 — Condicdes de exposicao do fungo Gloeophyllum trabeum a radiacdo microondas nos

ensaios de verificacdo da viabilidade

Poténcia

(W) Tempo (min) Tipo de Exposicao Tratamento adicional
20 3 Irradiacio Unica -
90 10 Irradiacio Unica -
20 10 Irradiagio Unica Autoclave a 121°C, 20 min
S Autoclave a 121°C, 20 min
90 10 Irradiacdo Unica + Radiacdo UV, 4 horas
90 20 Irradiagio Unica -
90 3+7+410 Ciclo de exposicéo, com um m}ervalo i
de 1 hora entre cada irradiacao
90 10+ 10 + 10 + 10 Ciclo de exposicéo, comum |r1tervalo i
de 1 hora entre cada irradiagdo
180 3 Irradiacio Unica -

A aplicacdo do método colorimétrico MTT seguiu 0s seguintes passos:

Vi.

Vil.

Coloca-se a amostra de fungo (exposta ou ndo exposta a radiacdo) num tubo
esterilizado;
Adicionou-se 1000 pL de MTT ao tubo (0,5 mg/mL);

iii. Incubou-se durante 16 horas a 22°C;

. Centrifugou-se a mistura (1500 rpm x 5 min) e removeu-se 0 meio liquido;

Adicionou-se 500 pL de 1-propanol a fracdo solida e agitou-se em vortex para
permitir a lise das células;
Retirou-se 100 pL do sobrenadante e filtrou-se;

Mediu-se a absorvancia a 560 nm num espectrofotémetro UV-VIS Cary 50;
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viii. Realizou-se a medicdo de um branco com propanol, de modo a eliminar a sua
influéncia da analise;

ix. Determinou-se a viabilidade do fungo de acordo com a Equacao 8.

(Absamostra—AbSpranco) x 100
(Abscontrolo— AbSpranco)

% células viaveis = Equagéo 8

Em que:

Absamostra, € @ absorvancia da amostra de fungo exposto a radiacéo,
Abscontrolo, € @ absorvancia da amostra de fungo ndo exposto a radiagéo,

Absbranco, € a absorvancia do propanol.

O método colorimétrico foi adaptado para o presente estudo e baseado no estudo de
(Freimoser et al., 1999). Os resultados da aplicacdo do método apresentaram coeficientes de
variacdo (CV) entre 16 e 13%.

5.5.Estudo preliminar da acdo do fungo Gloeophyllum trabeum em

provetes de madeira (12 fase)

O estudo da acdo do fungo Gloeophyllum trabeum em provetes de madeira considerou
amostras tratadas e nédo tratadas com microondas. As condigdes de poténcia/intervalo de
tempo testadas no pré-tratamento dos provetes foram selecionadas de acordo com o0s
resultados obtidos nos ensaios de avaliacdo do perfil de temperatura. A escolha dessa
condicdo baseou-se no estado dos provetes apos a irradiacdo por microondas, tendo sido
evitada a utilizacdo de poténcias elevadas, que carbonizam o material; e na temperatura

atingida a sua superficie (pelo menos 80°C, para garantir a eliminacdo do fungo).

As condicBes de crescimento usadas foram as consideradas Otimas para o fungo
Gloeophyllum trabeum, nomeadamente inoculagdo em meio agar extrato de malte a 5% e
incubacdo a 33°C (Schmidt, 2007b), tendo-se verificado um desenvolvimento efetivo do

fungo apds 7 dias.

Os provetes usados no estudo encontravam-se a temperatura e humidade ambiente, sendo
que ndo sofreram qualquer tipo de acdo antes de serem sujeitos ao procedimento

experimental.
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Foi seguida a seguinte ordem de etapas:

Vi.

Vii.

Incubou-se o fungo Gloeophyllum trabeum em frascos de vidro contendo agar
extrato de malte a 5% (cerca de 1/3 do frasco), durante 7 dias a 33°C;
Mantiveram-se 0s provetes de madeira a temperatura e humidade ambiente, no
laboratdrio, durante um intervalo de tempo ndo controlado, mas superior a 2
semanas;

Irradiaram-se os provetes no microondas a poténcia de 90 W durante 10 minutos ou
180 W durante 3 minutos; e deixaram-se estabilizar a temperatura e humidade

ambiente durante 2 dias;

. Ensaios em branco: colocaram-se os provetes, ndo tratados (ndo expostos a radiagéo)

e tratados nas condic¢des poténcia/tempo selecionadas, em frascos contendo agar
extrato de malte a 5% (cerca de 1/3 do frasco), na auséncia de fungo, e procedeu-se
a incubacdo a 33°C. Estes ensaios sdo usados como referéncia, tendo sido
formulados com o objetivo de permitir identificar eventuais alteracdes decorrentes
da colocacgdo dos provetes no meio de cultura e identificar diferencas associadas a
exposicdo dos provetes (tratados e néo tratados em condigdes idénticas) ao fungo
Gloeophyllum trabeum;

Ensaios de controlo: colocaram-se os provetes ndo tratados em frascos contendo
agar extrato de malte a 5% (cerca de 1/3 do frasco), na presenca do fungo
Gloeophyllum trabeum, e procedeu-se & incubagdo a 33°C. Os ensaios de controlo
serviram para observar 0 modo de crescimento do fungo em provetes nédo tratados,
permitindo através da comparacdo com o observado nos ensaios de crescimento em
provetes pré-tratados, verificar o eventual efeito preventivo da radiacéo;

Ensaios de crescimento: colocaram-se os provetes irradiados nos frascos de vidro,
em contacto com o fungo, e procedeu-se a incubacao a 33°C;

Observaram-se as amostras em intervalos de tempo de 15 dias, durante 2 meses, para

identificar eventuais alteracdes no provete, no meio de crescimento e no fungo.

Os ensaios realizados encontram-se resumidos na Tabela 9. No caso dos ensaios em branco,

foi efetuado apenas 1 ensaio por condicéo; nos ensaios de controlo fizeram-se duplicados; e

nos ensaios de crescimento do fungo Gloeophyllum trabeum em provetes irradiados fizeram-

se 8 repeticoes.
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Tabela 9 — CondigOes experimentais testadas em provetes de madeira (ensaios preliminares — 12
fase)

Ensaios realizados Condicdes experimentais

Provete ndo exposto a radiacédo
(colocado em agar extrato de malte a 5%, na auséncia de fungo)

Provete exposto a 90W, 10 min

St (colocado em agar extrato de malte a 5%, na auséncia de fungo
Provete exposto a 180W, 3 min
(colocado em agar extrato de malte a 5%, na auséncia de fungo
Provete ndo exposto a radiaca
Gl ovete ndo exposto a radiacdo

(colocado em agar extrato de malte a 5%, na presenca de fungo)

Provete exposto a 90W, 10 min
(colocado em agar extrato de malte a 5%, na presenca de fungo)

Ensaios de Crescimento -
Provete exposto a 180W, 3 min

(colocado em agar extrato de malte a 5%, na presenca de fungo)

No fim dos ensaios, 0s provetes usados nos ensaios de controlo e nos Ensaios de crescimento
foram retirados dos frascos e incubados a 33°C, em placas de Petri com meio agar extrato de
malte a 5%, sem a presenca do fungo inicial. Com este procedimento pretendeu-se verificar
se 0 fungo Gloeophyllum trabeum presente nos ensaios em frasco se tinha alojado nos
provetes durante o periodo de incubacdo e se se desenvolveria se colocado em condicGes
6timas de crescimento; ou se o0 pré-tratamento com radiacdo MO tinha surtido efeito e ndo
permitiria o crescimento do fungo. As primeiras placas de Petri foram observadas apés 15

dias.

5.6. Estudo preliminar da a¢do do fungo Gloeophyllum trabeum em

provetes de madeira (22 fase)

Uma vez que no decorrer dos ensaios preliminares em provetes de madeira (Secgdes 5.5. e
6.5) foi detetada a presenca de contaminagdo microbiana, foi realizado um estudo
complementar, com o objetivo de identificar a sua origem. Os ensaios realizados incidiram
sobre os provetes de madeira, a contaminagdo observada e o processo de esterilizagéo

aplicado na preparagdo do meio agar.

I. Provetes de madeira

De modo a verificar a incidéncia e, se possivel, a origem da contaminagdo observada nos

ensaios preliminares, desenvolveu-se um estudo complementar, utilizando provetes
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provenientes dos Ensaios de crescimento e provetes originais. Os ensaios realizados

encontram-se resumidos na Tabela 10.

Tabela 10 — CondicGes experimentais testadas em provetes de madeira

Agar extrato de malte a 5%

Comprovar a ndo contaminacao do
meio de cultura

Provetes provenientes dos
Ensaios de crescimento *

Provete exposto a 90W, 10 min

Provete exposto a 180W, 3 min

Verificar o efeito de um tratamento
de irradiacdo com MO no
desenvolvimento da contaminacgéo
microbiana

Provetes originais

Provete néo tratado

Provete exposto a 90W, 10 min

Provete exposto a 180W, 3 min

Provete ndo tratado e himido

Provete esterilizado em autoclave

Provete esterilizado em autoclave e
seco

Observar o eventual aparecimento
de contaminagdes e identificar a sua
origem (processos de irradiacéo,
esterilizagdo e/ou secagem)

* Condicdo prévia: provetes expostos a radiacdo MO e colocados em agar extrato de malte a 5%, na presenca de
fungo; retirados do frasco e colocados em agar extrato de malte a 5%, na auséncia de fungo (incubacéo a 33°C)

O procedimento experimental aplicado seguiu as seguintes etapas:

i. Preparou-se 0 meio de cultura agar extrato de malte a 5% e esterilizou-se em

autoclave (121°C durante 15 minutos a pressao de 1 atm);

ii. Colocou-se o meio agar em placas de Petri, enchendo cerca de 1/3 das placas, e

deixou-se solidificar;

iii. Ensaio em Branco: incubacdo do meio de cultura agar extrato de malte a 5% a 33°C;

iv. Provetes provenientes dos Ensaios de crescimento:

e Selecionaram-se aleatoriamente 4 provetes, do grupo de 8 amostras que

integraram 0s Ensaios de crescimento, escolhendo 2 para cada uma das

condigOes poténcia/tempo previamente testadas;

¢ Irradiaram-se 0s provetes no microondas a poténcia de 90 W durante 10 minutos

(2 amostras) ou 180 W durante 3 minutos (2 amostras) (usando, em cada provete,

as mesmas condicOes a que foram sujeitos na 12 fase do estudo - sec¢do 5.5); e

deixaram-se estabilizar a temperatura e humidade ambiente durante 2 horas;

e Colocaram-se os provetes irradiados em placas de Petri com meio agar extrato

de malte a 5%, na auséncia de fungo, e procedeu-se a incubacédo a 33°C;

V. Provetes originais:
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e Usaram-se provetes de madeira acondicionados a temperatura e humidade
ambiente, no laboratério, durante um intervalo de tempo nao controlado, mas

superior a 2 semanas (provetes ndo tratados)

e Os provetes ndo tratados foram processados de acordo com o objetivo
pretendido:

Provete ndo tratado e humido (3 ensaios): colocaram-se 0s provetes dentro de

copos com agua durante 2 dias; decorrido este periodo, 0s provetes foram
retirados dos copos e 0 excesso de agua presente na sua superficie foi
removido.

Provetes irradiados (1 provete por condicdo poténcia/tempo testada):

irradiaram-se 0s provetes no microondas a poténcia de 90 W durante 10
minutos ou 180 W durante 3 minutos; e deixaram-se estabilizar a temperatura
e humidade ambiente, durante cerca de 2 a 3 horas;

Provete esterilizado (3 ensaios): esterilizaram-se 0s provetes em autoclave

(121°C e 1 atm, durante 15 minutos) e deixaram-se estabilizar no exsicador
durante cerca de 1a 2 horas.

Provete esterilizado e seco (3 ensaios): esterilizaram-se 0s provetes em

autoclave (121°C e 1 atm, durante 15 minutos), procedeu-se a secagem em
estufa (105°C durante 2 dias) e deixou-se estabilizar no exsicador durante 2 a
3 horas.

e Colocaram-se 0s provetes, ndo tratados (apenas sujeitos ao acondicionamento
no laboratério, 4 ensaios), ndo tratados e humidos, tratados nas condi¢des
poténcia/tempo selecionadas (90 W durante 10 minutos e 180 W durante 3
minutos), esterilizados e esterilizados e secos, em placas de Petri com meio
agar extrato de malte a 5%, na auséncia de fungo, e procedeu-se a incubacao
a 33°C;

vi. Os provetes foram monitorizados diariamente (exceto ao fim de semana), tendo sido
retirados da estufa, fotografados e colocados novamente a incubar, durante um

periodo de 6 dias (Ensaios de crescimento) e 15 dias (provetes originais).

Il. Contaminacé@o microbiana

Procedeu-se a repicagem da contaminagdo microbiana observada em alguns dos frascos

monitorizados no ambito dos Ensaios de crescimento, de modo a promover 0 Seu
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cresci

mento e eventualmente a sua identificagdo. O procedimento experimental cumpriu as

seguintes etapas:

Retirou-se uma amostra da contaminag@o microbiana observada no Ensaio em Branco
e no Ensaio de Controlo (90W — 10min, sem fungo), com um bisturi e uma pinga,

inoculou-se em meio agar extrato de malte a 5% e incubou-se a 33°C.

. Apobs 1 semana retirou-se a placa da estufa e observou-se.

Procedeu-se a identificacdo de algumas das espécies, através da consulta de artigos e
bases de dados com referéncia as contaminacgdes mais comuns da madeira ((American
Society for Microbiology, n.d.), (Hussain, 2015), (Jariwala, 2018), (Tan et al. 2013),
(L. Carvalho, 2013)).

I. Processo de esterilizacdo do meio de cultura

Com o objetivo de verificar a eficacia do processo de esterilizacdo utilizado na preparacdo

do meio de cultura agar, seguiu-se o seguinte procedimento:

Preparou-se 0 meio de cultura agar extrato de malte a 5% e esterilizou-se em
autoclave a 121°C, durante 15 minutos, a pressdo de 1 atmosfera (procedimento

padrdo de esterilizagdo em microbiologia);

. Colocou-se 0 meio agar em placas de Petri (encheu-se 1/3 da placa);

iii. Ensaio de Controlo: Apo6s a solidificacdo do meio, procedeu-se a incubacdo das

placas a 33°C (2 Ensaios);

iv. Ensaio de Verificacdo: Apos a solidificacdo do meio, aplicou-se novo procedimento

de esterilizagdo e, ap6s arrefecimento das placas, procedeu-se a incubacdo a 33°C (2

Ensaios);

Apos 5 dias, retiraram-se as placas da incubacdo e observou-se o resultado. Foi

efetuado registo fotografico dos resultados obtidos.
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5.7.Monitorizacao da exposicao prolongada de provetes de madeira ao

fungo Gloeophyllum trabeum

Os ensaios associados & monitorizacdo da exposicéo prolongada de provetes de madeira ao
fungo Gloeophyllum trabeum foram realizados, tendo em consideracdo 0s aspetos
verificados como essenciais no ambito do estudo preliminar. Assim, a sua formulacgéo teve
em consideracao a poténcia da radiacdo microondas e o0 tempo de exposicao dos provetes a
irradiacdo que determinam a temperatura minima necesséria a eliminacgdo do fungo, sem
causar a degradacéo dos provetes; a variacdo do teor de humidade dos provetes, a diminuicéo
da viabilidade do fungo apds o tratamento, assim como as contaminagdes que foram

registadas e suas possiveis fontes.

Como tal, optou-se por aplicar uma dose de radiacdo microondas Unica, nas condi¢des
90 W — 20 min, em cada tratamento, devido a necessidade de limitar a ocorréncia de
contaminagfes durante o processo. Foi também a condicdo que, no estudo da variagdo do
teor de humidade nos provetes de madeira, conduziu a uma menor alteracdo do estado do

material.
Nesta etapa do trabalho, foi seguido o seguinte procedimento:

i. Cultivou-se o fungo Gloeophyllum trabeum em frascos de vidro contendo agar
extrato de malte a 5% (cerca de 1/3 do frasco), a 33°C, durante 7 dias;

ii. Secaram-se os provetes de madeira em estufa durante 2 dias a 105°C;

iii. Pesaram-se 0s provetes, depois de estabilizados a temperatura ambiente em
exsicador;

iv. Efetuaram-se os seguintes ensaios:

e Ensaio em Branco (Fungo): os frascos de vidro contendo agar extrato de malte a

5% (cerca de 1/3 do frasco) e o fungo Gloeophyllum trabeum foram mantidos em
incubacdo a 33°C, sem contacto com o0s provetes de madeira (realizado em
triplicado);

e Ensaios em Branco (Provetes): colocaram-se 0s provetes ndo tratados (néo

expostos a radiacdo) e tratados na condi¢do poténcia/tempo selecionada (90 W
durante 20 min) em frascos contendo agar extrato de malte a 5% (cerca de 1/3 do
frasco), na auséncia do fungo, e incubaram-se na estufa a 33°C (foram realizados

2 ensaios para cada condi¢éo);
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e Ensaios de controlo: colocaram-se os provetes ndo tratados em frascos contendo

agar extrato de malte a 5% (cerca de 1/3 do frasco), na presenca do fungo, e
incubaram-se na estufa a 33°C (realizado em duplicado);

e Ensaios de crescimento (tratamento dos provetes com irradiacdo Unica):

irradiaram-se os provetes de madeira a 90 W durante 20 min e deixaram-se a
estabilizar no exsicador. Colocaram-se os provetes tratados em frascos contendo
agar extrato de malte a 5% (cerca de 1/3 do frasco), na presenca do fungo
Gloeophyllum trabeum, e incubaram-se na estufa a 33°C;

e Ensaios de crescimento (tratamento dos provetes com irradiacdo periddica):

irradiaram-se os provetes de madeira a 90 W durante 20 min e deixaram-se a
estabilizar no exsicador. Colocaram-se 0s provetes tratados em frascos contendo
agar extrato de malte a 5% (cerca de 1/3 do frasco), na presenca do fungo
Gloeophyllum trabeum, e incubaram-se na estufa a 33°C. Mensalmente,
retiraram-se 0s provetes dos frascos e irradiaram-se a 90 W durante 20 min,
deixando-os estabilizar a temperatura no exsicador, antes de voltar a colocar no
frasco e a incubar na estufa a 33°C.

v. Observaram-se 0s ensaios ao longo do tempo, num periodo total de 8 semanas, e

registaram-se as alteragdes.

vi. No final, os provetes foram secos em estufa durante 2 dias, a 105°C, e pesados, depois
de estabilizados a temperatura ambiente em exsicador, para avaliar eventuais perdas
de massa no material, devido a acdo degradadora do fungo Gloeophyllum trabeum.
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6. Resultados e discussao

6.1.Avaliacéo do perfil de temperatura do meio de cultura agar

Este estudo permitiu verificar o estado fisico do meio agar ap0s exposi¢cdo a radiacao

microondas, assim como identificar as temperaturas atingidas no final do processo. A Tabela

11 agrega os valores de temperatura registados e a Figura 24 mostra o perfil de distribuicdo

da temperatura na placa de Petri.

Tabela 11 — Valores de temperatura do meio agar
Tempo de

guando exposto a radiacdo microondas

exposicio Poténcia T r’nfélx T m|n T média

: (W) superficie (C°) | superficie (C°) (C9
1,5 810 103,0 58,5 87,6 44,5
270 83,0 63,4 72,4 19,6
5 540 88,3 70,4 77,7 17,9
360 84,2 61,3 73,9 22,9
450 90,2 70,2 82,3 20,0
3 450 130,7 78,5 104,9 52,2
360 99,3 64,1 79,7 35,2
4 270 102,3 54,3 89,6 48,0
360 114,0 49,0 100,1 65,0
6 180 80,1 50,7 68,7 29,4
90 75,2 55,4 67,0 19,8
7 180 100,8 66,9 84,6 33,9
270 120,9 68,2 99,7 52,7
90 81,9 51,3 74,0 30,6
10 180 107,7 56,1 90,3 51,6
270 118,1 34,6 100,9 83,5
90 75,7 46,3 64,1 29,4
12 180 93,5 55,6 82,9 37,9
270 126,7 79,9 104,7 46,8

Como se pode verificar a partir da Figura 24, o aquecimento do agar ndo foi uniforme,

verificando-se, em alguns casos, variagOes significativas de temperatura na mesma amostra.

Estas variages aconteceram principalmente nas placas sujeitas a poténcias mais elevadas e,

tendo por base a mesma poténcia, nas amostras sujeitas a um tempo de exposi¢ao superior.

Assim sendo, considera-se que a temperatura media € a que representa melhor o aquecimento

da placa. De notar que é possivel atingir temperaturas diferentes com a mesma poténcia,

assim como temperaturas semelhantes com poténcias diferentes, variando apenas o tempo a
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que as placas estdo sujeitas a radiacdo microondas. De uma forma geral, 0s ensaios
cumpriram com a premissa de atingir temperaturas acima de 80°C, exceto nos seguintes
casos: 540 W — 2 minutos (Tmedia = 77,7C°); 360 W — 2 minutos (Tmedia = 73,2C°); 270 W —
2 minutos (Tmedia = 72,4C°); 180 W - 6 minutos (Tmedia = 68,7C°); 90 W — 12 minutos (Tmedia
=64,1C°); 90 W — 10 minutos (Tmedia = 74,0C°) e 90 W — 7 minutos (Tmedia = 67,0C°) (Tabela
11).

90w

180W

270W

Poténcia

Tempo

2 min 4 min 6 min 7 min 10 min

12 min

Figura 24 — Perfil de temperatura do meio agar apds exposic¢do a radiacdo microondas

A par do registo da temperatura, foi efetuado um registo fotogréafico da aparéncia do agar
depois da exposicdo a radiacdo. O aspeto final do agar variou em fun¢édo da poténcia e tempo
de exposicao (Figura 24). Nas poténcias e tempos de exposi¢do mais elevados, o agar sofre
alteracOes, passando de uma substancia gelatinosa para uma substancia caramelizada e

quebradiga.

De acordo com a informagdo presente nas Figura 24 e Figura 25, o agar torna-se quebradico
quando as temperaturas sdo muito préximas dos 100°C.

53




Estudo das microondas como processo de controlo antifingico na madeira

90w
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2 min
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Figura 25 — Aspeto das amostras de meio nutritivo agar apds exposi¢do a radiacdo microondas

6.2.Avaliacao do perfil de temperatura nos provetes de madeira

A Figura 26 mostra a variacdo da temperatura média nos provetes ao longo do tempo de

exposicao a radiagdo microondas.

0w

180w

m&é&é

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 O 1

Tempo (min)

P

3

4 5 6 7

Tempo (min)

8

9

0 11 12 13 0

270W

J

1

2 3 4

5

6 7

Tempo (min)

Figura 26 — Variacdo da temperatura média nos provetes de madeira durante o periodo de
exposicao a radiacdo microondas (a laranja os provetes secos, a azul os molhados e a vermelho a
linha de temperatura a 80°C, valor minimo para eliminar o fungo Gloeophyllum trabeum)

8 9 0 11 12 13

Observando a figura supra, constata-se que a temperatura média atingida nos provetes

molhados foi mais elevada do que a observada nos secos, quando as amostras foram

irradiadas a 90W, mas quando os provetes foram irradiados a poténcia de 180W e 270W,

foram as amostras secas que apresentaram valores superiores de temperatura. Esta diferenca

pode estar relacionada com a evaporacdo da agua presente nos provetes humidos, que
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quando ocorre de forma significativa pode ser responsdvel por uma diminui¢do da

temperatura.

Na verdade, espera-se que nos provetes secos a radiagdo microondas aplicada gere calor, que
se acumula no material, conduzindo a um aumento de temperatura. Este aumento sera tanto
maior quanto mais elevada for a poténcia da radiacdo aplicada, como demonstram 0s
resultados obtidos (Figura 26). Quando os provetes estdo himidos, parte da energia térmica
gerada seré gasta na evaporagdo da dgua presente nos provetes, justificando o decréscimo de
temperatura. Esta situacéo verifica-se nos provetes molhados irradiados a 180W e 270W,
nos quais a elevacdo da temperatura foi superior. No entanto, como nos provetes irradiados
a 90W a temperatura média atingida é inferior a 100°C, a perda de agua por evaporagao foi
menos significativa do que nas poténcias mais elevadas, ndo se verificando o decréscimo
esperado. Assume-se que se o tempo de exposicdo fosse mais prolongado, os provetes

molhados e 0s secos acabariam por atingir a mesma temperatura.

Além disso, no caso dos provetes irradiados a 90W, o aquecimento das amostras humidas
pode ter sido mais rapido do que 0 que ocorreu nas secas, justificando a temperatura mais

elevada no mesmo intervalo de tempo.

Verifica-se ainda que a temperatura tende a aumentar a medida que aumenta o tempo de
exposicdo e que, aproximadamente de 5 em 5 minutos, a temperatura sofre uma diminuicao.
O facto de o provete ser retirado do equipamento de minuto a minuto para registo do perfil
térmico ndo atenua este aspeto. Tendo isto em consideracao, a oscilagdo podera dever-se ao
funcionamento do equipamento eletromagnético que comp@e o microondas, podendo haver
um intervalo de tempo onde deixa de existir por parte deste a libertacdo de radiacdo. Esta
situacdo ndo tera ocorrido no estudo de Gorny et al (2008), pois em vez de um microondas
comercial, os autores utilizaram um gerador de microondas dedicado ao efeito. A
temperatura mais alta foi atingida aos minutos 9 e 10, tanto nos provetes secos como nos

molhados.

De um modo geral, no decurso do periodo de exposicao testado, as poténcias mais elevadas
(180W e 270W) garantem temperaturas superiores a 80°C nos provetes secos, considerada
como valor minimo capaz de promover a eliminacdo do fungo Gloeophyllum trabeum
(excetua-se a condi¢do 180W, minuto 1). No caso dos provetes molhados, apenas a poténcia
de 270W parece ser eficaz. Nos ensaios a 90W, os provetes apenas ultrapassam os 80°C aos

minutos 9 e 10, quando as amostras se encontram molhadas.
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Uma vez que ndo foi efetuada a pesagem dos provetes durante o procedimento, ndo é
possivel avaliar a perda de humidade que podera ter ocorrido na madeira na sequéncia da

elevacdo da temperatura e que serviria de suporte a esta na analise.

Apesar dos provetes apresentarem uma superficie mais pequena do que as placas de Petri, 0
perfil de distribuicdo de temperatura é também pouco uniforme. As Figura 27 e Figura 28
mostram os resultados obtidos nos provetes sujeitos a 180W e 270W (amostra seca) nos
tempos estudados, 2 a 12 minutos. O mesmo tipo de comportamento foi observado nos

provetes sujeitos a 90W.

2 minutos 4 minutos 6 minutos

8 minutos 10 minutos 12 minutos

Figura 27 — Perfil de temperatura do provete sujeito a 180W (amostra seca) nos tempos estudados,
entre 2 e 12 min
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2 minutos 4 minutos 6 minutos

8 minutos 10 minutos 12 minutos

Figura 28 — Perfil de temperatura do provete sujeito a 270W (amostra seca) nos tempos estudados,
entre 2 e 12 min

Note-se ainda que o provete que foi sujeito a poténcia de 270W sofreu alteracbes de cor
(Figura 29), apresentando-se ligeiramente carbonizado ao fim de 4 minutos de exposicéo, e
que decorridos 7 minutos estas alteragcdes aumentaram, observando-se ainda a libertagcdo de
fumo ao minuto 9, tanto no caso das amostras molhadas como das secas. Nas amostras

irradiadas a 90W e 180W ndo se identificaram alteracfes do aspeto dos provetes.

Figura 29 — Aspeto dos provetes antes e apés irradiacdo (a seco). a) 180W, antes da irradiacao;
b) 180W, depois da irradiacdo; c) 270W, antes da irradia¢do; d) 270W, depois da irradiacao.
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6.3.Estudo da variacgao do teor de humidade nos provetes de madeira

A variacdo do teor de humidade nos provetes de madeira foi avaliada, assumindo que as
perdas/ganhos de massa que ocorreram durante o processo se devem exclusivamente a

perdas/ganhos de agua na madeira. Os resultados obtidos s&o apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Variacdo da massa dos provetes de madeira ao longo do procedimento experimental

Efeito da Efeito da
. . Efeito do Efeito do secagem, secagem,
Amostra Egﬁ:oe?:‘ irE::giZd;o acondiciona- acondiciona- irradiacdo e irradiacéo e
g ¢ mento (4 dias) | mento (7dias) | acondiciona- acondiciona-
mento (4 dias) | mento (7 dias)
-8,12% 2,50% 4,46% 4,60% -1,62% -1,49%
Provetes -7,96% 2,12% 4,78% 4,88% -1,52% -1,42%
t
expostos a
QOV\F/) 10 min -8,74% 1,69% 6,00% 6,14% -1,64% -1,50%
-8,26% 1,95% 5,10% 5,23% -1,71% -1,58%
o 0,
Média e CV = 2(’)020/3/01 5,08% + 0,57% 5,21% + 0,58% -1,62% +0,07% | -1,50% = 0,06%
-7,24% 1,42% 4,66% 4,78% -1,54% -1,42%
S -6,82% 0,74% 5,16% 5,28% -1,29% -1,18%
expostos a -7,12% 0,44% 5,59% 5,72% -1,49% -1,37%
90W, 20 min -7,10% 0,30% 5,76% 5,87% -1,46% -1,35%
-7,11% 0,56% 5,40% 5,50% -1,54% -1,45%
" -7,61% + 0
Média e CV (7)'2;0//;’*— ey | 531%038% | 543%+038% | -147%%009% | -1,36%0,09%

* Calculado com base nos valores obtidos em todos os ensaios realizados (amostras 90W, 10 min e 90W, 20min),
uma vez que as condicBes experimentais de secagem foram iguais.

Através da analise dos resultados da Tabela 12, verifica-se que a etapa da secagem a 105°C
é responsavel pela maior perda de massa nos provetes (em média 7,61% da sua massa
inicial). No entanto, atendendo ao valor do coeficiente de variacdo (CV=0,63%), esta perda
ndo acontece com a mesma extensao em todos os provetes. Considerando que a retoma de
agua nos provetes durante a estabilizacdo a temperatura e humidade ambiente (4 ou 7 dias)
também ocorreu com variacdes significativas, é provavel que o teor de humidade inicial nos
provetes fosse diferente, justificando as diferencas identificadas na perda de agua durante o
processo. Na verdade, espera-se que a perda de agua livre durante o processo de secagem a

105°C ocorra @ mesma velocidade em amostras do mesmo material.

A irradiacdo dos provetes apds secagem conduziu a um aumento de massa, indicando que
durante esta etapa 0 material adsorve 4gua. Uma vez que a elevacao de temperatura durante

a exposicdo a radiacdo microondas é inferior a utilizada durante a secagem (80°C versus
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105°C), parece evidente que a retoma de dgua pode ocorrer durante o processo. Note-se que
0s provetes radiados a 90W durante 10 minutos adsorveram mais humidade do que expostos
durante 20 minutos, provavelmente porque a temperatura atingida na exposicdo mais
prolongada é mais elevada e faz-se sentir durante mais tempo, reduzindo a taxa de adsorcao

de agua.

O acondicionamento durante 4 e 7 dias evidenciou um aumento significativo de massa nas
amostras, associado a retoma de agua ao material. No geral, a extensdo da retoma é
equivalente em todos os provetes e mostra que a estabilizacdo por um periodo superior a 4

dias ndo conduz a retencdo de uma maior quantidade de &gua.

A avaliacdo conjunta das etapas de secagem, irradiacdo e acondicionamento (4 ou 7 dias)
permite fazer um balanco final do efeito de todo o procedimento, verificando-se que depois
do acondicionamento as amostras apresentam um menor teor de agua. De acordo com o
relatado anteriormente, a perda de agua resulta da remocao inicial de agua na secagem a
105°C; e as etapas de irradiacdo e acondicionamento promovem a retoma de &gua. Esta
ultima decorre de modo mais lento do que a perda, pelo que, ao fim de 7 dias, 0s provetes

de madeira ndo atingiram ainda o teor de agua inicial.

6.4.Verificacdo da viabilidade do fungo Gloeophyllum trabeum

A viabilidade do fungo Gloeophyllum trabeum foi verificada apos a irradiacdo com MO,
tendo-se procedido a exposicdo em dose Unica e em doses multiplas. As Tabela 13 e Tabela

14 apresentam os resultados obtidos.

No que concerne a exposicdo em dose Unica, 0s resultados apresentados na Tabela 13
indicam que 0s ensaios que garantem uma menor viabilidade do fungo estdo associados a
exposi¢do a uma poténcia de 90W durante um periodo de 10 min e 20 min. Nestas condi¢des,
a viabilidade do fungo apos a exposi¢do variou entre 16% (90W, 10 min) e 28% (90W, 20

min).

A irradiacédo do fungo durante 3 min ndo parece ser suficiente para dar resposta ao objetivo
do presente trabalho, ou seja, atuar como tratamento preventivo/curativo da madeira sob
acao do fungo Gloeophyllum trabeum. A exposicdo a 90W garantiu uma viabilidade média
de 60% e a 180W conduziu a uma dispersdo nos resultados entre 8% e 39%. Provavelmente,

0 reduzido tempo de irradiagdo ndo permitiu a exposi¢do do fungo a temperaturas elevadas
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durante o periodo necessario a uma maior extenséo de danos e, idealmente, a sua eliminagao.
No caso da exposicdo a 180W, é possivel que o tempo de irradiacdo tenha ainda
condicionado a distribuicdo uniforme da temperatura mais elevada na superficie da placa de
Petri, justificando a variacdo dos resultados obtidos.

Tabela 13 — Viabilidade do fungo Gloeophyllum trabeum quando exposto a uma dose Unica de
radiacdo microondas

T . . .
A empo 3 min 10 min 20 min
Poténcia

66% | 53% | 16% | 24% | 28% | 15%

90W
65% | 56% | 21% | 20% | 17% | 22%
24% | 32% - -
39% | 23% - -
180W

13% 8% - -
11% | 12% - -

A Tabela 14 apresenta os resultados dos ensaios de viabilidade do fungo Gloeophyllum

trabeum quando exposto a doses mdltiplas de radiacéo.

Tabela 14 — Viabilidade do fungo Gloeophyllum trabeum quando exposto a doses multiplas de
radiacdo microondas

Tempo . . .
N 3 min +7 min +10 min - -
Poténcia

66% | 53% | 33% | 50% 6% 22% - -
65% | 56% | 47% | 18% | 13% 7% - -

W . 10 min + 10 min + 10 min + 10 min
Poténcia

- 32% | 34% | 22% | 33% 35% | 38% | 26% | 30%
- 19% | 14% | 30% | 23% 3% 8% 14% | 39%

90w

90W

Atendendo aos resultados, a exposicdo do fungo ao ciclo de radiacdo MO 3+7+10 min (90W)
permite um decréscimo na sua viabilidade ao longo do tratamento, conduzindo a valores
finais entre 6 e 22%. Aparentemente, o ciclo 4x10min (90W) néo acrescenta vantagens, ja
que, apos as 4 exposicdes (40 min de tempo total de irradiacdo), a viabilidade média do
fungo é superior a obtida com o ciclo 3+7+10 min (90W), correspondente a um tempo total

de irradiacdo de 20 min (27% versus 12%, respetivamente).

De qualquer modo, os resultados obtidos apo6s exposic¢éo do fungo a radiagdo MO ndo séo

conclusivos relativamente a opcao de usar uma irradiacdo Unica ou ciclos de radiacdo. Na

60



Estudo das microondas como processo de controlo antifungico na madeira

verdade, a exposic¢do do fungo num ciclo 3+7min (90W) permitiu uma menor reducdo da
viabilidade do fungo do que a exposi¢do Unica durante 10 min (valores médios de 37%
versus 25%, respetivamente); e as exposi¢des em ciclo 3+7+10 min (90W), 2x10min e
exposicdo unica 20 min indicam uma maior eficiéncia para o ciclo 3+7+10 min (90W) e
menor para o ciclo 2x10min (valores médios de 12% versus 27% versus 20%,
respetivamente). A discrepancia de resultados pode ser justificada pelo modo de
funcionamento do MO. Durante a execucao dos ensaios houve a percecao de que 0 processo
de irradiacdo ndo acontecia sempre de forma continua, podendo afetar a exposicao das
amostras a radiacdo. Identificou-se a alteracdo da sonoridade do funcionamento do MO em
determinados momentos e verificou-se um decréscimo da temperatura nos provetes

irradiados, a cada 5 minutos de exposicéo (Figura 26).

Os resultados dos ensaios que incluiram a autoclavagem e a exposicdo a radiacao
ultravioleta, com o objetivo de eliminar totalmente o fungo Gloeophyllum trabeum por

esterilizacdo, simulando a condicao de viabilidade 0%, estdo presentes na Tabela 15.

Tabela 15 — Viabilidade do fungo Gloeophyllum trabeum ap6s esterilizacéo

Poténcia Tempo Tratamento adicional Viabilidade

48% 7%

90 W 10 min Autoclave a 121°C, 20 min
11% 6%

18% 23%

Autoclave a 121°C, 20 min +
radiacdo UV, 4 horas 16% 17%

90 W 10 min

Como se pode verificar e ao contrario do que se esperava, a perda de viabilidade do fungo
Gloeophyllum trabeum néo foi total depois da aplicacdo dos processos de esterilizacdo. No
caso a que foi sujeito apenas a autoclavagem depois da irradiacdo com MO, os resultados
obtidos sdo particularmente divergentes, variando entre 6 e 77%, para a qual ndo se encontra

uma justificagdo satisfatoria.

Relativamente ao processo de esterilizagdo por UV, considera-se que podera ndo ter sido
suficientemente prolongado, ou ndo ter sido aplicado nas melhores condigdes, pois durante
0 procedimento a lampada desligou-se e a caixa de Petri estava aberta e em contacto com o
ar. Acrescenta-se ainda que o fungo Gloeophyllum trabeum também pode apresentar alguma
resisténcia a radiagdo UV. Efetivamente, Selbmann, lIsola, Zucconi e Onofri (2011)

estudaram fungos com alguma resisténcia a radiacdo UV-B.
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6.5.Estudo preliminar da acdo do fungo Gloeophyllum trabeum em

provetes de madeira (12 fase)

O cultivo do fungo Gloeophyllum trabeum em frascos de vidro contendo agar extrato de
malte a 5%, a 33°C, durante 7 dias permitiu um crescimento efetivo do microrganismo,

idéntico ao ilustrado na Figura 30.

4 dias de incubag&o

7 dias de incubacéo

2 dias de incubacéo

Figura 30 — Crescimento do fungo Gloeophyllum trabeum em agar extrato de malte a 5%, a 33°C

durante 7 dias.

O estudo da acdo do fungo sobre os provetes de madeira tratados e néo tratados decorreu

durante 15 dias. A Tabela 16 resume os resultados obtidos e a Figura 31 ilustra as

observacgdes mais relevantes.

Tabela 16 — Estudo preliminar da agdo do fungo Gloeophyllum trabeum em provetes de madeira

Ensaios

12 fase

Condigdes experimentais

Observacdes

realizados

Provete ndo exposto a radiacao
(colocado em agar extrato de malte a 5%,
na auséncia de fungo)

Desenvolvimento de uma substancia
castanha

Provete exposto a 90W, 10 min

Desenvolvimento de uma substancia

Crescimento

Brancos (colocado em agar extrato de malte a 5%, anh
na auséncia de fungo castanna
Provete exposto a 180W, 3 min
(colocado em agar extrato de malte a 5%, Sem alteragdes
na auséncia de fungo
Provete ndo exposto a radiacdo Desenvolvimento do fungo Gloeophyllum
Controlo (colocado em agar extrato de malte a 5%, | trabeum no agar e presenca de pontuagdes
na presenca de fungo) brancas nos provetes
Provete exposto a 90W, 10 min Desenvolvimento do fungo Gloeophyllum
(colocado em agar extrato de malte a 5%, | trabeum no agar e presenca de pontuacées
Ensaios de na presenca de fungo) brancas nos provetes

Provete exposto a 180W, 3 min
(colocado em agar extrato de malte a 5%,
na presenca de fungo)

Desenvolvimento do fungo Gloeophyllum
trabeum no agar e presenga de pontuagdes
brancas nos provetes
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Como se pode verificar, apos 15 dias de incubacdo verificou-se o aparecimento generalizado
de uma substancia néo identificada nos ensaios em que os provetes (tratados e néo tratados)
foram colocados em meio agar, na auséncia de fungo (Figura 31(b)). Excetua-se desta

situacdo, o provete irradiado nas condi¢des 180W-10 min (Figura 31(c)).

Todos os provetes colocados na presenca do fungo Gloeophyllum trabeum apresentaram
evidéncia de invasdo por parte de microrganismos contaminantes, tendo sido observados

pontos brancos na parte lateral das amostras (Figura 31(d) a Figura 31(i)).

Estes resultados parecem indicar que existe uma fonte de contaminagdo néao identificada,
que se desenvolve quando tem o meio propicio (meio agar sem fungo), mesmo quando o
provete € sujeito a uma irradiacdo de 90W durante 10 minutos. O ndo aparecimento da
espécie no ensaio em branco em que o provete foi exposto a 180W, 3 min (Figura 31(c))
poderd indicar uma inibicdo de crescimento nestas condi¢Ges de irradiacdo; ou a nao

existéncia desta contaminagéo no provete original.

Verificou-se também que, ap6s 15 dias, o fungo Gloeophyllum trabeum teve a capacidade
de se expandir para os provetes de madeira e que as diferentes condi¢Ges experimentais ndo

tiveram qualquer efeito inibitorio sobre o desenvolvimento do fungo nos provetes (Figura
31(f) e 31(g)).
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Ensaios em

Branco

Controlos sem

radiacdo

Incubacéo em
meio agar

c/fungo

S/ Pré-Tratamento 90W-10min 180W-3min

Figura 31 — Estudo preliminar da acdo do fungo Gloeophyllum trabeum em provetes de madeira
(1@ fase)

De modo a verificar se 0 fungo Gloeophyllum trabeum efetivamente se tinha alojado na
madeira durante o periodo de incubacdo e se se desenvolveria se colocado em condi¢Ges
Otimas de crescimento, ou se, pelo contrario, o pré-tratamento com radiacdo MO tinha
surtido efeito e ndo permitiria o seu crescimento, os provetes foram retirados dos frascos e
novamente incubados em placas de Petri com meio agar extrato de malte a 5%. A Tabela 17

resume os resultados obtidos.
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Tabela 17 — Incubacédo dos provetes previamente expostos a a¢do do fungo Gloeophyllum trabeum
em meio de cultura agar

Condicdes experimentais prévias Observacdes
Provete ndo exposto a radiagao . S s ;
1 ensaio com contaminagdo microbiana
Controlo (colocado em agar extrato de malte a 5%, 1 . istura d ¢ taminant
na presenca de fungo) ensaio com mistura de contaminantes

3 ensaios com contaminacgdo microbiana

Provete exposto a 90W, 10 min (iguais)

3 ensaios com contaminacéo fungal
(colocado em agar extrato de malte a 5%, escura (iguais)g g
na presenca de fungo)

T 2 ensaios com cqntaminag_éo fungal e
Crescimento microbiana (iguais)
1 ensaios com contaminacao microbiana
Provete exposto a 180W, 3 min 4 ensaios com contaminacédo fungal
(colocado em agar extrato de malte a 5%, branca (iguais)

na presenca de fungo) 2 ensaios com contaminacao fungal

escura (iguais)

A observacdo das placas de Petri ao longo do tempo permitiu verificar que o fungo
Gloeophyllum trabeum ndo se desenvolveu na placa de agar, identificando-se o

desenvolvimento de contaminacdo microbiana (diferente da detetada anteriormente). A

Figura 32 mostra a situacao descrita. A condi¢do 180 W —3 min néo representada na tabela

evidenciou resultados semelhantes & condi¢do 90 W — 10 min.
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Controlo

(Provete ndo
exposto a radiagdo
e colocado em
agar extrato de
malte a 5%, na
presenca de fungo)

Condicéo
Experimen-
tal
Tempo de
incubacéo

Ensaios de
Crescimento

Provete exposto a
180W, 3 mine
colocado em agar
extrato de malte a
5%, na presenca
de fungo

Condicao
Experimen-
tal

Tempo de
incubacéo

Figura 32 — Incubacdo dos provetes previamente expostos & a¢do do fungo Gloeophyllum trabeum

em meio de cultura agar

Face aos resultados obtidos, pensa-se que as contaminacdes detetadas poderdo ter origem

nos provetes de madeira, contribuindo para isto o facto dos provetes terem estado expostos
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em ambiente de laborat6rio e ndo terem sido sujeitos a esterilizacdo antes da incubacdo. O
n&o aparecimento de contaminacéo nos frascos onde cresceu o fungo Gloeophyllum trabeum
podera ser justificado pela competitividade entre espécies. Nas situacdes em que o fungo foi
cultivado em ambiente estéril e se conseguiu estabelecer com um bom nivel de
desenvolvimento as outras espécies ndo tiveram oportunidade de crescer. Quando 0s
provetes foram retirados dos frascos e incubados nas placas de Petri com meio de cultura
agar, as outras espécies, provavelmente de crescimento mais rapido, implantaram-se

primeiro, dificultando o desenvolvimento do fungo Gloeophyllum trabeum no meio.

6.6.Estudo preliminar da acdo do fungo Gloeophyllum trabeum em

provetes de madeira (22 fase)

Com o objetivo de verificar a incidéncia e, se possivel, identificar a origem da contaminagéo
microbiana observada na 1% fase de ensaios, procedeu-se a um estudo complementar
envolvendo testes que incidiram sobre os provetes de madeira, a contaminacdo observada e

0 processo de esterilizacdo aplicado na preparacdo do meio agar.
I.  Provetes de madeira

Os resultados do estudo complementar com provetes de madeira encontram-se registados na
Tabela 18.

Como se pode verificar, 0 meio de cultura agar ndo pode constituir fonte da contaminacao,
pois néo se verificou qualquer crescimento microbiano nas placas de Petri contendo apenas

agar, quando foram incubadas a 33°C.
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Tabela 18 — Estudo preliminar da acdo do fungo Gloeophyllum trabeum em provetes de madeira

(22 fase)
Condigdes experimentais Observagdes
Branco Agar extrato de malte a 5% Sem alteracdes

1 ensaio com mistura de

contaminacdes
1 **
Provete exposto a 90W, 10 min 1 ensaio com contaminagio

Provetes provenientes dos microbiana
Ensaios de crescimento *

1 ensaio com contaminacao

Provete exposto a 180W, 3 min ** microbiana
1 ensaio sem alteracGes

1 ensaio desenvolveu contaminacdo

Provete nio tratado ** a0 11° dia
3 ensaios sem alteracdes
1 ensaio com mistura de
contaminagdes
2 ensaios com contaminacao
microbiana (diferentes)

Provete exposto a 90W, 10 min ** Desenvolvo_'eu contammagao
p , microbiana ao 5° dia

Provete ndo tratado e himido **

Provetes originais

Provete exposto a 180W, 3 min ** Desenvolvo_'eu contammagao
p ' microbiana ao 6° dia

2 ensaios com contaminacao

Provete esterilizado em autoclave ** microbiana (diferentes)1 ensaio
sem alteragdes

o 2 ensaios com contaminagao
Provete esterilizado em autoclave e microbiana (diferentes)

seco **

1 ensaio sem alteracGes

* Condicdo prévia: provetes expostos a radiacdo MO e colocados em agar extrato de malte a 5%, na presenca de
fungo; retirados do frasco e colocados em agar extrato de malte a 5%, na auséncia de fungo (incubagdo a 33 °C)

** Provetes colocados em agar extrato de malte a 5% e incubados a 33°C

A anélise dos provetes provenientes dos ensaios de crescimento, expostos novamente a
radiacdo MO e incubados em agar extrato de malte, evidenciaram o crescimento de culturas
microbianas que ndo se identificam com o fungo Gloeophyllum trabeum. O desenvolvimento
desta contaminacéo verificou-se em todos os ensaios realizados (com irradiacdo a 90 W —
10 min e a 180 W — 3 min) (Figura 33). Estes resultados indicam que o tratamento dos
provetes com a radiacdo MO aplicada ndo afeta o desenvolvimento da contaminacao
microbiana. Como referido, o crescimento rapido destas espécies podera impedir o
desenvolvimento do fungo Gloeophyllum trabeum, que por essa razdo ndo é observado em

nenhuma das condicdes.
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2% exposicdo a
radiacdo (90W, 10
min) e incubacdo em
agar

2% exposicdo a
radiacdo (180W, 3
min) e incubacdo em
agar

Condicao
Experimental Placa de

Crescimento

Tempo de Original
incubacéo

Figura 33 — Estudo preliminar da acéo do fungo Gloeophyllum trabeum em provetes de madeira
(22 fase): Provetes provenientes dos Ensaios de crescimento

Depois de sujeitos a condi¢des experimentais distintas, a incubacdo dos provetes originais
revelou resultados dispares, ndo se conseguindo estabelecer qualquer relacdo entre o
crescimento microbiolégico observado nas placas e as condigdes experimentais testadas
(Tabela 18 e Figura 33). Além disso, 0s ensaios realizados ndo evidenciam a repetibilidade
espectavel para as mesmas condigdes experimentais. Note-se, por exemplo, que nas placas
de Petri em que foram incubados os provetes esterilizados em autoclave, se verificou o

aparecimento de contaminagdo e, em outra, nas mesmas condigdes, 1SS0 ndo aconteceu.

A incubacdo de provetes de madeira (originais) (Figura 34) irradiados com MO nas
condi¢es 90 W — 10 min e 180 W — 3 min revelou o desenvolvimento de contaminagéo
microbiana em todos os ensaios realizados, embora de diferentes tipos. A incubagdo dos
provetes ndo tratados (acondicionados a temperatura e humidade ambiente e himidos) e
esterilizados (secos e ndo secos) também revelou o desenvolvimento de contaminagédo
microbioldgica na generalidade das placas Petri.
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Provete ndo tratado

Provete no tratado
e himido

Provete irradiado a
90W-10min

Provete irradiado a
180W-3 min

Condicao
Experimen-

tal Dia da Incubacéo 13 dias
Tempo de
incubacéo
Figura 34 — Estudo preliminar da acdo do fungo Gloeophyllum trabeum em provetes de madeira
(22 fase): Provetes originais (exemplo do comportamento em meio agar)
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Provete esterilizado

Provete esterilizado
€ Seco

Condicéo

Experimen-

tal Dia da Incubacéo 13 dias
Tempo de
incubacéo

Figura 34 (continuacdo) — Estudo preliminar da acdo do fungo Gloeophyllum trabeum em
provetes de madeira (22 fase): Provetes originais (exemplo do comportamento em meio agar)

Estes resultados parecem indicar que a contaminagdo tem origem nos provetes de madeira,
ndo sendo afetada nem pela radiacdo MO aplicada nem pelo método de esterilizacdo em
autoclave. Existe também a possibilidade de a contaminac&o ser proveniente do processo de
secagem em estufa. Esta hipdtese € reforcada pelo facto da maior parte dos ensaios realizados
com provetes que ndo foram sujeitos a secagem em estufa ndo apresentarem contaminagdes

(aproximadamente 4 em 7).

Il.  Contaminacdo microbiana

A incubacdo de uma das primeiras contamina¢fes observadas conduziu a um aumento
consideravel de material na placa, confirmando a suspeita de que se tratava de um organismo
vivo. Outros organismos contaminantes também se desenvolveram, tal como é possivel
verificar na Figura 35. As contaminacdes observadas ao longo do procedimento foram
registadas, tendo sido possivel identificar colonias de Bacillus subtilis (American Society
for Microbiology, n.d.) (Figura 35(a)); o fungo Aspergillus niger (Hussain, 2015) (Jariwala,
2018) (Figura 35(b)); e o fungo Alternaria longipes (Tan et al. 2013) (Figura 35(c)). De
notar também o aparecimento de fungos que se consideraram pertencer a familia Aspergillus

(Figura 35(d)) (L. Carvalho, 2013), cuja subespécie ndo foi possivel identificar.
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A identificacdo de outras espécies contaminantes teria requerido uma analise mais detalhada
e especializada, o que néo foi realizado neste trabalho.

Figura 35 — Contaminagdes microbioldgicas identificadas nos ensaios realizados
(@ Bacillus Subtilis (b) Aspergillus Niger (c) Alternaria Longipes (d) Aspergillus ndo
identificado

I11.  Processo de esterilizacdo do meio de cultura

Atendendo a aparente ineficacia do processo de esterilizagcdo em autoclave na eliminacao da
contaminacdo microbiana presente nos provetes de madeira, procedeu-se a validacdo do

método mediante a esterilizacdo e incubacdo de placas de Petri contendo agar.

Os resultados obtidos ap6s incubacdo apresentaram diferencas muitos significativas, que
poderdo condicionar as conclusdes retiradas dos ensaios realizados. Enquanto numa das
placas ndo se identificou nenhuma contaminagéo, na correspondente ao ensaio em duplicado
verificou-se o crescimento de uma contaminagdo que n&o foi identificada (Figura 36). Esta
observacdo lanca duvidas acerca da eficacia da esterilizacdo nas condi¢cbes em que foi
aplicada as placas de Petri e aos provetes de madeira, considerando-se, nesta fase, que esse
processo em autoclave pode constituir também uma fonte de contaminagéo, e/ou promover
as condicdes para o crescimento, justificando eventualmente a disseminagdo microbiana ndo
prevista, mas presente nos ensaios. Por outro lado, note-se que as placas de Petri preparadas
com meio de cultura agar previamente esterilizado em autoclave (em frasco fechado) néo
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evidenciaram o crescimento de contaminagdo, pelo que a menor eficiéncia do método de
esterilizacdo poderé estar associada especificamente ao procedimento usado nas placas de

Petri e nos provetes de madeira.

Figura 36 — Placas de Petri com meio agar incubadas a 33°C, ap6s processo de esterilizagdo em
autoclave: a) placa sem contaminacgéo; b) placa com contaminagéo.

6.7.Monitorizacao da exposicao prolongada de provetes de madeira ao

fungo Gloeophyllum trabeum

As observacOes registadas durante a monitorizacdo da exposi¢do prolongada dos provetes
de madeira ao fungo Gloeophyllum trabeum encontram-se resumidas na Tabela 19 e

ilustradas na Figura 37.
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Condig0es experimentais

Tabela 19 — Monitorizacdo da exposicao

12 Observacao (t = 4 semanas)

prolongada de provetes de madeira ao fungo Gloeophyllum trabeum

22 Observacéo (t = 8 semanas)

presenca de fungo)

Desenvolvimento do fungo também nos provetes.

O ~—
o ~ .
2> Incubacédo do fungo Gloeophyllum trabeum Desenvolvimento do fungo Gloeophyllum trabeum nos 3 ~ . s 1a x
S S . 0 - N . . Sem alteragdes relativamente a 12 observacao.
5 (em meio agar extrato de malte a 5%) ensaios. Descoloragdo do meio de cultura em 2 ensaios.
N—r
Provete ndo exposto a radiagao . P . O . A
> P ¢ 0 1 ensaio sem contaminagdo microbiana. Sem alteracgdes significativas relativamente a 12
= (colocado em agar extrato de malte a 5%, na . . . - . .
[ A 1 ensaio c/ desenvolvimento de Bacillus Subtilis. observagdo: escurecimento dos provetes.
g auséncia de fungo)
e
= : : —
P 1 ensaio sem contaminagdo microbiana.
2 Provete exposto a radiagéo 1 ensaio sem contaminagdo microbiana. 1 ensaio ¢/ contaminagdo microbiana: o
S (colocado em agar extrato de malte a 5%, na | 1 ensaio c/ crescimento de bolores, tanto no meio de cultura crescimento dos bolores acentuou-se
o auséncia de fungo) COmo no provete significativamente e verificou-se o
desenvolvimento de Bacillus Subtilis.
2 . . N . . Sem desenvolvimento do fungo Gloeophyllum
o Provete ndo exposto a radiacio Fungo Gloeophyllum trabeum bem estabelecido no meio de 9 Pt ya
= 0 . o . trabeum nos provetes relativamente a 1
= (colocado em agar extrato de malte a 5%, na | cultura nos 2 ensaios. Indicio de desenvolvimento do fungo observacio
Q resenca de fungo também nos provetes. . :
O P ¢ 90) P Escurecimento dos provetes.
. e Fungo Gloeophyllum trabeum bem estabelecido no meio de Sem desenvolvimento do fungo Gloeophyllum
Provete exposto a irradiacdo Unica . d 5 1a
0 cultura nos 3 ensaios. trabeum nos provetes relativamente a 1
o 8 (colocado em agar extrato de malte a 5%, na . . ~
< E Desenvolvimento do fungo também nos provetes, sendo observacéo.
& presenca de fungo) : . .
= menos expressivo num dos ensaios. Escurecimento dos provetes.
= 5 . _
. - - . . em desenvolvimento do fungo Gloeophyllum
e 9B Provete exposto a irradiacéo periodica Fungo Gloeophyllum trabeum bem estabelecido no meio de 9 Pt ya
w = o ; trabeum nos provetes relativamente a 1
o (colocado em agar extrato de malte a 5%, na cultura nos 3 ensaios.

observagéo.
Escurecimento dos provetes.
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(Fungo)
(b)
(©)
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(Provete ndo
exposto a radiacéo)
(d)
(e)
Branco
(Provete exposto a
radiacéo)
()

Figura 37 — Monitorizacao da exposi¢do prolongada de provetes de madeira ao fungo

Gloeophyllum trabeum
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Controlo

(N&o exposto a ()
radiacéo)

(h)

Ensaio de
crescimento

(Exposto a radiacéo
Unica)

0]

Ensaio de
crescimento i)
(Exposto a radiacédo

Periddica)

Condicéo
Experimental

Dia de Incubacéo 4 semanas 8 semanas

Tempo de
incubacao
Figura 37 (continuagéo) — Monitorizagdo da exposic¢éo prolongada de provetes de madeira ao
fungo Gloeophyllum trabeum
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Como é possivel verificar atraves da Tabela 19, a incubacao do fungo Gloeophyllum trabeum
em meio agar decorreu com sucesso nas condi¢Ges experimentais testadas e no periodo de
incubacdo monitorizado. No entanto, em dois dos ensaios verificou-se alteracdo de cor do
meio (Figura 37(a) versus Figura 37(b)), provavelmente consequéncia do crescimento mais
acentuado do fungo. Isto conduziu a uma exaustdo dos nutrientes do meio de cultura, ou ao
desenvolvimento do fungo no seu interior, ndo se ficando apenas pela superficie,

contribuindo, assim, para a alteracao de cor.

Nos ensaios em que os provetes tratados (irradiados com MO) e néo tratados foram mantidos
em agar na auséncia de fungo (Branco com provete), verificou-se o aparecimento de
contaminantes ao fim de 4 ou de 8 semanas. O crescimento foi particularmente evidente nos
ensaios que decorreram com provetes irradiados (Figura 37 (e) e Figura 37(f)), identificando-
se dois tipos de contaminante: Aspergillus niger(e) e Bacillus Subtilis, respetivamente.
Apenas um dos ensaios com provete ndo tratado correspondeu as expectativas, ndo
evidenciando nenhuma alteracdo ao estado inicial da amostra e do agar (Figura 37(d)). Por
outro lado, um dos provetes exposto a radiacdo e colocado em agar extrato de malte a 5%,
na auséncia de fungo, escureceu durante o periodo de ensaio, 0 que poderd dever-se ao

aumento do conteudo de humidade do proprio provete (Figura 37(e)).

Nos ensaios com provetes ndo tratados (Controlo) e expostos a radiacdo (continua ou
periddica), colocados em agar extrato de malte a 5% na presenca do fungo Gloeophyllum
trabeum, os provetes sofreram uma alteracdo de cor, verificando-se que todas as amostras
adquiriram uma tonalidade mais escura, muito provavelmente devido a absorcdo de

humidade do meio de cultura (Figura 37(g) a Figura 37(j)).

No decurso dos ensaios constatou-se que o fungo Gloeophyllum trabeum se instalou nas
amostras de madeira, sendo possivel identificar o aparecimento de novos pontos de
crescimento nas laterais dos provetes ((Figura 37(i)). Estes resultados estdo de acordo com
0 descrito anteriormente (Seccdo 6.6), indicando que o tratamento preventivo com MO
poderé ndo ser suficiente para impedir o crescimento do fungo Gloeophyllum trabeum na
madeira. Isto podera dever-se a condicdo experimental testada (90W — 20 min), que ndo
permite uma modificacdo significativa das propriedades da madeira, devido ao tempo de
exposicdo e a intensidade da radiacdo, tanto a nivel fisico (densidade e porosidade, que
quando alteradas poderdo dificultar o acesso do fungo as cavidades celulares) como quimico

(degradacao/modificacdo das hemiceluloses, celuloses e lenhina, essenciais ao processo de
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degradacédo do fungo). Por outro, o eventual ganho de humidade no provete pelo contacto
com o meio de cultura, indiciado pela alteracdo da sua coloracdo, pode criar condig¢des

especialmente favoraveis ao desenvolvimento do fungo Gloeophyllum trabeum.

Nos ensaios com provetes irradiados periodicamente, o crescimento do fungo Gloeophyllum
trabeum, apds a 22 irradiacdo, manteve-se semelhante ao registado na primeira observacao.
No entanto, é de assinalar que este comportamento também foi o registado nos ensaios de
irradiagdo Unica, considerando-se, por isso, que o desenvolvimento do fungo foi idéntico nas
duas condicOes. Esta observacao podera indicar que a irradiacdo periddica, nas condigdes
em que foi aplicada, tal como a exposicao Unica as MO, nao apresenta um resultado préatico
na prevencdo da madeira A semelhanca nos resultados podera estar relacionada com e o
periodo de duragdo dos ensaios, que podera ndo ter sido suficientemente longo para o fungo
se desenvolver de forma mais evidente nos provetes, fruto da existéncia de uma fonte de
nutricdo mais facil (meio de cultura), evidenciando possiveis diferencas associadas as
condicdes experimentais ((Figura 37(j)); ou, tal como referido anteriormente, as condicdes
de temperatura e intensidade da radiagdo MO usadas poderdo ndo ter sido suficientes para
aumentar a temperatura no interior da madeira até aos niveis letais ao fungo,

independentemente do nimero de ciclos de tratamento.

A variacdo de massa observada nos provetes depois do periodo de incubacdo (8 semanas)
ndo permitiu uma avaliacdo conclusiva acerca da acdo dos fungos sobre os provetes de
madeira, devido a um erro experimental que ndo permitiu avaliar a massa do provete seco,
apos o ensaio. No entanto, atendendo a que a presenca do fungo Gloeophyllum trabeum era
visivel nos ensaios, seria expectavel que houvesse uma reducdo na massa nos provetes.
Efetivamente, Cao et al (2011) identificaram que a acdo do Gloeophyllum trabeum em
provetes de madeira (tratada e ndo tratada), ap6s 12 semanas, originou reducdes de massa
entre 2% e 45% (conforme o tipo de tratamento aplicado). O mesmo tempo de incubacéo foi
utilizado por Calonego et al (2013), para avaliar a exposicdo de provetes de eucalipto ao
fungo Gloeophyllum trabeum, verificando perdas de massa na ordem dos 50,33 %. Em
ambos os estudos o tratamento foi realizado a temperaturas acima dos 100°C e tempos de

exposicdo que variaram entre 1 e 5 horas.
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7.Conclusotes e Sugestdes de trabalho futuro

7.1.Conclusoes

O trabalho apresentado teve como objetivo estudar o uso da radiacdo microondas na

prevencdo antifingica da madeira contra o fungo da podriddo castanha.

No ambito da avaliacdo do perfil de temperatura no meio agar nas condicdes testadas de
810W — 1,5 min, 540W — 2 min, 450W — 2 e 3 min, 360W — 2, 3e 4 min, 270W —-4,7,10 e
12 min, 180W -6, 7, 10 e 12 min e 90W — 10 e 12 min foi atingida a temperatura definida
como letal para o fungo Gloeophyllum trabeum (acima de 80°C). O mesmo aconteceu nos
provetes de madeira molhados sujeitos a 90W — 9 e 10 min, 180W — 8, 9 e 10 min, 270W —
2 a 12 min e nos provetes secos nas condi¢des 180W — 2 a 12 min e 270W — 2 a 12 min. Isto
revelou-se promissor quanto ao potencial da radiacdo microondas no tratamento preventivo
da madeira e/ou na inativacdo do fungo Gloeophyllum trabeum. No entanto, verificou-se
uma distribuicdo ndo uniforme da temperatura, tanto nos provetes de madeira, como nas
placas com agar, o que acabou por condicionar a eficiéncia do método. Além disso, concluiu-
se que o teor de humidade presente nos provetes influenciava a temperatura atingida durante
a irradiacdo, traduzindo-se num fator de controlo de processo adicional: quando irradiados a
90 W, os provetes molhados atingiram temperaturas superiores aos secos; enquanto a 180W

e 270W, os provetes molhados atingiram temperaturas inferiores.

O estudo da variacao do teor de humidade nos provetes de madeira permitiu concluir que ao
longo de todo o procedimento experimental o provete perde humidade, em particular na
etapa da secagem em estufa. Esta perda ndo € transversal a todo o processo, inclusive na
etapa de irradiacdo onde se verificou um ligeiro aumento do nivel de humidade.

Nos ensaios de avaliacdo da viabilidade do fungo Gloeophyllum trabeum em placa de Petri
verificou-se que os tempos de exposicdo mais baixos apresentaram maiores valores de
viabilidade do que os longos. Os ciclos de irradiagéo testados ndo se revelaram mais eficazes
que os de irradiacdo Unica, identificando-se a condigéo de irradiacdo Unica de 90W durante
20 minutos como a mais promissora, sendo capaz de reduzir a viabilidade do fungo a 12%.
Apesar disso, quando aplicada aos provetes de madeira, esta condi¢cdo nédo foi capaz de

alterar as propriedades do material e assim potenciar a sua prote¢do antifungica.
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No decorrer dos ensaios de avaliagdo da agéo do fungo Gloeophyllum trabeum em provetes
de madeira, foram identificadas diversas contaminacgdes, que podem ter tido origem tanto
nos provetes de madeira como na fase de secagem dos provetes em estufa. Estas
contaminacdes, nomeadamente bactérias Bacillus subtilis e fungos Aspergillus niger e
Alternaria longipes, quando presentes no meio de cultura, impediram o desenvolvimento do
fungo Gloeophyllum trabeum. Estas observagdes condicionaram a interpretacdo dos
resultados. Ainda assim, a técnica de protecdo da madeira recorrendo ao uso de microondas
parece ser promissora, embora seja necessario garantir condi¢cbes que assegurem uma
temperatura uniforme em toda a estrutura irradiada (acima dos 80°C) e eventualmente

garantir maior tempo de exposicgéo.

7.2. Sugestoes de trabalho futuro

O trabalho realizado permitiu verificar que a radiacdo microondas é uma forma eficaz de
combater os fungos da podriddo, nomeadamente o Gloeophyllum trabeum, sendo capaz de
diminuir a sua viabilidade. Por forma a aprofundar este estudo e melhorar a metodologia de

tratamento apresentam-se algumas sugestdes de trabalho futuro, nomeadamente:

e Esterilizar os provetes de madeira antes da utilizacdo, para minimizar a probabilidade

do aparecimento de contaminacoes;

e Adequar o procedimento experimental, de modo a minimizar a ocorréncia de
contaminag0es e garantir uma melhor avaliagdo da radiagdo MO como tratamento
preventivo da madeira e/ou na inativacdo do fungo Gloeophyllum trabeum, e permitir
uma melhor transposicao da técnica para a escala real. Sugere-se, por exemplo que:
(i) os provetes sejam mantido em ambiente estéril até & sua utilizagdo; (ii) os
equipamentos sejam devidamente higienizados, antes da sua utilizacdo; (iii) o
procedimento de autoclavagem seja melhorado; (iv) a manipulacdo dos provetes e

do fungo decorram sempre em camara de fluxo laminar.

e Utilizar um equipamento de irradiagcdo que permita uma medicéo da temperatura dos
provetes durante o processo e uma distribui¢do uniforme da radiagéo, por forma a
medir a temperatura instantdnea sem interromper o ciclo de irradiacdo, assim como

assegurar que todo o provete se encontra nas mesmas condicfes de exposicao;
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Testar/Utilizar outras condi¢Ges experimentais que permitam modificar a madeira,

tanto a nivel fisico como quimico, e torna-la mais resistente ao fungo.

Incubar o fungo Gloeophyllum trabeum nos provetes de madeira, sem meio de
cultura (extrato de agar), garantindo uma acéo exclusiva do fungo sobre o material,

neste caso, Unica fonte de nutrientes, e comparar os resultados com a andlise ja feita.

Identificar as contaminacBGes que possam existir, recorrendo a meios seletivos
especificos e/ou envolvendo especialistas na area, de modo a permitir a identificacdo

da sua origem e identificar formas de prevencao.
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Errata

Na pagina 41 onde esta escrito “Neste caso, as condic¢des de irradiacdo testadas foram 90W
— 10 min e 180W — 3 min, sendo que o procedimento experimental seguido esta
esquematizado na Figura 23. Utilizaram-se 4 provetes na condi¢do 90W — 10 min e 5
provetes na 180W — 3 min” deveria estar “Neste caso, as condic¢des de irradiacao testadas
foram 90W — 10 min e 90W-20 min, sendo que o procedimento experimental seguido esta
esquematizado na Figura 23. Utilizaram-se 4 provetes na condi¢do 90W — 10 min e 5
provetes na 90W — 20 min.”

Na pagina 61 onde esta escrito “(..)permitiu uma menor reducéo da viabilidade do fungo
do que a exposicdo Unica durante 10 min (valores medios de 37% versus 25%,
respetivamente);” deveria estar “(..)permitiu uma menor reducéo da viabilidade do fungo
do que a exposic¢do Unica durante 10 min (valores medios de 37% versus 20,25%,
respetivamente);”

Na pagina 79 onde esta escrito “(..)identificando-se a condicao de irradiacdo unica de 90W
durante 20 minutos como a mais promissora, sendo capaz de reduzir a viabilidade do fungo
a 12%.” deveria estar “(...)identificando-se a condicdo de irradiacédo periodica de 90W
durante ciclo de 3+7+10 minutos (20 minutos acumulados) como a mais promissora, sendo
capaz de reduzir a viabilidade do fungo a 12%.”
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