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Resumo e Palavras-chave

Os edificios histéricos enquadram diferentes tipologias e valéncias, marcam e
distinguem paisagens culturais. As suas coberturas inclinadas, formadas por estruturas
em madeira cobertas por telhas, sdo reflexos e simbolos identitarios. Revestem-se,
portanto, de elevado valor, quer patrimonial, quer funcional, pela protecao que
concedem aos edificios. Em varios contextos, tal responsabilidade estende-se aos bens
culturais méveis neles acolhidos. E o caso de instituicdes religiosas e culturais, como
museus e arquivos. Nao obstante, para que se mantenham no exercicio eficaz de tal
funcdo, hd que assegurar a sua preservacdao. Como espacos, tipicamente, de dificil
acesso, amiude, a sua manutencao, preventiva e corretiva, nem sempre é assegurada.
Nem todas as instituicdes definem e implementam rotinas de inspecdo, limpeza ou
reparacao, o que, no extremo, podera conduzir a necessidade da sua substituicdo e, em
consequéncia, a perda de valor cultural do edificio. Também tipicamente, sdo espacos
pouco iluminados e pouco ventilados, gerando condicdes ambientais favoraveis ao
desenvolvimento de microrganismos do dominio Eukarya, como fungos. A colonizacao
progressiva e silenciosa das madeiras estruturais por fungos, progressiva e silenciosa,
das madeiras das estruturas, constitui um risco para a sua estabilidade e,
potencialmente por contaminacdo pela circulacdo do ar, para a dos materiais de suporte
aos bens culturais moveis que abriguem e para a saude dos frequentadores. O mesmo
acontece quando, a existirem, as rotinas de manutengdo se suportam na aplicagao de

produtos quimicos biocidas, tipicamente de elevada toxicidade.

Perante o problema, colocou-se a hipdtese do recurso a radiacdo UV-C como
alternativa com menor impacte ambiental. Metodologicamente, assumiu-se uma
revisdo inicial da literatura orientada para o tipo de contexto de interesse e para
sistemas de intervencao, tradicional e fazendo uso de radiacdo UV-C. Identificaram-se
edificios histéricos com paralelos no Porto, em Portugal, e em Salvador, no Brasil. Nestes
locais recolheram-se amostras de madeira infetada, para identificacdo do género e/ou

espécie de fungos mais frequentes, e desenvolveram-se ensaios laboratoriais de carater



exploratdrio objetivando aferir as condi¢des de irradiacdo com UV-C, de equilibrio entre
o efeito letal sobre os microrganismos e a preservagao do suporte em madeira. As
espécies de fungos identificadas como mais frequentes e sujeitas aos ensaios foram
Aspergillus fumigatus, Aspergillus sydowii, Penicillium glabrum, Penicillium citrinum,
Chaetomium globosum e Alternaria alternata. Nao tendo sido encontrada investigacao
dedicada que se constituisse como orientadora, ensaiou-se o seguinte protocolo de
exposicdo: Radiagao a 254 nm durante periodos de 1, 2 e 5 minutos e repeti¢des entre
intervalos de 5 e 20 minutos.

Uma analise descritiva forneceu as variagbes percentuais relativamente ao
controlo ndo irradiado, tendo revelado que os fungos testados mostram sensibilidade a
radiagao UV-C, com possibilidade de redugao que varia entre 70 e 100%, sendo igual
para os tempos de 2 e de 5 minutos. Os resultados obtidos para cada fungo foram
tratados estatisticamente. Por andlise estatistica inferencial ndo-paramétrica, que
reuniu e comparou os dados pelo teste de Kruskal-Wallis e teste post-hoc de Dunn, foi
constatada uma diferenca significativa quando comparada a contaminacdo fungica do
controlo e a das amostras irradiadas com qualquer dos tempos testados. Contudo, os
dados ndo mostram a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre os
tratamentos com a aplicagdo dos diferentes tempos de irradiagdo e nem entre os
diferentes intervalos de repouso propostos. Apesar do tamanho reduzido da amostra e
da limitacdo no numero de fungos testados, foi possivel confirmar que, diante das
condicBes experimentais usadas na avaliacdo efetuada, a utilizacdo de UV-C aplicada
sobre fungos em superficies de madeiras é eficaz na redu¢ao do seu desenvolvimento.
Diante disto, tem potencial de aplicacdo nos contextos de interesse, com grande
possibilidade de ser associado a sistemas automaticos de iluminacdo, mais faceis de

conceber a partir dos resultados obtidos.

Palavras-chave: Radiacdo ultravioleta C; Madeira; Fungos filamentosos; Coberturas

histéricas; Manutencdo e preservacao



Abstract & Keywords

The historic buildings frame different typologies and valences, mark and
distinguish cultural landscapes. Its sloping roofs, formed by wooden structures covered
by tiles, are reflective and identity symbols. They are, therefore, of high value, both
patrimonial and functional, due to the protection they grant to buildings. In several
contexts, this responsibility extends to the movable cultural assets housed in them. This
is the case for religious and cultural institutions, such as museums and archives.
However, for them to remain in the effective exercise of this function, it is necessary to
ensure their preservation. As spaces are typically difficult to access, their preventive and
corrective maintenance is not always guaranteed. Not all institutions define and
implement inspection, cleaning or repair routines, which, in an extreme situation, may
lead to a necessary replacement and, consequently, the loss of building cultural value.
Typically, those spaces are poorly lit and badly ventilated, generating favorable
environmental conditions for the development of microorganisms of the Eukarya
domain, such as fungi. The progressive and silent colonization by fungi on wood
structures poses a risk to their stability and, potentially by contamination by air
circulation, to the materials supporting the movable cultural goods and to the health of
visitors. The same happens when maintenance routines, if they exist, are supported by

the application of biocidal chemicals, typically of high toxicity.

Facing the targeted problem, the hypothesis of using UV-C radiation was raised
as an alternative with less environmental impact. Methodologically, we assumed an
initial literature review oriented to the type of context of interest and to intervention
systems, traditional, and using UV-C radiation. Historical buildings were identified with
parallels in Porto, Portugal, and Salvador, Brazil. Samples of infected wood were
collected from those places to identify the most frequent genus and/or species of fungi,
and laboratory tests of an exploratory nature were carried out aiming at checking the
conditions of irradiation with UV-C, reaching a balance between the lethal effect on

microorganisms and preservation of the wooden support. The fungal species identified
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as the most frequent and subjected to the tests were Aspergillus fumigatus, Aspergillus
sydowii, Penicillium glabrum, Penicillium citrinum, Chaetomium globosum and
Alternaria alternata. As no dedicated research was found to act as a guide, the following
exposure protocol was tested: Radiation at 254 nm for periods of 1, 2 and 5 minutes and

repetitions between intervals of 5 and 20 minutes.

A descriptive analysis provided the percentage variations in relation to the non-
irradiated control, revealing that the tested fungi are sensitive to UV-C radiation, and
allow a reduction that varies between 70 and 100%, being similar on the 2 and 5 minutes
periods. The results obtained for each fungus were treated statistically. By non-
parametric inferential statistical analysis, which gathered and compared the data
through the Kruskal-Wallis test and Dunn's post-hoc test, a significant difference was
found when comparing the control fungal contamination and samples irradiated with
any of the times tested. However, the data do not show the existence of statistically
significant differences between the treatments with the application of different
irradiation periods, nor between the different proposed rest intervals. Despite the small
size of the sample and the limitation in the number of fungi tested, it was possible to
confirm that, under the experimental conditions used for the type of evaluation
performed, the use of UV-C applied to fungi on wood surfaces is effective in reducing
their development. Given those facts, it has potential for application in contexts of
interest, and can be likely associated with automatic lighting systems, which are easier

to conceive from the results obtained.

Keywords: Ultraviolet C radiation; Wood; Filamentous fungi; Historical coverage;

Maintenance and preservation

Xii



Indice de Figuras

Figura 1: Nimero de vertentes e formatos mais comumente adotados nas coberturas. Modelos
graficos selecionados a partir de Paulo e Brito (2001, p.18-19) ....ccccevuevevrerecininrinreeee e 10

Figura 2: Estrutura rudimentar de cobertura com duas pernas (a) e com adicdo de escora e o
contra nivel (b) (Paulo & Brito, 2001, P.1) ..ucceirreceeieereceste et esr e e srestestesee e bessesaesssesereesennes 11

Figura 3: Coberturas de tipo Tesoura de Linha Alta (a) e Tesoura de Santo André (b). © Rita Doria

Figura 4: Sistema de Pontalete e Mao Francesa como elementos para a sustentagdo das
CODErtUras. © Rita DOMI@ ..cccoueeveeeriieiireee st s st et es e s ettt sbee s sabeesabae s ssbaessateesssbeseseesesensesesses 12

Figura 5: Cobertura de tipo Tesoura ou Asna simples, constituida por linha e perna (a), e
composta por linha, perna e pendural (b). © Rita DOria ......ccccoeeeeurerereeerineieeeee et rereee e 13

Figura 6: Armacdo de cobertura em madeira tipo Tesoura Classica ou Paladiana (a), encontrada
mais raramente, e Tesoura Romana (b), mais comum a partir do século XIX. © Rita Doria

Figura 8: Elementos metalicos agregados as sambladuras nas tesouras tradicionais (Appleton,
P10 S T 1-1=) [OOSR 14

Figura 9: Corte transversal do tronco de uma folhosa. Esquema anatdmico da sua estrutura, a
partir de GONzaga (2006, P.21) ...ccocvcverereereiiereeeteeeiet e etesseseeesbeeessaeesateeesateeearaeettaeearaeennreeesasens 25

Figura 10: Planos anatémicos da madeira e microelementos estruturais para coniferas (a) e
folhosas (b), a partir de Gonzaga (2006, p. 23 e 25, respetivamente) .......cccceeceeeeveceveeeeeevveeieeeens 26

Figura 11: Coldnia de fungo formadores de bolor sobre a superficie da madeira. © Rita Doria

Figura 12: Evidéncias de manchas de coldnias de fungo cromogéneo na superficie da madeira.
LGN Y = 1 Do o - 1T 43

Figura 13: Evidéncias da acdo dos fungos basidiomicetos (Brown rot) na madeira (Henriques,
0 ¢ 1< 1 OO TP 44

Figura 14: Evidéncias da acdo de fungos ascomicetos e basidiomicetos (White rot) (Henriques,
0 1< 1 OO T PR 45

Figura 15: Evidéncias da a¢do de fungos ascomicetos na madeira (Soft rot), (Henriques, 2011,
D.38) erveeeeeeeeeeeeeesess oo see et es oot ettt ettt e et e sttt e eee e e 46

Figura 16: Espetro eletromagnético com destaque para o intervalo da radia¢do na faixa do
Ultravioleta (Lanza, 2016, P.1) ...cc e ettt ettt e e s eteeetesasetesstesaa s sesatesee s aebeassbessasesaneasenns 65

Figura 17: Espetro da radiagao UV, salientando a banda de 254 nm de radiagdo produzido por
uma ldmpada de vapor de mercurio de baixa pressdo (Lucas, 2003, p. 333) ..ccccveveererereecccrrenenenn 69

Xiii



Figura 18: Rutura das pontes de hidrogénio em cadeia de ADN apds ser submetido a radiacao

UV-C, adaptado de AENn (2001, P.1) c.ccureeerieireee et ee et stssesre et esesess st sessesesessessesssesessnsesessnns 70
Figura 19: Localizagdo da cidade de Salvador no estado da Bahia (IBGE, 2019) .........ccceecvuenene. 77
Figura 20: Temperaturas maxima e minima médias anuais em Salvador (Weather Spark, 2018)
.................................................................................................................................................................. 78
Figura 21: Humidade relativa média anual em Salvador (Weather Spark, 2018) ........c.cccceuueee. 78
Figura 22: Localizacdo da cidade do Porto, modificado a partir de Maps Portugal ..................... 79
Figura 23: Temperaturas maxima (linha vermelha) e minima (linha azul) médias anuais no Porto
(WEAther SPArk, 2018) .......ceveeeeieeecesieiirerieer ettt ee s seetesteste e e e estesaeb et anssrsaseste s sae e nsnsentesansenans 79
Figura 24: Humidade relativa média anual no Porto (Weather Spark, 2018) ......ccccccvveevrrrvrreeenne. 80

Figura 25: Igreja de Nossa Senhora da Concei¢do da Praia em Salvador, Bahia, Brasil. © Rita Doria

Figura 26: Localizacdo geografica da Igreja de Nossa Senhora da Conceicdo da Praia, em Salvador
(adaptado de Cidade-Brasil, 2018) .ottt et e ere s 82

Figura 27: Estrutura de cobertura da Igreja de Nossa Senhora da Conceicdo da Praia: (a) Vista
aérea (Google Maps); (b) e (c) Croquis em vista lateral e frontal da estrutura (Arquivo do IPHAN);
(d) INTErIOr. © RITa DO woveeviererierieeeete e ettt tter b s e e eteebesbe e s s bessessesesensetesteereeressensannsessns 83

Figura 28: Igreja de Santo lldefonso no Porto. © Rita DOria ......cccoveiveeeeeecinecienircie e 84

Figura 29: Localizagdo geografica da Igreja de Santo lldefonso no Porto (Michelin, 2020)

Figura 30: Estrutura de cobertura da Igreja de Santo lldefonso: (a) Vista aérea (Google Maps);
(b) Croqui em vista lateral e frontal da estrutura (Cadastro fornecido pelo arquiteto Joaquim
Coimbra Soares da Silva); (c) INnterior. © Rita DOMia .....cccveereeeeeeeececeeceeeeeerereeeee e e ete e v seasenes 86

Figura 31: Madeira de sacrificio com indicacGes, a vermelho, dos pontos onde foram feitas as
incisGes para recolha do material. © Rita DOFIa ......ccooeeeeeueiieeineiieee et r v e et sre s 89

Figura 32: Dimensdes aproximadas do material a recolher como amostra. © Rita Doria............ 89

Figura 33: Desenho esquematico da estrutura de cobertura em madeira da Igreja de Nossa
Senhora da Conceicdo da Praia, indicando os pontos de recolha A, B, C, D, E e F com os respetivos
guadrantes de localizacdo e nivel de iluminancia. © Rita Doria... ...cccccceveeeeveccecece e 92

Figura 34: Desenho esquematico da estrutura de cobertura em madeira da Igreja de Santo
Ildefonso, indicando os pontos de recolha A, B, C, D, E e F com os respetivos quadrantes de

localizagdo e nivel de iluminancia. © Rita DOKIa ....cccoeeueveieiieeee ettt st e e 93
Figura 35: Kit com materiais esterilizados para recolha das amostras. © Rita Doria .................. 94
Figura 36: Procedimento de recolha da amostra de madeira. © Rita Doria .......c.ccoeeeeverecienreenenn. 94
Figura 37: Placa de Petri contendo fragmentos da amostra. © Rita Doria.....cccccceeeveeececrennreene. 98

Figura 38: Culturas puras (a) e tubos com os fungos preservados em Castellani (b). © Rita

[ To T T TSP P OSSOSO PPRUPTPPRITOPPPPRIRE 102
Figura 39: Unidades Amostrais com dimensdes aproximadas. © Rita Doria .........cccceeevveennenne.. 110
Figura 40: Teste de esterilidade da unidade amostral. © Rita Doria......c.ccccoeecevercecececiereneneennn. 111

Xiv



Figura 41: Grelhas de ago. © Rita DOFI@ ...cccevevirineireeice sttt st e r e e 112

Figura 42: Placa de Petri montada com grelhas (a) e unidade amostral sobre as grelhas (b). ©

RITA DIOTIA it ettt ettt ettt ettt e sttt ettt st bt es e e st e ste st see saeeateaeaeseebtesbensen et sbe s st saesueenees 112
Figura 43: Camara de Neubauer e gradeamento em linhas perpendiculares (Mongelo, 2012, pp.
20-22) ettt et e et st a et st s et st R et e Rt ARttt ek e en ek et b nen bt ene et senter e ere e seenbens 114
Figura 44: Distribuicdo das unidades amostrais (UAs) por exposucdo: UAs = numero de amostras
usadas para cada fuNgo SUJEITO @ ENSAI0 .....cccueieiiriieieece et st et e e 115
Figura 45: Imersdo das unidades amostrais (UAs) em suspensdo de esporos. © Rita Doria......116

Figura 46: Estufa microbioldgica com as unidades amostrais nas caixas. © Rita Doria............. 117

Figura 47: Desenho esquematico da camara de ensaio e respetivas dimensdes. © Rita Doria

................................................................................................................................................................ 118
Figura 48: Montagem esquemadtica do processo de irradiagcdo sobre a unidade amostral (UA). ©
RITQ DOMIA 1evtevieie ettt sttt e sttt ee e et e e e sttt e s e n et et ere sre e s ses e nennea 120
Figura 49: Indicagdo e dimensao da area amostral fotografada. © Rita Doria .......ccccueveveennee. 121
Figura 50: Camara de ensaio para irradiagdao com UV-C. © Rita Doria ......cccceceveveveresceecvennnenen. 124

Figura 51: Esquema de ensaio de amostra para contagem de CFU/ml 1 hora apds inoculagéo.
(T=1h). UA: unidade amostral; SF: soro fisioldgico; C+: controlo positivo. © Rita Doria

Figura 52: Esquema de ensaio de amostra para contagem de CFU/ml 24 hora apds inoculagdo.
(T=24h). UA: unidade amostral; SF: soro fisioldgico; C+: controlo positivo. © Rita Doria

Figura 53: Esquema de ensaio de amostra para contagem de CFU/ml 10 dias apds inoculagéo.
UA: unidade amostral; SF: soro fisioldgico; C+: controlo positivo. © Rita Doria

Figura 54: Esquema de ensaio de amostra para contagem de CFU/ml 10 dias apds inoculagdo
antes da irradiacdo + 10 dias de incubagdo apds irradiagdo. UA: unidade amostral; SF: soro

fisioldgico; C+: controlo positivo. © Rita DOria ....ccceeeeecceceveeeeeceeeetettetee et 131
Figura 55: Aspegillus fumigatus (macroscopia e microscopia). © Rita Doria......ccceceeereeeeerenene. 140
Figura 56: Penicillium glabrum (macroscopia e microscopia). © Rita Doria.......cccecevecuererennene. 141
Figura 57: Alternaria alternata (macroscopia e microscopia). © Rita Doria.......cccceceevervierrneeneene. 143
Figura 58: Chaetomium globosum (macroscopia e microscopia), (Faia, 2011)......cccccuveerreneneen. 144

Figura 59: Percentuais médios (n=3) de 4rea contaminada, nas diferentes condi¢Ges avaliadas
de Tempo de irradiagdo com UV-C (T") de 1', 2' e 5' (minutos) e em relacdo ao controlo sem
exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo fungo Aspergillus fumigatus
PANA POITO... ettt ettt e ettt st st e et saeees et sae e st e s seesaeeesben st st eeaten e sneet e saeaensren 146

Figura 60: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 2
minutos, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I"°) de 5 e 20 minutos
e em relagdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo
fungo Aspergillus fumigatus para Porto. T', tempo de irradiacdo; s/i, sem intervalo; ',

TTUINIUTOS. .. cteeeeee ettt teeetiee e eieeeeeebeeeeesaeesessebeesesateseeeesssssen sesseesenseseeensassses ssssesesonsasesenassanesaseesensssnnesens 147

XV



Figura 61: Percentuais médios (n=3) de contaminacdo, apds ensaiio de irradiacdo com UV-C de
5 minutos, para andlise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I"®°) de 5 e 20 minutos
e em relacdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo

1

fungo Aspergillus fumigatus para Porto. T', tempo de irradiacdo; s/i, sem intervalo; ',
IHTUTOS ..ottt et e et ettt e bt s s et et sae she et et e s et ses b es et e st e e saeene et et et et e enaenbenbenan 148

Figura 62: Percentuais médios (n=3) de drea contaminada, nas diferentes condi¢Ges avaliadas
de Tempo de irradiagdo com UV-C (T") de 1', 2' e 5' (minutos) e em relac3o ao controlo, sem
exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo fungo Penicillium glabrum para

Figura 63: Percentuais médios (n=3) de contaminacdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 2
minutos, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I"P) de 5 e 20 minutos
e em relacdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo

1

fungo Penicillium glabrum para Porto. T", tempo de irradiacdo; s/i, sem intervalo; ',
N INUEOS . cteeecteeeee ettt et e ere e e ee st ae e easae s ebeeeabe sesbeesabaes sassensbssesasessbeesassen shssenssesenssesasensesesnsessennnessn 150

Figura 64: Percentuais médios (n=3) de contaminacdo, apds ensaio de irradiacdo com UV-Cde 5
minutos, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (") de 5 e 20 minutos
e em relacdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo
fungo Penicillium glabrum para Porto. T", tempo de irradiacdo; s/i, sem intervalo; ',

(0 0 T 10T o X 151

Figura 65: Percentuais médios (n=3) de area contaminada, nas diferentes condi¢Ges avaliadas
de Tempo de irradiacdo com UV-C (T") de 1', 2' e 5' (minutos) e em rela¢do ao controlo, sem
exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo fungo Alternaria alternata para

Figura 66: Percentuais médios (n=3) de contaminacdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 2
minutos, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I"P) de 5 e 20 minutos
e em relacdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo

1

fungo Alternaria alternata para Porto. T, tempo de irradiacdo; s/i, sem intervalo; ',
0011 LU o 1 U 153

Figura 67: Percentuais médios (n=3) de contaminacdo, apds ensaio de irradiacdo com UV-Cde 5
minutos, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I"P) de 5 e 20 minutos
e em relacdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo
fungo Alternaria alternata para Porto. T, tempo de irradiacdo; s/i, sem intervalo; ',

TUINUTOS .. cveee ettt ettt ettt e e e et e et ae e et ee e sbe s e abe sebbeesabaes sassensbesesasessbeesrsaes shssenssesennsessbes ssssasesesbeesnnes 154

Figura 68: Percentuais médios (n=3) de 4rea contaminada, nas diferentes condi¢Ges avaliadas
de Tempo de irradiacdo com UV-C (T") de 1', 2' e 5' (minutos) e em rela¢do ao controlo sem
exposi¢cdo. Amostras de madeira de Magaranduba (Manilkara) infetadas pelo fungo Penicillium
CItriNUIM PAra SAIVAUON .....c.e ittt st e et ss e st ete st sbe e e e ses b et essesers e e asesaeseennen 155

Figura 69: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 2
minutos, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I"°) de 5 e 20 minutos
e em relagdo ao controlo, sem exposi¢do. Amostras de madeira de Macgaranduba (Manilkara)
infetadas pelo fungo Penicillium citrinum para Salvador. T, tempo de irradiacdo; s/i, sem
NEEIVAI0; |, ININULOS vttt ettt et sttt st et et et et st st st e st essess et sesaes s s ere st ste st sssensesessens 156

Figura 70: Percentuais médios (n=3) de contaminacdo, apds ensaio de irradiacdo com UV-Cde 5
minutos, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I"P) de 5 e 20 minutos
e em relagdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Macaranduba (Manilkara)

XVi



infetadas pelo fungo Penicillium citrinum para Salvador. T", tempo de irradiacdo; s/i, sem
INEEIVAI0; |, MINULOS....oeieiecee ettt ettt ettt et et et a e et st aeses s ebeseabesseetesentesenseesbesseasenen 157

Figura 71: Percentuais médios (n=3) de drea contaminada, nas diferentes condi¢Ges avaliadas
pela exposicdo a radiacdo UV-C (T") no tempo de 1', 2" e 5' (minutos) e em rela¢do ao controlo
sem exposicdo. Amostras de madeira de Macaranduba (Manilkara) infetadas pelo fungo
Aspergillus sydowii Para SAIVAON .........cccce ettt ettt et sr e e sbe st sresne s seenes 158

Figura 72: Percentuais médios (n=3) de contaminacdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-Cde 1
minuto, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I"™") 5 e 20 minutos e em
relacio ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Magaranduba (Manilkara)
infetadas pelo fungo Aspergillus sydowii para Salvador. T", tempo de irradiacdo; s/i, sem
TaL o= o 21 Lo TR 4 111 UL o 3PP 159

Figura 73: Percentuais médios (n=3) de contaminacdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 2
minutos, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I"°) de 5 e 20 minutos
e em rela¢do ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Macaranduba (Manilkara)
infetadas pelo fungo Aspergillus sydowii para Salvador. T", tempo de irradiacdo; s/i, sem
INEEIVAI0; |, MINULOS ..ottt ettt sttt st ee et st s e b st aes s sasetensatetesssresss s eassasseesesee et s 160

Figura 74: Percentuais médios (n=3) de contaminacdo, apds ensaio de irradiacdo com UV-Cde 5
minutos, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (") de 5 e 20 minutos
e em relacdo ao controlo sem exposicdo. Amostras de madeira de Macaranduba (Manilkara)
infetadas pelo fungo Aspergillus sydowii para Salvador. T", tempo de irradiacdo; s/i, sem
INEEIVAI0; |, MINULOS ..ottt ettt ettt ettt et et st a et st asa s saestesesbes e s essbetsesetestensasenesseen 161

Figura 75: Redugdo do nimero de UFC/ml com o fungo Penicillium citrinum apds ensaio com a
radiacdo UV-C para os tempos de 2 e 5 minutos (1 hora apés inoculagao) indicando diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido de pds-teste de Dunn.
a b letras iguais indicam que n3o houve diferenca significativa entre os
BIUPOS. e it etteeteesteeeteetes st essaesuee s s eueasstestesreessseaeesueeesseeesueeestesabeaneeessen seeeeeen e eteeaeeenae eaeenneennee saeeereennee s 175

Figura 76: Reducdo do nimero de UFC/ml com o fungo Penicillium citrinum apds ensaio com a
radiacdo UV-C para os tempos de 2 e 5 minutos (24 horas apds inocula¢do) indicando diferencgas
estatisticamente significativas (p < 0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido de pds-teste de Dunn.
35 | etras iguais indicam que n3o houve diferenca significativa entre os grupos.........cccec......... 176

Figura 77: Reducdo do nimero de UFC/ml com o fungo Penicillium citrinum apds ensaio com a
radiacdo UV-C para os tempos de 2 e 5 minutos (10 dias de inoculagdo) indicando diferencgas
estatisticamente significativas (p < 0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido de pds-teste de Dunn.
b | etras iguais indicam que n3o houve diferenca significativa entre 0s grupos..........ccoeeeeee.... 176

Figura 78: Redugdo do nimero de UFC/ml com o fungo Penicillium citrinum apds ensaio com a
radiagdo UV-C para os tempos de 2 e 5 minutos (10 dias de inoculagdo antes da irradiagdo + 10
dias de incubagdo apds irradiagdo) indicando diferengas estatisticamente significativas (p <
0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido de pds-teste de Dunn. ® Letras iguais indicam que n3o
houve diferenca significativa @ntre 0S rupoS.......cccceveveeiereieiinirer et 177

XVii



indice de Tabelas

Tabela 1: Carateristicas de algumas espécies arbéreas de folhosas e resinosas (A partir de Berni,
Bolza & Christensen, 1979; Chudnoff, 1984; Lepage, 1989: IBAMA, 1997; Santos, J. A., 2015)

Tabela 2: Percentagem média das substancias macromoleculares, em folhosas e resinosas,
especificamente nas coniferas (Adaptado de Klock, Muifiiz, Hernandez & Andrade, 2005)

.............................................................................................................................................................. 21
Tabela 3: Vantagens e limitagbes da utilizagdo das madeiras (Adaptada de Araujo, 2016)
.................................................................................................................................................................. 28
Tabela 4: Fatores e condi¢Ges que influenciam o desenvolvimento dos fungos (A partir de
Sedlbauer, 2001, P.164) .....ccuieeieeireee ettt ere st et et e ettt e b s steseaassbesaa bt aetete st nerarsateseenees 39
Tabela 5: Procedimentos essenciais a inspe¢cdo e manutencdo de estruturas de cobertura
(Adaptado e modificado de La Pastina Filho, 2005) ......cc.ceeecuiiiieeciiiiieeecciieee e 51
Tabela 6: Requisitos aplicaveis aos produtos para preservacao de madeiras (Adaptado de Lebow
& ANTNONY, 2002) ..ottt ettt ettt st et e e etestesae e s bes e et e s esassebesbeste e sensentesbebansereaneaaeas 56
Tabela 7: Produtos preservantes aquosos tradicionais mais comuns e carateristicas selecionadas
(Aaptado de Silva, 2007) .......ceiieeeecece ettt ee e ste e s et r et s e e saeebe st st e e e ben s e enens 57
Tabela 8: Produtos preservantes oleosos tradicionais mais comuns e carateristicas selecionadas
(Adaptada de Jankowsky, 1986 € Silva, 2007) ......cccieeeeeeerrueereneeneeeete e ste e e eaeraesaeressseresre st srenes 58
Tabela 9: Produtos preservantes com solventes organicos tradicionais mais comuns e
carateristicas selecionadas (Adaptada de Silva, 2007) .......ceeeeeeeceeiececeeceeerterree e ste et st aeraenes 60
Tabela 10: Bandas primarias da regido ultravioleta e suas carateristicas (Adaptado de Batistuzzo,
Y@ & ELO, 2006) ...cuervierieenieireririeieie st st esetesssesesestesesesesess sesseseseses e sesssssesssess sessssssssesesssessesesenssase serses 66
Tabela 11: Referéncia de identificagdo das amoStras .......ccccececeeeriniiniereece e 91
Tabela 12: Composicdo do meio de cultura Malt Extract Agar (Adaptado de Merck ©
Microbiology Manual, 2010) ......ccceeeieiieeieiieeee e er e ere s reeetese et e s st ssa s sas st sssesesesbesanerastennates 97
Tabela 13: Identificagdo alfanumérica das unidades amostrais processadas para Salvador e Porto
.................................................................................................................................................... 99
Tabela 14: Composi¢do do meio de cultura Sabouraud dextrose agar (Technical Sheet Biolife,
TEAITA) cvvvveeenee ettt sttt st et st s b e s e et ae s ses et Rt ettt eResenere sen s ebenne et shenenens 104
Tabela 15: Protocolo para extraga@o de ADN ..........ceciveeviieeiieseseeseerinr et e e ettt ses e aes s esene s 105
Tabela 16: Reagentes utilizados na extragao do ADN .......ccccceeeieiieeececece et e 106
Tabela 17: Concentracao dos reagentes utilizados na reagdao de PCR .......ccccvvevecvecceevevece e, 106
Tabela 18: Composicao da mistura reacional para cada primer ...........eveeevceeveececinceecenns 108
Tabela 19: Composicao do meio de cultura Sabouraud dextrose broth .............cccveeveevceeneennnn. 111

xviii



Tabela 20: Composicdo do meio de cultura Potato dextrose agar (Technical data sheet Biokar
DiQQNOSLICS, FIANCE) ....eveveeeteseetee e ceetee e e et st eteses et et st sataseste s esasete st ses s ersstessssssasstesensesaseenns 113

Tabela 21: Especificagbes técnicas das lampadas germicidas Philips UV-C TUV G8 T5
................................................................................................................................................................ 118

Tabela 22: Grupo com 9 unidades amostrais (UAs) sujeito a ensaio com ciclos de irradiacdo
tomando em consideragdo o tempo de exposi¢do, separados por um periodo de repouso © Rita

DIOKIA ettt e e e e a e s et e a e e e s ra e e e eae s 120
Tabela 23: Investigacdo usada como referéncia para valores de tempo de irradiacdo (T") com
radiagao UV-C. © RitA DOl ...uceviveee ettt sttt et s et ste st e e e s e ba st e s ane ans 123
Tabela 24: Fungos identificados por biologia molecular, amostras do Porto..........cccecevveeeeneene. 134
Tabela 25: Fungos identificados por biologia molecular, amostras de Salvador......................... 135
Tabela 26: Fungos selecionados para 0 ensaio Com UV-Ci........cccceeereceeiecveseseeceeceeerevesteeee e 137
Tabela 27: Doses de radiacdo ultravioleta C (UV-C) aplicadas nos ensaios..........ccccceeeveeeuvevennenn. 144

Tabela 28: Médias das dreas contaminadas e respetivas redugbes de crescimento (%) em
comparag¢do com o controlo (100%) e em funcdo do tipo de fungo e do tempo de irradiagdo em
MNUEOS (NT3)teieteieietiieetees et et et eeetesestebeasstees et esesteses et sseatesessesersebesessasarsabessnsesansatesensesarsatesasnns 162

Tabela 29: Caracterizacdo da amostra total, fungos do Porto e Salvador, segundo os tempos de
irradiagao (T) SEM INTEIVAIO (S/1).cuevevereereeecrereieeer ettt e ettt s et s s era et esas b sen st ss s erasans 163

Tabela 30: Caracterizacdo da amostra total segundo o tempo de irradiacdo (T") sem intervalo
(S/1) NA CIAAAE O POITO... vttt ettt sttt ettt e ere s e r e st ssa s sasstensnbesenserensanens 164

Tabela 31: Caracterizacdo da amostra total segundo o tempo de irradiacdo (T") sem intervalo
(S/1) NG CIAAAE A SAIVAUON ..ottt ettt s ee e st s s st eseessassre s sens et senns 164

Tabela 32: Mediana de percentual fungico segundo o T" sem intervalo (s/i) de acordo com cada
espécie de fuNZO ANAliSAUO.........c.cuvireieeee ettt et st sttt r e sae et ete e s nean 165

Tabela 33: Caracterizac3o segundo o tempo de irradiacdo (T") sem intervalo (s/i) para a espécie
WY =T Lo [ o ][ =] 4 Lo (o OO 165

Tabela 34: Caracterizacdo da amostra total, fungos do Porto e Salvador, de acordo com os I"™P
entre asirradiag0es de 1 MINUEO......ccoci ittt st e r s e e ae e sbesaesanesn e eennans 166

Tabela 35: Caracterizacdo da amostra total, fungos do Porto e Salvador, de acordo com os I™P
entre as irradiagies de 2 MINULOS.....ccciccieiieeeic et sttt s e e e e st st stesaesan e sesessaeseenan 167

Tabela 36: Caracterizacdo da amostra total, fungos do Porto e Salvador, de acordo com os I™P
entre as irradiagies de 5 MINULOS.....ccciiiiee ittt se e et et e r e s e e e seestesresneans 167

Tabela 37: Caracterizagdo da amostra total segundo o Irep entre as irradia¢gdes de 1 minuto para
Lo {0 aY=do 3o [o T o] o i o T OO 168

Tabela 38: Caracterizagdo da amostra total segundo o intervalo entre as irradiagdes de 1 minuto
Para 05 fUNOS A€ SAIVAUON.......c.cci ittt st st st e et s et e et ene 168

XiX



Lista de abreviaturas e simbolos, acronimos e siglas

ABNT - Associagao Brasileira de Normas Técnicas

ACA - Arseniato de cobre amoniacal

AND - Acido Desoxirribonucleico

AIC - American Institute for the Conservation of Historic And Artistic Works
APTI - Association for Preservation Technology International
CCA - Arseniato de cobre cromatado

CCB - Borato de cobre cromatado

CCDB - Canadian Center for DNA Barcoding

CCMB - Colegao de Cultura de Microrganismos da Bahia
CLSI - The Clinical & Laboratory Standards Institute

cm - Centimetro

CTO - Crude Tall Oil

CZC - Cloreto de zinco cromatado

DNA — DeoxyriboNucleic Acid

DRCN - Diregao da Regional de Cultura do Norte

Ee - Irradiancia

EL - Lampadas de excimer

EN — Norma Européia

et al — e outros (Expressao latina)

FDA - Administracdo de Alimentos e Medicamentos
FFUP - Faculdade de Farmacia de Universidade do Porto
FLUP — Faculdade de Letras do Porto

g—Grama

g/L— Grama por litro

h - Hora

HR — Humidade Relativa

XX



IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
ICOM-CC - International Council of Museums - Committee for Conservation
ICOM — Conselho Internacional de Museus

ICOMOS - Conselho Internacional dos Monumentos e Sitios
[IP - Imdvel de Interesse Publico

IPAC - Instituto do Patriménio Artistico e Cultural

IPHAN - Servigo de Patriménio Histdrico e Artistico Nacional
In situ — no lugar (Expressao latina)

I"®? — Intervalo de repouso

J.m2 = Joule por metro quadrado

ITS - Internal Trancribed Spacer

KIT — jogo de elementos ou materiais agrupados

Km — Kilometro

KJ.m?2 —Kilo joule por metro quadrado

LAPEM - Laboratdrio de Pesquisa em Microbiologia

LAVIM - Laboratdrio de Anatomia Vegetal e Identificacdo de Madeiras
LED - Diodos emissores de luz

LO - Light Oil

LPM - Lampadas de mercurio de baixa pressao

m - Metro

MEA — Extrato de Agar malte

min — Minuto

ml - Mililitro

mm - Milimetro

MPM - Lampadas de mercurio de média pressao
MVOCs - Microbial Volatile Organic Compounds

NCBI - Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia

n° — NUmero

XXI



nm - Nandmetro

OE - Oleo Ejetor

OIT - Organizacao Internacional do Trabalho
p - Probabilidade

PCR - Reagdao em cadeia da polimerase

PDA - Potato dextrose agar

pH — Potencial hidrogenidnico

PSF - Ponto de Saturacdo das Fibras

PL - Lampadas pulsadas

PS - Ponto Seco

PWB - Protein Wash Buffer

s - Segundos

SAD - Distribuicdo de Abundancia de Espécies

SDA - Sabouraud Dextrose Agar

SDB - Sabouraud dextrose broth

SDT — Teste semi-destrutivo

SPAB - Sociedade para a Protecdo de Edificios Antigos
T - Temperatura

TBP - Tribromofenol

TBTO - Oxido de estanho tributilico

T'"—Tempo de irradiacdo

UAs - Unidades Amostrais

UEFS - Universidade Estadual de Feira de Santana
UFBA - Universidade Federal da Bahia

UFC — Unidade Formado de Coldnias

UNESCO - Organizacao das Nag¢des Unidas para a Educacao, Ciéncia e Cultura
USA — United States of America

UV-A - Ultravioleta A

UV-B - Ultravioleta B

XXIii



UV-C - Ultravioleta C

UVF — Ultravioleta de fluorescéncia
UVR - Ultravioleta de refletancia
WB - Wash Buffer

WHO - World Health Organization
W.m2 — Watt por metro quadrado
% - Percentagem

°C — Graus Celsius

pm — Micrometro

pL — Microlitro

© - Direito autoral

< -Menor que

> - Maior que

xXxiii



XXV



Introducao

Motivacao e justificacao

A investigacdo que aqui se partilha ganha contornos a partir de questdes que
foram surgindo durante a inspecdao as condicGes de resisténcia mecanica e de
deterioracao de madeiras, pela acao de fungos, cujos resultados foram apresentados no
documento intitulado “Avaliacdo biolégica e mecanica por ataque de fungos e
identificacdo taxondmica nas madeiras de construcdo da Igreja Basilica de Nossa
Senhora da Conceigao da Praia, Salvador — Bahia” (Doria, 2005).

As questdes relacionam-se com as dificuldades que a preservagao das estruturas
em madeira que suportam as coberturas dos edificios histdricos suscita, uma vez que
sdao muito pesadas e ndo permitem o desmonte, para serem submetidas a interven¢des
de manutencdo preventiva e corretiva. Tais intervencdes justificam-se pela natureza
organica da madeira e pela sua inerente vulnerabilidade aos agentes ambientais e aos
bioldgicos, aqui com especial interesse pelos fungos, que se desenvolvem lenta, mas
continuadamente e com sérios efeitos de dano e de fragilizacdo estrutural.

Tanto as coberturas tradicionais dos edificios histéricos como as técnicas usadas
na sua construcao e conhecimento associado, sdo testemunhos valiosos de um legado
cultural a ser preservado, para além de se revestirem de crucial importancia para o bom
funcionamento da estrutura do imdvel e para a sustentabilidade dos Planos de
Conservacado Preventiva dos museus neles instalados.

Face ao crescente destaque que tem sido dado a recuperacdo e reabilitacdo de
inUmeros exemplares arquitetonicos de relevancia histérica que chegaram até a
atualidade, é imperativo que as suas coberturas sejam protegidas e preservem, ao
maximo possivel, a integridade das estruturas de sustentacdo que conferem

estabilidade e seguranca a todo o conjunto construtivo, pelo que é relevante tomar



providéncias para garantir a sua durabilidade e longevidade, definindo e
implementando planos adequados de manuteng¢ao preventiva e corretiva.

As investigacOes relacionadas com os processos de deterioracdo de madeiras
tém resultado em relevantes publicages, como as de Brazolin (1997), Larsen e Marstein
(2000), McGill et al. (2007), Esteves e Pereira (2009), Appleton (2011), Sousa, Branco e
Lourenco (2014) e Parma e Icimoto (2018), que abordam temas como os fatores bidticos
e abidticos na degradacao, ecologia e uso de agrotdéxicos na modificacdo da madeira e
o seu tratamento para fins comerciais.

De facto, com a finalidade de aumentar a vida util das madeiras das estruturas
gue sustentam as coberturas, sdo tradicionalmente empregues preservantes quimicos
para as proteger da a¢do de (micro)organismos que delas se alimentam, como é o caso
dos insetos e dos fungos, sendo apenas estes o foco desta investigacdo. A eficicia do
efeito biocida de tais produtos é reconhecida. Porém, considerando-se a sua natureza,
como por exemplo a do arseniato de cobre cromatado (CCA) e do borato de cobre
cromatado (CCB) commumente usados (Bossardi & Barreiros, 2011), verificam-se riscos
para o meio-ambiente e para a saude dos profissionais que aplicam os produtos e, dos
utilizadores dos edificios e npara a estabilidade quimica de materiais de suporte as
colecGes existentes nos museus neles instalados (Homem, 2014).

E pela utilizagdo recorrente de produtos poluentes e com elevada toxicidade
para inibicdo da biodeterioracdo da madeira que se identifica a necessidade de se
investigarem e desenvolverem processos novos e mais amigos do meio ambiente, como
métodos alternativos. Nesse ambito, ganharam destaque os estudos direcionados para
os efeitos da incidéncia da radiacdo ultravioleta (UV) em madeiras, apurando os seus
limites de penetragdo nesse material e os efeitos nocivos que pode ocasionar na sua
superficie. Desses estudos, destacam-se os efetuados por Hon e Chang (1984),
Cavalcante (1986), Kataoka, Kiguchi, Williams e Evans (2007), Lima, Silva, Gongalez,
Pereira e Costa (2011), Martins, Santos, Goncalez e Camargos (2011), Acevedo, Bustos,

Lasserre e Gacitua (2013), Lemos (2016) e Castro e Guimaraes (2018).



A radiacdo UV é considerada um recurso nao residual e atdxico e a sua eficiéncia
em inibir o desenvolvimento de fungos é comprovada em processos de esterilizagao e
higienizagdo em superficies de diferentes naturezas (Chang, Hon & Feist, 1982; Willhoft,
1993; Cavicchioli & Gutz, 2003; Guerreiro-Beltran & Barbosa-Canovas, 2004; Cardoso,
2007; Alexandre, Faria & Cardoso, 2008; Guedes, Novello, Mendes & Cristianini, 2009;
Limaetal.,2011; Terao, Cartaxo, Konda & Santos, 2019; Silva, 2017; Braga, 2018); Terao,
Cartaxo, Konda & Santos, 2019), constituindo uma potencial solugao.

N3do obstante, o recurso ainda é visto como um agente nocivo para os acervos
patrimoniais, especialmente para os que possuem revestimentos policromos, o que nao
se aplica ao contexto de interesse para este estudo. Entretanto, cabe ressaltar que o
conceito de nocividade estd relacionado com a energia da radiagdo e com o tempo de
incidéncia a que o material é exposto, isto é, com a dose de exposicao.

Atendendo as potencialidades da radiacdo UV, observa-se que os estudos
procuram ampliar o seu uso para atender as necessidades de investigacao e conservacao
de acervos culturais méveis. Porém, ainda ndo sao conhecidos trabalhos com radiacao
UV, especialmente a UV-C, conhecida como germicida, no que se refere a aplicabilidade
em superficies de madeiras estruturais de servico, in situ, para inibir ou controlar o

desenvolvimento de fungos.

Objetivos

Portanto, o objetivo geral da investigacdao é caraterizar, por agora apenas em
contexto experimental de laboratdrio, os efeitos da radiacdo UV-C emitida por fonte
artificial, a partir de diferentes tempos de irradiacdo e repeticbes (intervalos) sobre
superficies de madeiras contaminadas por fungos filamentosos, no sentido de apurar as
potencialidades, o interesse e as condicdes de aplicagdo no setor cultural, mais
propriamente no da manutencao das coberturas de madeira, como alternativa ao uso
tradicional e rotineiro de substdncias toxicas e poluentes, contribuindo para a maior

sustentabilidade dos Planos de Conservacdao Preventiva dos museus instalados em



edificios histdricos com esse tipo de cobertura. Para maior amplitude em termos de
contributo, e pelas relagdes histdricas entre Portugal e Brasil, consideram-se ambas as
realidades. Assim, mais especificamente, pretende-se:

e Caraterizar o tipo de cobertura em causa, quer do ponto de vista das técnicas de
construgao quer da sua natureza, comportamento e vulnerabilidades;

e |dentificar as espécies fungicas envolvidas na colonizagdo das madeiras de
estruturas que dao suporte as coberturas de edificios historicos mais comuns em
Portugal e no Brasil;

e Apurar, em ambiente de laboratdrio e com exploratério, o efeito e a capacidade
da radiacdo UV-C no controlo e reducdo da carga fungica sobre superficies de
amostras representativas das madeiras mais comuns na construgdo do tipo de
cobertura em foco;

e Apurar as condi¢cdes mais eficientes de aplicagdao da radiagao UV-C, em termos

de comprimento de onda e tempo de exposigdo.

Estrutura do documento

Este documento estd estruturado em duas grandes sec¢des. Para a Parte |,
reservam-se as questoes relacionadas com a importancia das estruturas em madeira de
coberturas em edificios histéricos, apresentando as suas carateristicas construtivas,
propriedades materiais, agentes de deterioragdo e estratégias de preserva¢ao. Na Parte
Il, dedicada ao estudo laboratorial que se desenvolveu com carater exploratdrio,
apresentam-se os contextos reais que lhes serviram de suporte, o processo
metodolégico assumido, bem como os resultados obtidos, discutindo-os.

Assim, na Parte |, incluem-se os primeiros cinco capitulos. No Capitulo 1,
apresenta-se uma perspetiva geral relativa a importancia da manutencdo para a
preservacao das estruturas em madeira que suportam as coberturas dos edificios
histéricos, caraterizando as tipologias e aspetos construtivos dessas estruturas e

destacando a sua relevancia para a salvaguarda do edificio histdrico. O Capitulo 2 foca-



se, de forma sumaria e essencial ao interesse do estudo, na natureza e carateristicas da
madeira. J& no Capitulo 3, onde se discorre sobre os processos de deterioragdo da
madeira, destaca-se a atividade dos fungos, apresenta-se a sua classificacdo taxondmica
e indicam-se os seus efeitos nos materiais. E no Capitulo 4 que se abordam as estratégias
tradicionais de intervencdo de preservacdo. Apresenta-se um breve historico relativo
aos manifestos e preocupacgdes para valorizagdo e preservac¢do dos edificios histéricos,
a luz das Cartas Patrimoniais de Atenas (1931), de Veneza (1964), de New Orleans (1992)
e do Documento de Nara (ICOMQOS, 1994) e dos principios em que se fundamentam as
suas recomendacgbes. Em sequéncia, apresentam-se as principais metodologias de
inspecdo e manutenc¢do, equipamentos e produtos que foram empregues e o0s
atualmente utilizados para a preservagao dessas construgoes, ressaltando os problemas
relacionados com os impactes ambientais e na saude, em funcdo da sua toxicidade. A
radiacdo UV-C como potencial estratégia alternativa para intervencdo de preservacgao é
considerada no Capitulo 5. Nesse contexto, apresentam-se as suas carateristicas
eletromagnéticas e classificacdo, indicam-se as fontes artificiais de geracdo de UV-C e
como esta atua sobre os microrganismos. Descrevem-se também os principios e campos
conhecidos de aplicacdo para desinfecdo e esterilizacdo, além das vantagens e
limitacdes de uso em diferentes materiais.

Diferentes aspetos relativos ao estudo laboratorial sdo explorados do Capitulo 6
ao Capitulo 10 e constituem a Parte Il. O Capitulo 6 é dedicado a apresentacao dos
contextos reais histéricos e patrimoniais que lhes serviram de ponto de partida. Fez-se
0 seu enquadramento e caraterizacdo. O Capitulo 7 foca-se na amostragem.
Apresentam-se as etapas desenvolvidas em ensaio preliminar, em que se definem os
critérios a serem considerados no trabalho de campo para estabelecer os pontos de
recolha nas estruturas de cobertura e qual o melhor procedimento para o realizar in situ.
Identifica-se, ainda, o material para posterior processamento. E no Capitulo 8 que se
descreve o procedimento para o processamento do universo das amostras, recolha,
isolamento e obtencdo dos fungos, selecdo das espécies de interesse e a caraterizacdo

dos isolados, por morfologia e técnica molecular, procedendo a identificacdo



taxondmica de género e espécie. No Capitulo 9 apresentam-se os ensaios de aplicacao
de radiagdao UV-C. Explicam-se detalhadamente os procedimentos prévios, quais os
fungos a serem irradiados e como se deu o processo de irradiacdo nas superficies das
amostras de madeira. Por ultimo, no Capitulo 10, apresentam-se e discutem-se os
resultados obtidos: identificacdo fenotipica e molecular dos fungos isolados nas
amostras das coberturas; fungos selecionados para tratamento; tratamento com UV-C
de amostras inoculadas e analises estatistica dos resultados e, estudo com o fungo
Penicillium citrinum como conceito da prova.

No final, o documento inclui sec¢do dedicada as ConsideragGes Finais, a que se
segue a das Referéncias de suporte, terminando com uma reservada a Apéndices,
incluindo: Apéndice 1, para mais detalhada explicagdo relativa ao célculo da dose de
radiacdo UV-C; Apéndice 2, onde se agregam as imagens capturadas durante os ensaios
com radia¢do UV-C; Apéndice 3, com os gréficos gerados para a estatistica descritiva dos
I"*P para o T"de 1 minuto em relac¢do a todos os fungos analisados; e o Apéndice 4, com
as Tabelas de resultados da estatistica inferencial da amostra total para as avaliagGes
dos I'®P referentes aos T de 2 e 5 minutos dos ensaios com fungos do Porto e de

Salvador.



Parte |

Estruturas em madeira de coberturas em edificios historicos:
Caracteristicas construtivas, propriedades dos materiais,

agentes de deterioragao e estratégias de preservacao



CAPITULO 1

(Re)Conhecendo as estruturas em madeira de suporte a

coberturas

Sendo a conservagao preventiva um dos vetores de suma importancia na area
do patrimdnio cultural, com especial interesse pelo contexto dos museus ou afins, cabe
aqui discorrer sobre os fatores que afetam a preservacdo dos edificios histéricos, onde
muitos museus se foram instalando, estando o material e as técnicas empregadas na
construcdo das coberturas dentro do espetro de interesse dessa drea. Nesse contexto,
é importante que se conhecam e sejam tomadas medidas para preservacao dessas
estruturas, face ao gradual envelhecimento e alteracdo do patrimdnio arquiteténico.
Assim, é necessario o empenho e os esforcos dos profissionais da drea para manter, da
forma mais integra e original possivel, esses elementos, garantindo maior longevidade
ao material constitutivo das coberturas.

Por cobertura entende-se a parte superior do edificio que recobre a estrutura
construtiva. Permite a impermeabilizagdo e o isolamento de todo o edificio e carateriza-
se por ser a componente externa mais elevada. S3o espagos pouco frequentados e,
normalmente, de dificil acesso. Na sua construcdo tradicional, particularmente de tipo
telhado, é utilizado um conjunto de elementos ceramicos, as telhas, para seu
revestimento (Appleton, 2011). Por baixo desse revestimento existe uma estrutura em
madeira composta por uma sequéncia de elementos, que Ihe confere sustentacdo e lhe
atribui uma forma carateristica (La Pastina Filho, 2005; Moliterno, 2009). S3o ainda
componentes alicercadores expostos continuadamente a intempéries e afetadas por
condicGes termohigrométricas incorretas e inconstantes, o que torna a madeira
vulneravel ao processo de deterioracado por diversos agentes biolégicos, macro e micro

(Appleton, 2011).



Além de imprimir um trago inconfundivel a construgao, essa estrutura exerce um
papel importante na sua seguranga no que tange a protecdao do ambiente interno face
ao externo, sendo sua funcdo principal salvaguardar os conteudos nele abrigados e as
pessoas que utilizam o edificio (Meneguetti & Carvalho, 1994), por via da minimiza¢ao
da acdo de agentes como a luz solar incidente, chuva, vento e poluentes atmosféricos
(Moliterno, 2009). Atua igualmente como um bom isolante térmico e acustico,
favorecendo maior conforto aos utilizadores e melhorando os servicos que se
desenvolvem no seu interior (Cardao, 1981; Guerra, Cunha, Silva & Knop, 2012). Para
além dessas fungdes, a cobertura também é responsavel por auxiliar na preservagao dos
componentes estéticos, existentes em grande nimero nas fachadas externas.

Grande parte das estruturas de cobertura que ainda se conhecem, e de que sao
exemplo varios edificios nas cidades do Porto, Portugal, e de Salvador, Brasil, remonta
as praticas que se desenvolveram sem o suporte de bases técnicas regulamentadoras
gue orientam os principios e procedimentos nos processos de execug¢do. Assim, 0s
projetos construtivos mais simples foram implementados com base nas praxes
rotineiras das experiéncias desenvolvidas no quotidiano dos executores e nos
conhecimentos adquiridos com o uso dos materiais (Marconi & Lakatos, 2003; Palma,
2009). Esses conhecimentos tendiam a ser assimilados em forma de valores e
transmitidos no passar das geracdes, o que permitiu assegurar a construcdo mais
elaborada de estruturas robustas e resistentes, capazes de satisfazer as exigéncias de
seguranca e a protecdo necessaria as coberturas e adquirindo condicdes para suportar

a passagem do tempo com estabilidade e dignidade.

1.1. Caraterizagdo construtiva e classificagdao

As estruturas apresentam distintas geometrias e tipologias, sendo importante
enquadrar os seus elementos, conhecer a terminologia correspondente, que se
relaciona com carateristicas como a area, a natureza e propdsito da construcao, os niveis

de inclinacdo que se deseja obter, entre outros (Branco & Lourenco, 2014).



1.1.1. Quanto a inclinacao

As coberturas podem exibir uma quantidade varidvel de vertentes (planos) com

diferentes geometrias, sendo uma carateristica comum serem inclinados. De acordo

com Appleton (2011) os planos inclinados (aguas) permitem um perfeito escoamento

das dguas pluviais. Essa configuracao inclinada dificulta a acessibilidade a esses locais,

tendo sido pensadas e dimensionadas para ndo haver frequéncia de pessoas e, portanto,

sdo consideradas pouco acessiveis (Paulo & Brito, 2001). Para melhor percecdo dessas

estruturas, na Figura 1 apresenta-se uma descri¢do sucinta dos formatos, em funcdo das

vertentes, mais comumente assumidas nas coberturas.

NuUmero de vertentes Formato

Descricdo

De uma agua

Cobertura inclinada formada por uma
vertente de facil execucdo, recobre

construgbes de pequeno porte

Cobertura inclinada formada por duas
vertentes, da origem a cumeeira e

duas empenas (frontispicio ou oitdo)

De quatro aguas

Cobertura inclinada formada por
quatro vertentes que ddo origem a

quatro ringdes

Pavilhdo

De duas aguas ‘\

Cobertura formada por quatro
vertentes iguais a recobrir construcdes

de planta quadrada

Figura 1: Numero de vertentes e formatos mais comumente adotados nas coberturas. Modelos graficos

selecionados a partir de Paulo e Brito (2001, p.18 - 19).
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1.1.2. Quanto a tipologia

Os processos empregues para a construgdao e montagem das estruturas de
sustentacdo das coberturas nos edificios histéricos derivam de um sistema rudimentar
inicialmente formado por duas traves (pernas) inclinadas e fixadas na estrutura, unidas
pelas extremidades superiores, assumindo um formato triangular (tesoura) (Figura 2a).
Em seguida, assumem uma forma mais elaborada e passam a ter a adicdo de um apoio
para as traves inclinadas, as escoras, e mais uma peca horizontal, o contra nivel (Figura
2b), cujo resultado se apresenta como um esquema de modelagem simples, mas

eficiente, obtendo um excelente resultado para o amparo de todo o sistema construtivo.

r\v. -

Figura 2: Estrutura rudimentar de cobertura com duas pernas (a) e com adigdo de escora e o contra
nivel (b) (Paulo & Brito, 2001, p.1).

Das variantes utilizadas para dar forma as coberturas, destaca-se o tipo
conhecido por Tesoura de Linha Alta (Figura 3a) ou “canga de porco” que, de acordo
com Vasconcellos (1979), foi muito comum na arquitetura tradicional. Em processo
lento, mas gradual, as igrejas e residéncias passam a utilizar o sistema de caibro armado
juntamente com um tirante incorporado para travar toda a estrutura, e, por cima,
recebe as ripas, passando a ser conhecida como Tesoura de Santo André (Figura 3b)

(Silva, 2013).
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Figura 3: Coberturas de tipo Tesoura de Linha Alta (a) e Tesoura de Santo André (b). © Rita Doria.

Nas construgdes mais simples, e como solugao para vencer e cobrir grandes vaos,
adotava-se o sistema de Pontalete ou Mao Francesa (Figura 4), que servia de apoio para

suportar o peso da estrutura que formava a cobertura (Appleton, 2011).

Figura 4: Sistema de Pontalete ou Mao Francesa, como elemento de sustentagdo das
coberturas. © Rita Doria.

A evolugdo das técnicas impulsionou o desenvolvimento nas construcdes.
Verificam-se variagdes nos sistemas construtivos e outros métodos sdo produzidos e
incorporados aos processos ja existentes, possibilitando melhores arranjos e
configuracGes. A armacdo de tipo Tesoura ou Asna foi empregue como mais um
elemento no sistema construtivo das coberturas. As pecas inclinadas (pernas), recebem
uma outra horizontal (linha), que vai unir os dois elementos e passa a existir uma
estrutura simples travada em formato triangular, a qual assume a func¢do de viga armada

e pode ser complementada com um elemento vertical central (o pendural) (Figura 5).
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Pode, ainda, ser complementada por elementos secundarios como tercas e caibros

(Appleton, 2011).

Pernas

Pendural

Figura 5: Cobertura de tipo Tesoura ou Asna simples, constituida por linha e pernas (a), e composta
por linha, perna e pendural (b). © Rita Doria.

Outras combinagBes estruturais foram empregues para a sustentacdo das
coberturas como a Tesoura Classica e a Tesoura Romana (Figura 6) e o seu registo foi

confirmado por meio dos exemplares edificados que chegaram a atualidade.

Figura 6: Armacdo de cobertura em madeira tipo Tesoura Classica ou Paladiana (a), encontrada
mais raramente, e Tesoura Romana (b), mais comum a partir do século XIX. © Rita Doria.

Independentemente dos avancos construtivos, as estruturas de coberturas
nestes edificios continuaram a seguir, sobretudo, os padrdes conceptuais tradicionais
primdrios para a sua elaboracdo, elementares e artesanais, nos quais a madeira se
mantém como material predominante para a sua construcdo (Lopes, 2007). A
montagem constitui-se por uma estrutura principal como suporte estrutural (a referida

Asna ou Tesoura) e uma secundaria, constituida por madres, ripas, varas e fileira, para
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servir de apoio aos elementos ceramicos, o revestimento ou telhamento (Moreira,
2009). A Figura 7 apresenta desenhos esquematicos da montagem de uma cobertura

tradicional.

Figura 7: Desenhos esquematicos de cobertura tradicional, a partir de Moreira (2009, p.13)

Para as estruturas de cobertura garantirem os objetivos de estabilidade e
seguranca, que inicialmente eram conseguidos apenas com as sambladuras (encaixes
para fazer as ligacGes e travamentos entre os elementos em madeira), agregam-se
conectores capazes de proporcionar maior seguranga, como pecas forjadas em ferro
que passaram a exercer as funcdes de unido entre elementos, para prevenir
deformacdes e proporcionar melhor estabilidade, resisténcia e seguranca. De acordo
com Appleton (2011), entre os componentes metdlicos mais utilizados encontram-se o
pé de galinha simples (a) e dobrado (b), o Té direito e esquerdo (c), bracadeiras (d),

parafuso com anilhas e porcas (e), esquadro (f) e cruzetra (g), conforme Figura 8.

Y

@) (© : (@

(e) (f) (g)

Figura 8: Elementos metalicos agregados as sambladuras nas tesouras tradicionais (Appleton,
2011, p.356).
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Ainda que as técnicas usadas na construcdo das estruturas que sustentam as
coberturas dos edificios histdricos sejam consideradas um legado patrimonial que deve
ser preservado, reconhece-se que nem todas as que resistiram até a atualidade possuem
as mesmas espécies de madeira com as quais foram originalmente construidas. Embora
os materiais ndo sejam preservados, porque, parcial ou totalmente substituidos em
decorréncia das transformagdes ocorridas ao longo dos anos, preserva-se a técnica e o
espirito do lugar, entendidos enquanto expressodes originais do bem cultural. Portanto,
constituem-se requisitos indispensaveis para atestar a sua autenticidade, reconhecer e
respeitar os aspetos originais e seu valor social e cultural para a sociedade (Pereira,
2011).

Ao tornar-se um material de amplo interesse nas constru¢des, a madeira tem
sido utilizada para construir diferentes elementos nos edificios. Conforme registos
levantados por Melo e Ribeiro (2012), madeiras de fibras mais macias e leves, de menor
resisténcia e durabilidade, tém sido empregues na producdo de tdbuas para soalhos,
tetos, divisdes, andaimes e serralharia de interiores. As mais densas, apesar de maiores
dificuldades no processamento, apresentam maior resisténcia. Portanto, tém sido
usadas nas estruturas de suporte da construcdo, predominantemente nas armacdes de
cobertura dos edificios historicos.

Em Portugal e de acordo com Branco, Santos e Cruz (2008), as madeiras mais
utilizadas para a construcao de estruturas de cobertura foram as de: i) Pinho bravo
(Pinus pinaster, Ait.); e ii) Eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.) especialmente nos
edificios histdricos ligados a atividade mercantil; iii) Castanho (Castanea sativa Mill.); e
iv) Carvalho (Quercus robur L.), principalmente nos religiosos e nas constru¢des mais
antigas. No Brasil, conforme Dias, M. H. (2011), eram preferidas as madeiras de: i)
Sucupira (Bowdichia virgilioides Kunth); ii) Vinhatico (Plathymenia foliosa Benth.); iii) Ipé
(Tabebuia alba (Cham.) Sandwith); iv) Louro (Euplassa spp.); v) Jequitiba (Cariniana
estrellensis (Raddi) Kuntze); vi) Pindaiba (Xylopia brasiliensis Spreng); vii) Jenipapo
(Genipa americana L.); viii) Putumuju (Centrolobium robustum (Vell.) Mart. ex Benth.);

e ix) Macaranduba (Manilkara spp.).
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Observa-se que houve alguma diversidade entre espécies arbdreas dos grupos
folhosas e resinosas utilizadas nas estruturas de cobertura, com predominio das
madeiras provenientes de folhosas. As espécies folhosas pertencem ao grupo das
angiospérmicas, existindo no mundo cerca de cento e setenta mil espécies cuja maioria
ocupa as regides tropicais e sub-tropicais. Contudo, muitas espécies se adaptaram as
regides temperadas. As espécies resinosas sao, em geral, gimnospérmicas, destacando-
se as coniferas que se subdividem em vdrias familias, das quais se consideram as
Pinaceae, Araucariaceae, Taxaceae, Cupressaceae e Taxodiaceae (Raven, Evert &
Eichhorn, 2001). Na Tabela 1 caracteristicas naturais como resisténcia, vulnerabilidade,
tratabilidade e durabilidade sdo apresentadas para algumas espécies nos dois grupos de

madeiras.

Tabela 1: Carateristicas de algumas espécies arbdreas de folhosas e resinosas

Tratabilidade (permeabilidade  Durabilidade

Resistencia Vulnerabilidade aos produtos de preservacdo)  natural (cerne)

Moderada, a térmitasda  Cerne impermeavel as

[5+
5 madeira seca solug@es hidrossoliveis
=} - a1z
= Moderada, a fungos e Baixa, a xiléfagos Elevada
s térmitas subterraneas marinhos
[+
=
< Elevada, a fungos e Elevada, a xil6fagos Cerne pouco permedavel as
= térmitas marinhos e da espécie soluges, em tratamento sob
3 Lyctus pressio Elevada
w
° Moderada, a fungos e Elevada, a térmitas Cerne impermeéavel
= térmitas da madeira seca subterraneas Borne permeével
- = Moderada
%] o
o >
< m
i
o Elevada, a insetos Cerne pouco permedvel
% xil6fagos sob condigdes
£ adversss T Elevada
S
Elevada, a fungos e Elevada, a carunchos Cerne impermedvel
’ térmitas
2 Elevada
- Elevada, a insectos Elevada, a carunchos Impermedvel
5 (Lyctus e cerambicidos) e Elevada
3 a fungos.
(&) Baixa, a térmitas
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Elevada, a fungos, a Elevada, do alburno, a Permeavel

Q S
= & Lyctus e carunchos Lyctus e carunchos Elevada
> O
Q5
o
< Baixa, a fungos, térmitas Elevada, a fungos de Permeavel
< & ecarunchos classe 5 e carunchos .
T O Baixa
w >
L
5 Baixa, a fungos e insectos  Elevada, a fungos Permeavel
°s cromogéneos e de _
298 bolor, térmitas, Lyctus e Baixa
C @© -
58 perfuradores marinhos
° Moderada, a fungos Elevada, a térmitas Cerne impermeavel
© g Alburno, permeabilidade Baixa
P < moderada
c
‘3 ® Moderada, a fungos Permedvel
£ 3
= Moderada
s
- Moderada, a fungos e Elevada, do alburno, a Cerne impermedavel
_g o & térmitas carunchos Alburno, permeabilidade Elevada
(&)
8° 2 moderada

Fonte: A partir de Berni, Bolza e Christensen (1979); Chudnoff (1984); Lepage (1989); IBAMA (1997);
Santos (2015).

1.2. Relevancia das estruturas de cobertura para salvaguarda do edificio historico e

sua eficiéncia funcional

E condicdo natural das cidades passarem por transformacdes que modificam as
suas carateristicas e as construcdes existentes passam a fazer parte das novas propostas
construtivas. Os avancos tecnoldgicos e as alteracdes no modo de vida das sociedades
ditam escolhas e tendéncias estéticas e os edificios ja existentes deixam de despertar
interesse e apresentar grande valor, diante das construgdes que passam a surgir. Muitos
exemplares sobrevivem, apesar de ja ndo preservarem as suas carateristicas estilisticas
e decorativas, incluindo-se as estruturas em madeira nas coberturas que, por ineréncia
a estrutura dos edificios, enfrentam as mesmas imposicdes (Melo, 2009).

N3o obstante, as alteracdes que se desdobram nos cenarios urbanos
contemporaneos, trouxeram um novo olhar relativamente ao edificio histdrico e,
principalmente as dreas em que estes se inserem, evidenciando a importancia de

preservar o seu valor patrimonial (Melo, 2009). Essas construcdes constituem-se como
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presenca viva, carregando elementos e marcas do passado, refletindo a histéria dos
agrupamentos sociais. A possibilidade de convivio com esse passado por meio de uma
nova paisagem urbana, acentua o interesse em relagdao aos nucleos histéricos e
desencadeia maiores exigéncias quanto a sua protec¢do, provocando uma procura nao
somente de preservacdo urbanistica como também especulativa voltada para o
comércio, turismo e fruicao (Peixoto, 2003).

Diante de um contexto de grande preocupacdo para com o futuro desse legado,
especialistas e organismos responsaveis pela preservacdo do patriménio mundial
uniram-se e elaboraram documentos conceituais conhecidos como Cartas Patrimoniais,
contendo aspetos que sensibilizam para perspetivas e norteiam as politicas de
preservacgao, orientando e estabelecendo principios para as intervengdes. Nessas, estdo
contidas diretrizes para as a¢des administrativas e documentais, preservacao dos bens,
planos de manutencdo e de conservacao e restauro para o patrimonio histdrico, artistico
e cultural, contribuindo para garantir sua protecdo, questdes que sdo mais
detalhadamente abordadas no Capitulo 4.

Nos exemplares ainda existentes nas areas histdricas, é, geralmente, possivel
observarem-se evidéncias de problemas relativos a deterioracdo dos materiais
construtivos, decorrentes tanto do envelhecimento natural como da auséncia
prolongada de rotinas de manutencdo. Apesar de apresentarem uma aparente
resisténcia estrutural, a deterioragao lenta, mas continua e progressiva, dos seus
materiais construtivos impde-se sobremaneira contra todos os seus elementos,
principalmente nas coberturas tradicionais, cujos elementos estruturais em madeiras
ficam mais vulneraveis a acdo dos agentes ambientais e bioldgicos. A estas estruturas,
para além das particularidades de contexto, que exercem influéncia negativa na sua
integridade, acrescem os problemas de absorcdo de dgua pelos varios elementos em
madeiras assentes sobre as extremidades das grossas paredes, estruturas que
apresentam maior facilidade em proporcionar retencdo de agua, o que, normalmente,
desencadeia uma série de processos de deterioracao de carater sinérgico (Eaton & Hale,

1993; Tampone, 1996).
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Como mencionado, as coberturas sdo responsdveis por intermediar as
interagdes entre o ambiente externo e o interno e auxiliar na preservagao do edificio,
como um todo. Tém como func¢des primordiais garantir a estanqueidade, durabilidade
e bom desempenho do edificio, promovendo o equilibrio ambiental, a fim de manter os
niveis de temperatura interna ajustados ao conforto térmico, evitar que ocorram
infiltragcdes para que os niveis de humidade no interior da constru¢do ndo sejam
elevados e se mantenham estaveis, para além de garantir uma ventilacdo natural que
poderd auxiliar na manutencdo dessa estabilidade, na eliminacdo de eventuais
contaminantes atmosféricos e na mitigacdo do risco de proliferacdo de microrganismos,
como os fungos.

Acautelar as condi¢cdes de preservacdo das madeiras das coberturas serd
contribuir para o garante das condi¢cdes de conforto, salubridade e higiene das
estruturas (Rato & Brito, 2003). “No caso dos museus, esse ambiente climatico interno,
criado através do edificio construido, é importante meio de ligacdo entre os objetos, as
pessoas, a conservacao do acervo e o bem-estar dos usuarios” (Ribeiro, 2010).

Independentemente da sua tipologia, é importante que as coberturas
apresentem as condi¢des adequadas as funcdes que devem exercer, um bom
funcionamento, desempenho e uma manutencgao regular que assegure o equilibrio dos
ambientes internos. Estando o edificio com problemas estruturais, o que se encontra no
seu interior também estara comprometido. Logo, se n3ao beneficiarem de correta
manutencdo, as estruturas de cobertura podem enfrentar natural enfraquecimento e
vir a provocar instabilidade estrutural.

Alcancar o nivel de preservacao desejado no ambiente interno nas construcdes
em geral, onde se incluem os locais de cobertura nos edificios histdricos de uso corrente
ou que abrigam colecdes museoldgicas, requer praticas preventivas planeadas e
sistematicas, com intervengdes direcionadas para solu¢des que minimizem ou
neutralizem ao mdaximo os problemas que possam comprometer o conforto, a

seguranca e saude das pessoas e acervos nos museus (Ribeiro, 2010).
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CAPITULO 2

Natureza e carateristicas relevantes da madeira

Ao longo do processo civilizacional, a madeira foi um material sempre presente
no desenvolvimento humano, mantendo-se valorizada e utilizada em distintas
aplica¢cbes, como transporte, abrigo e defesa, entre muitas outras. Possui qualidades
gue facilitam o seu uso e encontra-se disponivel na maioria dos ambientes do globo
terrestre. Embora tenha alta durabilidade, sofre altera¢des e desgaste em consequéncia
da acdo atmosférica, estimando-se uma perda aproximada de 0,5 cm de material a cada
século (Patton, 1978). A sua natureza organica torna-a especialmente vulneravel ao
fogo, aos agentes ambientais e bioldgicos. Nao obstante, em funcdo da sua constituicdo
e estrutura, existem espécies muito resistentes que podem durar centenas de anos

(Larsen & Marstein, 2000).

2.1. Composicao

Os elementos quimicos que compdem a parede celular do tecido vegetal sdo
principalmente celulose, hemicelulose e lignina (ou lenhina). A celulose constitui-se
como um polissacarideo, componente polimérico em maior propor¢cdao na madeira e
com elevado peso molecular. A hemicelulose, também um polissacarideo, mais
abundante nas folhosas, é o componente polimérico mais higroscdpico das paredes
celulares, com composicao diferenciada, e atua como um ligante. Por fim a lignina, um
composto fendlico formado por um sistema aromatico com unidades de fenilpropano,
gue confere maior rigidez ao atuar na unido das células e na reducdo da permeabilidade
a agua das paredes celulares, possuindo propriedades hidrofdobicas (Gonzaga, 2006;

Tsoumis, 2009) e, portanto, conferindo resisténcia a acOes mecanicas e
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(micro)bioldgicas aos tecidos vegetais. Encontram-se também, em baixa concentragao,

substancias poliméricas secundarias, os extrativos.

As madeiras provenientes de arvores folhosas, conhecidas por madeiras duras

(hardwoods), e as de arvores resinosas, onde se incluem as coniferas, também

designadas como madeiras brandas (softtwoods), apresentam diferencgas no teor dos

elementos quimicos constitutivos, cujos valores podem ser vistos na Tabela 2.

Tabela 2: Percentagem média das substancias macromoleculares, em folhosas e

resinosas, especificamente nas coniferas.

Constituintes Folhosas (%) Coniferas (%)
Celulose 45 + 2% 42 + 2%
Hemicelulose 30+ 5% 27 + 2%
Lignina 20+ 4% 28+ 2%
Extrativos 3+2% 5+3%

Fonte: Adaptado de Klock, Mufiiz, Hernandez e Andrade (2005).

2.2. Carateristicas

A madeira é um material proveniente do tronco de uma arvore morta, cujo

tecido é formado, geralmente, por células ocas, alongadas e dispostas paralelamente

umas as outras, que desempenham diferentes fungdes com importantes carateristicas,

gue variam conforme a direcdo das suas fibras (Burger & Richter, 1991). N3o se pretende

aqui explorar todas as carateristicas inerentes as madeiras, mas apenas salientar, de

forma sumdria, as de maior relevancia e de interesse para o estudo em questao.

2.2.1. Higroscopicidade e teor de humidade

A madeira é considerada um material higroscépico, apresentando a capacidade

de absorver dgua ou vapor de agua ambiental, de forma a estabelecer um equilibrio com

o ambiente (Silva & Oliveira, 2003). O indice de higroscopia é inversamente proporcional

a densidade da madeira (Pfeil, 2017).
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O teor de humidade varia conforme a espécie e influencia diretamente o seu
comportamento quanto a trabalhabilidade, equilibrio dimensional, resisténcia mecanica
e durabilidade. Corresponde a relacdo entre a massa de dgua contida no material
lenhoso e a sua massa propria. Um bom indicador para aferir a taxa de agua contida na
madeira é o Ponto de Saturacdo das Fibras (PSF), que se situa entre 25% e 30%, na
maioria das espécies, podendo baixar até 18% ou ficar proxima dos 40% (Cruz & Nunes,

2008; Araujo, 2016).

2.2.2. Anisotropia e retratibilidade

De acordo com Araujo (2016), a anisotropia é entendida como os diferentes
comportamentos da madeira nos varios planos de orientacdo e estd relacionada com a
variagao dimensional que ocorre no intervalo entre o Ponto Seco (PS), 0% de humidade,
e o PSF.

A retratibilidade volumétrica da madeira expressa a variacao total ocorrida na
variacdo higroscépica, isto é, estd relacionada com a variacdo dimensional da madeira
em funcdo da troca de humidade entre o material e o ambiente envolvente. Assim, a
madeira sofre retragdo, ou contragdo, e inchamento, ou dilatacdo, quando ocorre
variacdo da humidade entre o PS e o PSF (Pfeil, 2017). Sendo a madeira um material
anisotrdpico, as contrac¢des lineares que ocorrem ao longo dos planos de orientagao da
madeira sdo, portanto, diferentes e sdo potenciais responsaveis por um conjunto de

danos que podem surgir, como deformacdes (ou empenos), fissuras e fraturas.

2.2.3. Densidade

A densidade define-se como a razao entre a massa seca e o volume saturado da
madeira (Raven et al. 2001; Botelho Jr., 2006). E um dos principais indicadores da
resisténcia e qualidade da madeira, que varia conforme a espécie, tanto no plano

longitudinal como no radial. As madeiras mais densas, relativamente as mais leves, sdo
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as que menos se retraem. Para sua boa utilizacdo, é importante conhecer carateristicas

relacionadas com a densidade, como dureza, resisténcia a pregos e trabalhabilidade.

2.2.4. Relagdo com o fogo: Resisténcia e reagao

A madeira é um material combustivel e esta presente nos diferentes elementos
da construgao, tais como revestimentos, portas, janelas, escadas e outros assim como
os elementos estruturais, vigas, paredes estruturais e as coberturas. Ndo obstante,
qguando submetida a altas temperaturas, mostra-se resistente por um tempo
consideravelmente longo. Ao serem queimadas, as madeiras com grandes diametros
formam uma camada externa de carvdo que vai funcionar como isolante, permitindo
conservar a resisténcia mecanica e suportar o fogo por maior periodo (Szlics, Terezo,
Valle & Moraes, 2006; Castro & Guimaraes, 2018).

Para melhor assegurar o desempenho as reacdes do fogo e aumentar direta ou
indiretamente a resisténcia em situagdes de incéndios, as madeiras podem ser tratadas
com produtos retardadores de combustdo combinados com protecdes de tintas e
vernizes ignifugos. Normas especificas e regulamentos classificam o comportamento e
as condicbes de reacdo ao fogo relativas aos materiais e elementos utilizados nos
edificios (Fonseca, 2017).

Em Portugal, a norma europeia EN 13501-1 (2018), é utilizada para classificar a
reacao ao fogo (Euroclasses) de produtos e elementos de construcdo conforme seu grau
de incandenscéncia e, no Brasil, as exigéncias de classificagdo do comportamento face
ao fogo para materiais e elementos de construcdo sdo estabelecidas pela norma

brasileira ABNT NBR 16626 (2017).

2.2.5. Durabilidade: Resisténcia a biodeterioracao

A durabilidade ou resisténcia natural da madeira resulta diretamente da sua

capacidade de resistir a acdo de organismos e de oferecer boas condi¢cdes ao uso,

23



exposicdo e seguranca. Embora suporte grande esforco estrutural, a madeira é um
material vulneravel aos agentes ambientais, principalmente a potenciais alteragdes
decorrentes da acao de agentes bioldgicos, em particular dos fungos que, por meio da
atividade de nutri¢cao, modificam as suas propriedades e a deterioram (Ritter & Morrell,
1990). As circunstancias do meio ambiente influenciam as suas condi¢des de conforto e
proliferagdo e contribuem para o processo de deterioragao (Brito, 2014).

Conhecer e estimar a resisténcia natural da madeira e os aspetos relacionados
as deterioracbes sdo de grande importancia quanto a escolha e uso desse material,
sendo tambem relevante para evitar gastos desnecessarios em intervencdes de
reposicao e atenuar o uso de produtos tdxicos para a preservacdo. A durabilidade
natural da madeira em relagdo a biodeterioracdo varia de acordo com a espécie e
respetivas carateristicas intrinsecas. E, ainda, diferente dependendo da sec¢do extraida
datora, sendo o alburno menos resistente do que o cerne. (Szlics et al., 2008). Tratando-
se de elementos de cobertura, usualmente foram utilizadas sec¢cbes provenientes do
cerne, que apresentam estrutura mais densas e menos porosa, com elevado teor de
substancias tdéxicas na sua composicdo, os extrativos, qua atuam como repelentes
naturais e, portanto, naturalmente mais resistentes a acdo dos agentes bioldgicos.
Quando de boa qualidade e com uma boa conservagao, apresenta elevada resisténcia
ao tempo (Burger & Richter, 1991).

Dependendo do tipo de observacdo, as carateristicas da madeira podem

organizar-se em funcdo da escala macroscépica e microscopica.

a. A escala macroscépica

As carateristicas macroscopicas da madeira encontram-se organizados em duas
categorias: organoléticas e macroanatdmicas. As organoléticas ou sensoriais sdo as que
podem ser percecionadas pelos sentidos, como brilho, cor, sabor, odor, textura, grao e
dureza (Raven et al.,, 2001; Botosso, 2009). As macroanatémicas incluem a forma,
dimens3o e/ou distribuicdo dos elementos celulares, como vasos, raios parenquimaticos

e parénquima axial e os anéis de crescimento que podem ser notados a vista desarmada
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ou com recurso de uma lente de aumento (lupa conta-fios) (Botosso, 2009). A
observa¢do de um corte transversal (Figura 9) permite perceber as diversas camadas

gue formam a estrutura macroscépica do tronco, por exemplo, de uma folhosa.

MEDULA

XILEMA CERNE ANEIS DE CRESCIMENTO

ALBURNO

CASCA EXTERIOR

RAIOS

| -
ALBURNO CAMBIO FLOEMA

Figura 9: Corte transversal do tronco de uma folhosa. Esquema anatdmico da sua estrutura, a
partir de Gonzaga (2006, p. 21).

Externamente, a estrutura estd envolta por uma casca, parte seca e morta, cuja
funcdo é proteger as demais camadas internas. Sobrepde-se ao floema, ou casca
interior, que tem como funcgao principal o transporte da seiva elaborada a ser distribuida
ao cambio e ao alburno. Em seguida, encontra-se o cdmbio, parte viva entre a casca e o
alburno, que serve para a producdo do tecido secundario. Trata-se de pelicula de
espessura microscopica e é o tecido que produz o crescimento diametral do tronco,
gerando um anel exterior para o floema, e um interior para o xilema, considerada a
madeira propriamente dita, que se divide em alburno, cerne e medula (Gonzaga, 2006).
O alburno (brancal ou borne), por sua vez, € uma camada porosa, sempre em tonalidade
mais clara, e que permite a passagem dos nutrientes. Essas camadas envolvem o cerne

(ou durame), parte ndao-condutora, dura e resistente, geralmente escurecida, cuja
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funcdo é conferir sustentacao ao tronco. Na parte central estd a medula, que armazena
substancias nutritivas (Raven et al., 2001).

Interessa salientar que a coloracdo escurecida do cerne resulta do elevado teor
de extrativos que se concentram nesta regido, aromatica em alguns casos. Em certas
espécies, exercem a funcdo de preservantes naturais. S3o substancias téxicas para os
organismos xil6fagos pelo que as sec¢des de madeiras mais escuras sao consideradas

mais durdveis (Raven et al., 2001; Jdia, Fonseca, Silva & Marques, 2006).

b. A escala microscépica

Genericamente, as madeiras provenientes de arvores coniferas e de arvores
folhosas apresentam carateristicas microscépicas diferentes (Figura 10). A identificagao
é feita recorrendo a incisGes no material, que vao permitir observar, com auxilio de um
microscopio 6tico, as estruturas anatémicas nos planos transversal, radial e tangencial.
Consideram-se também as microestruturas dos tecidos e das células que constituem o
lenho, os tipos de pontuac¢des, detalhe das paredes celulares, organizacao celular dos

raios parenquimaticos, dimensao das células, entre outras (Gonzaga, 2006).

(b)

Figura 10: Planos anatdmicos da madeira e microelementos estruturais para coniferas (a) e folhosas (b)
(Gonzaga, 2006, p. 23 e 25, respetivamente).
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Os defeitos na estrutura da madeira podem comprometer as suas carateristicas
mecanicas e resisténcia, tanto os que tém origem natural e resultam da estrutura
anatdmica (nds, fraturas e fissuras), como os causados pelo processamento (Pfeil & Pfeil,
2003; Cruz & Nunes, 2008). Sua presenga pode, de certa forma, colocar em causa a
utilizacdo total ou parcial de determinada seccdao da madeira, condicionando sua
durabilidade ao possibilitar a entrada de organismos no interior da madeira por meio

das pequenas abeturas promovidas pelos defeitos (Baido, 2014).
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CAPITULO 3

Deterioragao da madeira: Agentes gerais e especificidade dos

fungos

A madeira apresenta, portanto, carateristicas que a tornam um material com
interesse na execucdo de variadas estruturas. Ndo obstante, apresenta também
algumas limitagdes. Na Tabela 3, ensaia-se a sistematiza¢dao das vantagens e limita¢des

da sua utilizagao.

Tabela 3: Vantagens e limita¢Ges da utilizacdo das madeiras.

VANTAGENS LIMITACf)ES
Economia de energia na produgao Heterogeneidade
Higroscopicidade. Bom isolamento térmico e Anisotropia
acustico
Material sustentdvel e renovavel Variabilidade de carateristicas

entre espécies

Boa relacdo qualidade/preco Limitacao de dimensdes
Matéria-prima versatil Retratibilidade
Grande resisténcia ao choque e deformagées Combustibilidade
pelo fogo
Alta resisténcia mecanica Vulneravel a agentes bioldgicos

Otima trabalhabilidade

Fonte: Adaptada de Araujo (2016).

Apesar das vantagens serem em numero relevante, a origem natural e a natureza
organica da madeira tornam-na um material singular, vulnerdvel a processos de
deterioracdo gerais e especificos dos contextos em que é inserida a exercer as suas

funcdes, para além de exibir carateristicas que refletem as condi¢des naturais do
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processo de crescimento da arvore de onde provém, que vao influenciar o seu
comportamento.

De facto, enquanto ser vivo e tal como todos os outros, a arvore reflete no seu
processo de crescimento o ecossistema em que se desenvolveu e as influéncias
especificas dos agentes abidticos e bidticos que dele fazem parte e interagem em
relacdo sistémica. Tais agentes podem ter efeitos fisicos, quimicos ou fisico-quimicos.

Os agentes abidticos sdo representados, entre outros, pelas carateristicas
geoldgias do solo e pelo conjunto que constitui o clima, como a precipitacdo, a pressao,
a temperatura ou a luz. Os agentes bidticos sdo representados por organismos vivos que
formam uma comunidade bioldgica, a biota, como plantas, animais e microrganismos,
como bactérias e fungos. A estrutura e funcionamento dessa comunidade é
determinada pelos agentes abidticos e, por sua vez, influencia o ecossistema do qual faz
parte. Chang et al. (1982) indicam que os efeitos gerados pela a¢do dos agentes abidticos
sobre a madeira sdo lentos e provocam uma perda ligeira de material da superficie, em
média de 6 mm para 100 anos.

Quando a arvore é abatida e passa a exercer outro tipo de fungdo Util ao homem,
através da utilizacdo da sua madeira, as suas carateristicas vao, mais uma vez, influenciar
e ser influenciadas pelas carateristicas dos seus contextos, tanto em termos gerais como

especificos.
3.1. Principais agentes gerais de deterioracao

3.1.1. Agentes ambientais

Ainda que, supostamente, protegidas por contextos de interior a edificios, as
estruturas em madeira das coberturas podem preservar-se ou sofrer danos e perdas
resultantes da acdo de agentes ambientais, como a humidade relativa (HR), a ventilacao,
as radiacgOes, visiveis e invisiveis, ou a temperatura (T), em funcdo das suas condicbes e

reacOes sinérgicas.
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Considerando as carateristicas de higroscopicidade e anisotropia da madeira, de
todos os agentes ambientais, a HR sobressai como apresentando significativa
importancia. As suas oscilacdes conduzem a variacdes volumétricas na madeira, o que
podera comprometer as suas carateristicas mecanicas e resisténcia (Logsdon, 1998).
Essas oscilacdes, em funcdo da sua frequéncia e amplitude, podem conduzir a esforcos
de tensdo entre os elementos da estrutura e conduzir a deformacgdes, ou empenos,
fissuras e fraturas. Quando ndo sao ultrapassados os limites especificos de cada espécie,
as alteragGes sdo reversiveis e a madeira mantém a sua resisténcia (Machado, Dias, Cruz,
Custadio & Palma, 2009).

As condicbes de ventilacdo, outro agente importante, podem favorecer a
diminuicdo da HR, se promoverem a ajustada renovagao e circulagao do ar. Ambientes
fechados e mal ventilados sdo predispostos a possiveis anomalias termohigrométricas,
possibilitando a reten¢do da humidade no local, o que levara a sua absor¢do por parte
da madeira e podera causar a perda da sua resisténcia e, sinergicamente, facilitar a acdo
de agentes biolégicos (Castro & Guimaraes, 2018).

A acdo da luz solar pode também causar danos nas madeiras, em funcao da dose
de exposicdo aos diferentes tipos de radiacoes. Terd tanto maior capacidade de atuacao
guanto menor for a protecao garantida pelo revestimento em telha, pelo que a sua
manutencdo é essencial. Quando a acdo protetora de tal revestimento falha e a luz solar
age em sinergia com as aguas da chuva, provoca a degradacdo quimica da lignina
existente na superficie da madeira, produzindo alteracbes de cor, tom e textura,
conhecidas como intemperismo (Cruz, 2001; Machado et al., 2009). Apesar disso, esses
danos sdo considerados brandos se atingirem uma camada muito fina da superficie da
madeira, ndo influenciando a resisténcia do material. As consequéncias serdo apenas de
natureza estética (Cruz, 2001). No entanto, no caso de exposi¢cdo prolongada e da
superficie ndo receber o tratamento adequado, ocorrera a perda progressiva e continua
dessa camada, o que conduzird a reducao da espessura do travejamento e a alteracao

das proporc¢des das pecas estruturais (Ritter & Morrell, 1990; Calil Jr. et al., 2006).
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As agOes sinérgicas ambientais podem resultar em fendmenos de dilatagdo e
contragao, com efeitos de dano, como perda de elementos, fraturas e deformagdes, e
conduzir a sobrecargas para as madeiras estruturais, resultando em instabilidade, falhas

e colapso (Ritter & Morrell, 1990; Cruz & Nunes, 2008; Sousa et al.2014).

3.1.1.1. Temperaturas altas extremas

Como anteriormente referido, a madeira € um material combustivel. Portanto,
considerando temperaturas altas extremas, o fogo é o agente que mais rapidamente a
podera deteriorar e consumir.

Quando sujeita ao fogo, a madeira decompde-se libertando compostos volateis
inflamdveis que, expostos ao calor, convertem-se em chamas que, por sua vez, aquecem
a madeira ainda ndo atingida e promovem a libertacdo de mais compostos gasosos
inflamdveis e alimentam a combustdo. Nao obstante, as pecas espessas e robustas de
madeira formam uma camada superficial de carvao, que age como uma espécie de
isolante, o que impede a rdpida saida de vapores inflamdveis e a propagacao de calor
para o interior da sec¢do. Tal, reduz a velocidade de aquecimento e deterioracao do
material, contribuindo favoravelmente para melhorar a capacidade de sustentacdo das

cargas da edificacdo (Lepage, 1986; Cruz & Nunes, 2008).

3.1.2. Agentes bioldgicos

Em geral e em grande parte, a deterioracdo da madeira resulta da acdo de
organismos que dela necessitam para sobreviver e proliferar. Para além de precisarem
da madeira como fonte de alimento, esses organismos precisam de condi¢des
ambientais apropriadas para se desenvolverem (Brito, 2014; Parma & Icimoto, 2018).

Portanto, as condi¢Ges termohigrométricas determinam a ocorréncia da
biodeterioracdo da madeira e a sua taxa de humidade é responsavel por definir os

organismos que vao coloniza-la e em que proporc¢ées. Contudo, o nivel de dependéncia
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dos organismos a esses fatores é varidvel. Ndo obstante, o controlo de algum deles pode
limitar ou mesmo impedir a agdo bioldgica e favorecer a preservagao da madeira (Ritter
& Morrell, 1990).

Nesta seccdo, serdo considerados apenas os agentes bioldgicos que atuam na
deterioracdo da madeira de estruturas de sustentacdo das coberturas de edificios
histéricos, ndo sendo mencionados agentes relacionados com contextos marinhos, ou

outros.

3.1.2.1. Insetos

Os insetos sdo organismos capazes de extrair porcdes considerdveis de fibras da
madeira e, com isso, podem criar condi¢des favoraveis para disseminar e dar inicio ao
crescimento de fungos cromogéneos e apodrecedores, favorecendo a propagacdo do
material fingico para outras partes da estrutura. Encontram-se incluidos em algum tipo
de simbiose e sdo considerados agentes deterioradores da madeira as formigas
carpinteiras (especialmente no Brasil e devido a estratégias de arboriza¢do urbana), os
cupins (no Brasil, ou térmitas, em Portugal) e as brocas de madeira (no Brasil, ou

carunchos, em Portugal) (Brito, 2014).

a. Formigas carpinteiras

Da familia Formicidae, as vulgarmente conhecidas por formigas, de que se
destaca a espécie Camponotus pennsylvanicus, pertencem a ordem dos Hymenoptera.
Vivem em coldnias e desenvolvem galerias na madeira para local de abrigo, sem a
utilizar como alimento. Conforme Brito (2014) e Moreschi (2013a), de modo geral as
formigas tém preferéncia por madeiras hiumidas n3do tratadas e macias ou que ja se
encontrem processadas enzimaticamente por fungos, ou seja, em estagios iniciais do
processo de deterioracdo. Mesmo que as madeiras tenham recebido algum produto

imunizante, podem ser alvo da acdo das formigas carpinteiras, o que faz delas um
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problema para a sua preserva¢dao em elementos construtivos, por exemplo de portas,
janelas, soalhos, forros, para além das armacgdes de cobertura.
As formigas carpinteiras cultivam diferentes espécies de fungos cuja relacdao

associativa lhes serve para nutricao (Muller, Rehner & Schultz, 1998).

b. Térmitas/Cupins

As térmitas, tal como sdo conhecidas em Portugal, ou cupins, designacdo comum
no Brasil, sdo importantes agentes bioldgicos deterioradores de madeira e pertencem a
ordem Isoptera. Muito bem adaptadas a climas tropicais, podem, contudo, desenvolver-
se bem em climas temperados. Normalmente, sdo conhecidas como térmitas de solo ou
subterraneas e de madeira seca. Vivem em coldnias e caraterizam-se por serem insetos
eussociais (Wood, Johnson, Bacchus, Shittu & Anderson. 1982; Aanen & Eggleton, 2005).
Na fase de acasalamento dispersam-se em revoadas. Beneficiam de processo simbidtico
ao cultivar os fungos que lhes servem como fonte de nutricdo, influenciando o seu
desenvolvimento e sobrevivéncia (Wernegreen, 2004), para além de se alimentarem de
todo o tipo de material que contenha celulose, como a madeira, onde escavam galerias.

Para eliminar as térmitas subterraneas, é necessario encontrar o acesso a sua
coldnia e atingi-la com produtos téxicos. Os elementos em madeira infestados por elas
devem ser trocados por outros sadios, com boa resisténcia natural e tratados. Em
relacdo as térmitas de madeira seca, quando a infestacao é ligeira, o controlo torna-se
mais facil e procede-se de forma semelhante ao caso anterior. Caso a infestacdo seja
intensa, os elementos da estrutura comprometidos devem ser tratados com produto
téxico a esses insetos, mas que ndo tragam prejuizos ao homem e nem ao meio
ambiente. Em estruturas de grandes dimensdes e que ndo permitem o desmonte, como
as armacoes de cobertura, torna-se quase invidvel essa solucao (Moreschi, 2013a).

Atualmente, sdao conhecidas nove familias de térmitas em todo o mundo, e
destas, pelo menos quatro sdao expressivas no Brasil, nomeadamente Kalotermitidae,
Rhinotermitidae, Serritermitidae e Termitidae (Lelis et al., 2001). Esta ultima inclui a

subfamilia Nasutitermitinae, que tem ampla distribuicdo por todas as regides tropicais

33



e a maior diversidade de espécies (Santos, 2016). Em Portugal, as térmitas sdo
representadas pelas familias, Rhinotermitidae com destaque para o género
Reticulitermes, e familia Kalotermitidae com os géneros Kalotermes [espécie
Kalotermes flavicollis (Fabricius, 1793)] e Cryptotermes [espécie Cryptotermes brevis
(Walker, 1853)] com ocorréncia natural por todo o pais, sendo reconhecidas como uma
praga para a madeira em servigo, em particular, em construgdes histéricas (Nunes et al.,

2005; Ferreira et al., 2013).

c. Carunchos/Brocas-de-madeira

Os insetos vulgarmente conhecidos como carunchos, em Portugal, e brocas-de-
madeira, no Brasil, pertencetes a ordem dos Coledpteros (Coleoptera) e distribuem-se
por, pelo menos, 113 familias. Desenvolvem-se em 4 fases, ovo, larva, pulpa e adulto.
A fase larval é a mais longa e durante a qual podem ocorrer grandes danos para as
madeiras (Ritter & Morrell, 1990). Pode reconhecer-se a sua presenca no material pela
existéncia de monticulos de pé da madeira e de pequenos orificios circulares, areas de
saida das galerias que produzem na fase adulta e através dos quais expelem os
excrementos (Brito, 2014; Parma & Icimoto, 2018).

Os carunchos desenvolvem-se tanto na arvore viva como na madeira em uso, em
diferentes condicdes de teor de humidade. Considerando estruturas em construcoes,
interessa destacar as familias Cerambycidae, Anobiidae, Bostrichidae e Lyctidae, pelos
avultados danos que podem causar, sendo as trés ultimas as de ocorréncia mais
frequentes no Brasil. Em contexto museoldgico, bem como noutros responsaveis pelo
patromoénio cultural, os carunchos podem existir e danificar a madeira de suporte aos
elementos de construcao do edificio e decoragao dos espagos, bem como dos acervos,
de forma discreta, mas continia (Ritter & Morrell, 1990; Bravery, Berry, Carey & Cooper,
1992).

As espécies das familias Cerambycidae, Anobiidae e Bostrichidae instalam-se,
preferencialmente, nas madeiras dos elementos estruturais e de decoracdo, quando

empregues sem prévio tratamento (Berry, 1994). A familia Lyctidae, da qual se destaca
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a espécie Lyctus brunneus, instala-se em todos os tipos de madeiras densas, em todas
as regioes do globo, quando apresentam teores de humidade acima de 8% (Ritter &

Morrell, 1990).

3.1.2.2. Microrganismos

Os microrganismos possuem preferéncias em relagdio a condigdes de
temperatura e, dentro de cada espécie, podem ser classificados como psicréfilos
(preferem o frio), mesofilos (preferem temperaturas moderadas) e terméfilos (preferem
altas temperaturas). Os mais comuns sdo os meséfilos, cuja temperatura de conforto é
de 25°Ca 40 °C.

Em relacdo a necessidade de oxigénio, de modo geral, todos os microrganismos
requerem esse elemento para o processo respiratorio, a excecdao das bactérias
anaerdbias (Tortora, Funke & Case, 2016).

As bactérias sao importantes colonizadores e desenvolvem-se quando a madeira
se encontra encharcada por semanas ou meses. A exposicao do material a elevados
teores de humidade provoca o aumento da permeabilidade e, em niveis avanc¢ados, a
superficie da madeira torna-se amolecida. A deterioracdo é um processo lento e ndo
causa sérios danos. Porém, se o material se mantiver muito tempo encharcado, pode
ser muito agressivo (Brito, 2014).

Os fungos, dado o facto de serem assunto de estudo, sdo considerados de

seguida em seccdo destacada.

3.2. Os fungos e suas especificidades

Os fungos encontram-se distribuidos por todo o mundo, com vaiagdes regionais

em funcdo das diferentes condicdes ecoldgicas e predominio nos ambientes terrestres

e aquaticos. Desenvolvem interacdes associadas a outros organismos como parasitas de

vegetais, animais, algas e outros fungos; como mutualistas (simbiose), estabelecem e
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formam associacdes com raizes de plantas (micorrizas), rimen e ceco de mamiferos
herbivoros ruminantes (fungos anaerdbios) e ninhos de formigas (Alexopoulos, Mims &
Blackwell, 1996). Em ambientes de interior, a relacdo de simbiose entre fungos e alguns
insetos, como as formigas, térmitas e carunchos, possibilita a sua colonizagdo das
madeiras nas estruturas de cobertura. As formigas servem como veiculo propagador
para levar os fungos a locais inacessiveis, colonizando mais facilmente o material
(Wernegreen, 2004; Schultz, Mueller, Currie & Rehner, 2005).

S3o organismos que possuem uma atuacdo relevante no equilibrio dos
ecossistemas e para a vida humana, pois destacam-se na natureza enquanto saprobios
e a sua principal funcdo ecoldgica é serem decompositores dos substratos organicos
(Putzke & Putzke, 2004). Assim, os fungos sdo os principais organismos de deterioragao
da madeira e, consequentemente, considerados um problema na preservacdo de um

extenso conjunto de elementos culturais de valor patrimonial.

3.2.1. Taxonomia e carateristicas gerais

Por taxonomia, entende-se a ciéncia da classificacdo que cataloga os organismos
em grupos ou taxa. O taxon pode indicar uma unidade em qualquer nivel de um sistema
de classificacdo. A estrutura hierarquica da classificacdo cientifica usada em biologia
considera os niveis, ou taxa: Vida, Dominio, Reino, Filo ou Divisdao, Classe, Ordem,
Familia, Género, Espécie. Os fungos estdo classificados no Dominio Eukarya, onde se
encontra o Reino Fungi cuja classificacdo atual foi proposta por Hibbett et al. (2007) que,
baseada em dados moleculares e em estudos taxondmicos anteriores, considera os filos
Microsporidia, Chytridiomycota, Neocallimastigomycota, Bastocladiomycota,
Glameromycota, Ascomycota e Basidiomycota determinando que os dois ultimos
formam o sub-reino Dikarya. O grupo conhecido como fungos conidiais ou assexuais
sem valor taxondmico, é caraterizado pela reproducao assexuada e relacionado com o
sub-reino Dicarya. Tradicionalmente, os fungos que possuem maior importancia nos

processos de deterioracdao de madeiras sdo, em maioria, pertencentes a esse sub-reino.
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O filo Ascomycota (fungos ascomicetos) é composto por grande quantidade de
espécies habituais (familiares) e economicamente importantes, onde se incluem os
bolores (fungos com hifas septadas) e algumas leveduras. Com reproducao tipica, os
ascos, produzem esporos meidticos (ascésporos) em grandes quantidades, com mais de
64 mil espécies descritas. O filo Basidiomycota (fungos basidiomicetos), também possui
hifas septadas e estruturas de reproducdo tipicas, os basidios, existindo inumeras
espécies conhecidas e importantes, como os cogumelos, orelhas-de-pau e as ferrugens.
Sdo conhecidas mais de 32 mil espécies (Tortora et al., 2016).

Os fungos sdo organismos ubiquos, em maioria saprofitas e encontram-se
vastamente distribuidos no globo terrestre. Ndo possuem clorofila e, na generalidade,
sao filamentosos e multicelulares (Putzke & Putzke, 2004). Encontram-se dispersos em
guantidade considerdvel na atmosfera juntamente com outros microrganismos,
substancias poluentes gasosas e particuladas e podem depositar-se sobre as superficies
expostas das madeiras formando camadas que se convertem em nutrientes, o que
contribui para a deterioracao desse material (Sdiz-Jiménez, 1995; Gaylarde & Gaylarde,
2002). Formam coldnias miceliais constituidas por estruturas em forma de filamentos
bem finos, semelhantes a fios de algodao, apresentando, habitualmente, um didametro
compreendido entre 6 e 15 um. Estes filamentos do micélio vegetativo do fungo sao
conhecidos por hifas e servem para o fixar ao substrato, nutri-lo e edificar as estruturas
reprodutoras. Nutrem-se por meio de processos enzimaticos capazes de romper as
moléculas organicas, inclusive a celulose e lignina, e metabolizam os compostos de
carbono presentes na madeira, alterando os componentes quimicos e estruturais,
decompondo assim o substrato (Raven et al., 2001).

Na generalidade, os fungos sdo aerébios e, para o seu crescimento e reproducao,
dependem de um ambiente em que a percentagem de oxigénio seja considerada 6tima,
isto é, concentragdes similares a atmosférica que é de 20%. Contudo, existem alguns
que se desenvolvem com baixas concentra¢cdes ou mesmo em anaerobiose (Mendes &

Alves, 1988).
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Para além do oxigénio, também a temperatura e a humidade sdao fundamentais
para o crescimento e a multiplicacdo dos fungos sobre a madeira. A temperatura
considerada 6tima é aguela em que cada espécie pode crescer melhor. De modo geral,
desenvolvem-se bem com temperaturas que se encontram entre 21 °C e 30 °C,
incluindo-se nessa faixa a maioria dos fungos deterioradores (Mendes & Alves, 1988;
Ritter & Morrell, 1990). O desenvolvimento dos fungos nas madeiras ocorre,
geralmente, quando a percentagem de humidade estd acima de 20% (Mendes & Alves,
1988; Brito, 2014) embora alguns sejam capazes de se desenvolver sobre materiais que
apresentem um teor de apenas 7% ou 8% de humidade (Ponta & Havermans, 2017).

No que diz respeito ao processo de reproducdo, este pode ocorrer na forma
sexuada ou assexuada, quando sao formados os esporos ou conidios de diferentes tipos.
Constituem estruturas de reduzidas dimensdes que se espalham livremente. S3o
difundidos no ambiente pelo vento e, naturalmente, podem ser encontrados sobre as
superficies expostas. Em condicGes adversas, os esporos podem ficar inativos por longos
periodos (Ritter & Morrell, 1990; Raven et al., 2001).

A Tabela 4 mostra os fatores considerados decisivos para germinacdo e

crescimento dos fungos, e respetivas variacées dos valores minimos e maximo.
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Tabela 4: Fatores e condicdes que influenciam o desenvolvimento dos fungos.

Fator Unid. Condigdes Observagdes
Minimo Miéximo
Temperatura oc 3 60 Estd condicionada a
superficial espécie de fungo e a fase

de desenvolvimento
(germinacgdo de esporos
ou crescimento de
micélio).
Os nutrientes podem ser
- - - encontrados em

Humidade relativa
proxima da % 70 100
superficie

Nutrientes do

substrato sujidades acumuladas.
Depende da humidade
relativa e da
pH da superficie - 2 11 temperaturadoare é
influenciado pelos
fungos.
Teor de oxigénio na % 0,25 - Sempre presente.
atmosfera
Depende da
Tempo h/d 1 - temperatura e da

humidade relativa.

Fonte: A partir de Sedlbauer (2001, p.164).

3.2.2. Fungos de interesse para a deterioracdo da madeira, processos e

evidéncias de atuacao especificos

No estagio de desenvolvimento, os fungos atuam sobre a superficie das madeiras
de modo a causar alteracGes na matéria organica que a compoe. Essas alteracdes sao,
na maior parte dos casos, a¢des continuas que resultam em processos conhecidos como
de deterioracdo (Ritter & Morrell, 1990). A medida que a atuacdo pelos fungos se
apresenta mais ativa sobre o substrato, condi¢cdes facilitadoras sao criadas para que
outras espécies fungicas agressivas se estabelecam em camadas mais profundas no
material (Lumley, Gignac & Currah, 2001). Allsopp, Seal e Gaylarde (2004) consideram
gue esta é uma das a¢des mais indesejaveis, por desencadear sérios problemas a
durabilidade e preservacdo do material. Além disto, originam dificuldades nos
tratamentos ou acarretam danos que se apresentam irreversiveis (Ritter & Morrell,

1990; Lelis et al., 2001) gerando vultosos prejuizos financeiros e perdas de referénciais
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inestimaveis do patriménio de interesse historico e cultural, além de provocar
problemas na saude dos utilizadores e profissionais (Allsopp et al., 2004).

Nesses processos, a humidade é um fator que atua como estimulador das
diferentes formas de deterioragdo (Lebow & Anthony, 2012). Quando a percentagem de
HR é superior a 20%, verificam-se danos que alteram o seu desempenho,
desencadeando o processo de biodeterioragdo. Assim, usualmente, sdao aplicados como
indices ideais para a preservacdo, os percentuais que compreendem o intervalo entre
20% e 25%, ou seja abaixo do desejavel para o desenvolvimento dos fungos.

No entanto, tal intervalo é muito dificil de atingir e manter nos contextos normais
de coberturas, especialmente em ambientes tropicais e junto ao mar. De modo geral, as
madeiras de estruturas em coberturas nos edificios histéricos localizam-se em locais
fechados e pouco ventilados, cuja tendéncia a formar bolsas de ar estanques favorece a
retencdo da humidade, que serd absorvida pelo mesmo material e, portanto,
apresentara dificuldades em manter tais niveis de HR, tornando-se vulneraveis a acao
de fungos (Gaylarde & Gaylarde, 2002). Assim, os tratamentos biocidas aplicados nas
superficies representam um papel importante para a durabilidade das madeiras
(Tampone, 1996; Viitanen et al., 2010).

A acdo de deteriorar, de per si, representa a existéncia de um estdgio mais
intenso para atingir o processo de decomposicao da matéria propriamente dito, no qual
os fungos penetram pelas paredes celulares do tecido vegetal, apds iniciar lentamente
0 seu crescimento, e progridem para o interior das madeiras (Highley & Dashek, 1998).
Com base no tipo de deterioragao que os fungos desenvolvem nas madeiras, podem ser

divididos em duas categorias: fungos cromogéneos e bolores; e fungos de podridao.

3.2.2.1. Fungos cromogéneos e bolores

Os fungos cromogéneos (wood-stain fungi) e os formadores de bolores (wood-

molds fungi) pertencem ao Filo Ascomycota e representam o grupo primario de infecao,

0 que primeiro coloniza e produz alteracbes nas camadas superficiais das madeiras
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(Vianna Neto & Milano, 1984). Nutrem-se das substancias de reserva das células da
camada externa e da matéria organica que se deposita no material do alburno. Nao
obstante, ndo comprometem a resisténcia fisico-mecanica da madeira (Botelho Jr.,
2006).

A contaminacdo das madeiras por este tipo de microrganismos, geralmente,
ocorre pela germinagdo de esporos transportados por insetos, outros animais ou pelo
vento, favorecida por uma HR superior a 22% e valores de temperatura entre 10 2C a 30
°C (Cruz & Nunes, 2008). A manifestacdo de fungos cromogéneos e bolores é mais
comum em ambientes externos. No entanto, pode ocorrer em espacgos de interior mal
iluminados e que apresentem infiltracdes, condensacdo ou mesmo rotura de
tubulagdes, entre outros problemas de construgdo e/ou manutencgdo (Ross, 2010).

Os primeiros estagios da colonizacdo da madeira por esses fungos sdo incipientes
e podem passar despercebidos, ndo exibindo sinais que indiquem a ocorréncia de
modificacGes na sua superficie. Quando essas situacdes ocorrem em estruturas que se
encontram instaladas em espacos de dificil acesso e pouca ilumina¢do, como é o caso
das madeiras nas armacdes de cobertura, uma inspecdo apenas visual talvez ndo
permita identificar com seguranca se a a¢do do fungo esta a provocar mancha e/ou
bolor, sendo necessario um estudo histolégico do material (Hanada, Sales-Campos,
Abreu & Pfenning, 2003; Zabel & Morrell, 2020). Entretanto, quando ocorrem grandes
aumentos nos indices de humidade no ambiente, a presenca das hifas sobre o material
torna-se mais visivel, proporcionando melhores condi¢cbes para a identificacdo da
formacao de coldnias. Esse aspeto deve ser também observado nas superficies dos
barrotes de sustentacao que ficam apoiados na alvenaria, considerado um ponto critico
nos processos iniciais de deterioracdo (Doria, 2015). Uma carateristica que pode
confirmar a sua existéncia no local é o forte odor que emanam, proveniente da liberacao
dos esporos (Viitanen et al., 2010). Portanto, é importante reconhecer a aparéncia das
alteragcdes que se desenvolvem a fim de serem detetadas logo que se torne
minimamente visivel no substrato e ser possivel controlar o seu desenvolvimento,

impedindo a ocorréncia de danos mais sérios. Para tanto, realizar inspecdes juntamente
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com intervengbes regulares de prevengdo, apresentam-se como solugdes positivas
(Henriques, 2011).

Os fungos formadores de bolor (Figura 11), contaminam a superficie da madeira
e produzem uma leve camada de textura algodanosa, como resultado de grande
acumulacdo de esporos que germinam sobre o substrato, podendo variar a coloracdo

do branco ao negro (Botelho Jr., 2006).

Figura 11: Coldnia de fungos formadores de bolor
sobre a superficie da madeira. © Rita Doria.

Quando a superficie se encontra intensamente colonizada, observa-se uma
reducdo na resisténcia ao impacto. Nao obstante, as demais propriedades mecéanicas
sdo preservadas e pouco afetadas (Scheffer, 1973; Allsopp et al., 2004). De modo geral,
a remocdo desses fungos é realizada com auxilio de lixamento, escovacdo ou
aplainamento (Lelis et al., 2001).

Os fungos cromogéneos causam problemas mais sérios. Desenvolvem-se e
causam manchas profundas na madeira que, em muitas ocasides, podem ser
confundidas com marcas provenientes de infiltracdes. Quando a coloracdo se torna
muito evidente, observam-se claramente as lesGes provocadas pela acdo desses fungos,
cujas manchas sao formadas em decorréncia do processo de pigmentacdo enzimatica
promovido por hifas hialinas que apresentam colora¢cGes variadas: tons de ocre,
azuladas, esverdeadas, castanhas ou negras (Vianna Neto & Milano, 1984; Botelho Jr.,
2006). Sob condicdes favoraveis, a agdo de alguns desses fungos cromogéneos pode dar

origem a biodeterioragdo provocando redugdo significativa na resisténcia da madeira
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(Figura 12), aumentando a permeabilidade e consequente desenvolvimento de fungos

de podridao (Martins, 2009; Brito, 2014; Araujo, 2016).

Figura 12: Evidéncias de manchas de coldnias de fungo
cromogéneo na superficie da madeira. © Rita Doria.

3.2.2.2. Fungos de podridao

Os fungos de podriddo (decay fungi) pertencem ao Filo Basidiomycota e
produzem profundas alteracdes nas propriedades fisicas e mecanicas da madeira, pela
capacidade em degradar enzimaticamente os principais componentes da parede celular
vegetal (Lepage, 1986; Lelis et al., 2001; Thomasson, Capizzi, Dost, Morrell & Miller,
2015). Ocorrem em madeiras de coberturas principalmente onde existem infiltracdes,
consertos mal feitos e elevada humidade e sdo indicativos de deterioracdo, conduzindo
a perda de resisténcia, amolecimento, desagregacao e descoloracdo da madeira (Calil et
al.,, 2006). O mesmo grupo de autores considera que madeiras que apresentem HR
abaixo de 20% estardo livres da deterioragao por parte dos fungos.

De acordo com Moreschi (2013a), estes fungos sdo classificados e encontram-se
subdivididos em conformidade com a natureza da sua a¢do e aspetos que apresentam

na madeira deteriorada.

a. Fungos de podridao cubica ou parda (Brown rot fungi)
A podridao cubica (Brown rot) ou parda (Figura 13), desenvolvida por fungos

basidiomicetos é causadora da mudanga na estrutura da madeira, que assume uma
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coloracdo acastanhada e de aspeto seco, como se a superficie se tivesse queimado, e,
em casos avangados, forma fissuras que parecem cubos (Arriaga, Peraza, Esteban,
Bobadilla & Garcia, 2002; Machado et al., 2009; Araujo, 2016). O seu desenvolvimento
resulta em graves danos que podem atingir camadas mais profundas do material,
destruindo a celulose e hemicelulose das paredes celulares do tecido vegetal (Teixeira,
Costa & Santana, 1997; Highley & Dashek, 1998). A evolugdo e continuidade desse
processo desencadeiam a deterioragdo com perda proporcional de massa e diminuicdo
da resisténcia fisica e mecanica da madeira (Tampone, 1996).

Esse tipo de podriddo pode apresentar-se hiumida ou seca, de acordo com a
localizacdo e condicdes climaticas em que se manifesta. Quando seca, a infecdo ocorre
em zonas com baixa humidade e de forma muito agressiva, desenvolvendo-se
rapidamente por toda a extensdo da madeira e, inclusive, por outros materiais como as
alvenarias e as argamassas. Na podriddao humida, a infecdo ocorre em zonas molhadas
e mal ventiladas da construcdo, afetando mais as espécies de madeira resinosa (Sousa

et al,, 2014).

Figura 13: Evidéncias da a¢do dos fungos
basidiomicetos (Brown rot) na madeira (Henriques,
2011, p. 39).

b. Fungos de podridao branca ou fibrosa (White rot fungi)

A podriddo branca ou fibrosa (White rot), desenvolvida por fungos ascomicetos
e basidiomicetos, desencadeia um processo considerado o mais agressivo entre os
demais, com alto poder enzimatico, provocando a destruicdo dos principais

componentes da madeira: celulose, hemicelulose e lignina, sendo esta completamente
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destruida (Teixeira et al.,1997; Highley & Dashek, 1998). O material perde a coloracdo
natural e passa a ter uma aparéncia esbranquigada e textura fibrosa (Moreschi, 2013a).
Em decorréncia deste processo observam-se, em estagios avancados, carateristicas
macroscopicas tais como bolsas, manchas ou linhas esbranquigadas entre os veios da
madeira (Figura 14). Com o progressivo consumo dos constituintes basicos, a perda de

massa pode atingir 97% (Guimardes, Rosa & Castro, 2018).

Figura 14: Evidéncias da a¢do de fungos ascomicetos e
basidiomicetos (White rot) (Henriques, 2011, p. 39).

c. Fungos de podriddo branda (Soft rot fungi)

A podridao branda (Soft rot), podendo também ser chamada de podriddao mole,
¢é decorrente dos fungos assexuais e alguns do Filo Ascomycota (Cruz & Nunes, 2008),
que infetam zonas da madeira que apresentam concentracdo excessiva de humidade e
pouca ventilacdo. Sdo exemplos as madeiras em locais de cobertura e sétdos, em
contato com o solo, entre outros (Botelho Jr., 2006).

Moreschi (2013a) ressalta que a infecdo ocorre nas camadas superficiais da
madeira e ndo ultrapassa os 2 cm de profundidade. Ao ser removida mecanicamente,
essa camada deixa a mostra a camada subjacente que ainda estd sadia, o que facilita um
novo contdgio. Salienta, ainda, que: quando humida, a madeira sofre uma reducdo de
dureza, o que facilmente se constata apds breve pressao sobre o material; quando seca,
0 seu aspeto passa a ter uma cor mais escurecida, apresenta fissuras, desagregacao e

textura irregular (Figura 15).
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Figura 15: Evidéncias da agdo de fungos
ascomicetos na madeira (Soft rot), (Henriques,
2011, p. 38)

Segundo Oliveira et al. (1986), o amolecimento revela que a madeira esta em
fase mais avanc¢ada no processo de alteracao e o contato frequente com a agua acelera
a evolucdo do processo. Isto é uma possibilidade real nos espacos em que se localizam
as madeiras de cobertura, considerando os defeitos, o fendmeno da condensacdo e as
infiltragcdes por calhas e/ou telhas danificadas que se apresentam nestes locais, quando
nao ha ou é ineficiente a manutencao. Zabel e Morrell (2020) ainda assinalam que a
humidade viabiliza uma crescente perda das propriedades de resisténcia da madeira e

Guerra et al. (2012) observaram que esta probabilidade acontece entre os valores de

40% e 80% de HR.
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CAPITULO 4

Estratégias tradicionais de intervengao de preservacgao

De acordo com o International Council of Museums - Committee for
Conservation, atualmente, a conservacgao esta relacionada com “Todas
as medidas e acOes destinadas a salvaguardar o patrimdnio cultural
tangivel e, ao mesmo tempo, garantir a sua acessibilidade as geracoes

presentes e futuras” (ICOM-CC, 2008).

4.1. Enquadramento

No final do seculo XIX, mais exatamente em 1877, nasceu em Londres a Society
for the Protection of Ancient Buildings (SPAB), fruto de grandes discussdes e
inquietacGes relacionadas com a conservacdo dos edificios antigos. Fundada por William
Morris, objetivava realizar acdes para a manutencdo regular, permanente e
intervengdes curativas dessas construgdes, preservando ao maximo o material original,
sem interferir na sua autenticidade (Jokilehto, 1986) Essa perspetiva ja sugere uma
preocupacdao em relacdo ao conjunto dos elementos originais que constituem a
construcdo, incluindo as estruturas das coberturas em madeira. A 12 conferéncia
internacional sobre monumentos histdricos realizou-se na capital da Grécia, onde foi
elaborada a Carta de Atenas (1931).

Tal documento instituiu importantes mudancas nas questdes voltadas para a sua
maior valorizacdo e protecdo, sendo considerado um marco para esse patrimonio e
forneceu orientacGes para o amparo legal as técnicas construtivas e aos materiais a
serem empregues nas intervencdes de restauro e métodos de conservacao para melhor

preservacao desse patrimoénio cultural. Salienta a importancia da manutencdo regular e
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permanente e adota-a como acdo fundamental e prioritaria para a conservac¢do do
monumento, em detrimento das reconstrugdes integrais, considerando os danos e
perdas inerentes.

No ambito das duas Grandes Guerras, a Europa assistiu a destruicio de
numerosos exemplares do seu patrimdénio cultural edificado, registando-se perdas
irreparaveis. O cendrio desolador urgiu por a¢des que possibilitassem preservar o que
ainda restava do patrimdénio. Assim, no periodo pds-22 Grande Guerra, foi criada em
Paris, no ano de 1945, a Organizacao das Nacdes Unidas para a Educacdo, Ciéncia e
Cultura (UNESCO) e vérios organismos ndao-governamentais seus dependentes, como o
Conselho Internacional de Museus (International Council of Museums - ICOM) e o
Conselho Internacional dos Monumentos e Sitios (International Council on Monuments
and Sites - ICOMOQOS), que definiu o conceito de patrimdnio natural e cultural, no qual se
incluia o arquitetdnico, estabelecendo convencgdées e incentivando os paises a assina-las
para salvaguarda do seu patrimonio. Esse foi um referencial para que instrumentos de
defesa e protecdao do patrimoénio fossem determinados. Outros documentos foram
produzidos, destacando-se a Carta de Veneza (ICOMOS, 1964), que ampliou e
aprofundou as nocdes ja existentes de monumento histdrico e estabeleceu os principios
para a conservacgao, restauro, documentacdo e publicagbes referentes aos edificios e
sitios histéricos. Nessa carta, também as questoes relacionadas com a autenticidade e
respeito pelos materiais originais se apresentam, mais uma vez e em reforco dos
principios da Carta de Atenas, como preocupacdo, admitindo o uso de técnicas e
materiais modernos, mas reforcando a necessidade de serem cientificamente
comprovados, para auxiliar nas intervencoes.

A conservacgao vai assentar no primeiro nivel de intervencdo a ser aplicado ao
patrimonio histérico por meio de atividades de manutencdo, o que permitird manter e
garantir a integridade do bem cultural pelo maior tempo possivel, preservando sem
alterar suas feicdes e constituicao fisica. Em sequéncia, as interven¢des de conservacao
vao orientar-se pela necessidade de evolugdo de usos e costumes, mas vao ser

estabelecidas claras limitacdes. O restauro, ndo deixando de ser importante para o
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retorno a utilizacdo e fruicdo do patriménio (Desvallées, Mairesse, Soares & Cury, 2013),
foi considerado como de carater excecional.

Com a publicacdo da Carta de New Orleans (APT/AIC, 1992), observam-se
reflexdes mais profundas acerca da preservacao integrada, dos cuidados que se devem
ter em atencdo relativamente ao edificio historico e os principios que devem ser
adotados para as praticas da preservagado conjunta, passando esses a serem percebidos
na sua totalidade. O edificio histérico, enquanto invélucro para abrigo e protecdo de
colecbes museoldgicas, assume um valor patrimonial equiparado ao acervo. Portanto,
estendem-se as acOes de conservacdo para além das cole¢des. Volta a reforgar-se a
relevancia da documentacao criteriosa durante todo o processo de intervencao.

As armacdes tradicionais de cobertura fazem parte da composicao dos edificios
histéricos e, em geral, representam estruturas originais e de grande relevancia para o
bom desempenho da construgdo. Portanto, merecem iguais preocupacgdes, em termos
de manutencao, para sua preservacdo. A importancia da preservacao dessas estruturas
foi assinalada pelo ICOMOS e é realgada no Documento de Nara (ICOMOS, 1994), no
Japao, onde se retomam as discussdes relativas ao mode de proceder a verificacdo da
autenticidade do patrimdnio cultural. Até entdo, o critério de autenticidade estava
associado unicamente ao aspeto material e a técnica construtiva do bem, sendo esses
considerados muito simplistas diante da diversidade das culturas existentes. Passou-se,
assim, a agregar a condicdo de excecionalidade, reconhecendo como realidade a
diversidade das tradicdes culturais, cuja verificacdo de autenticidade dar-se-d no
contexto espaco-tempo do préprio bem (Lira, 2009). A partir dai, incluem-se novos
aspetos ndo materiais e dindmicas como “forma e projeto, material e substancia, uso e
funcao, tradi¢cdes e técnicas, localizacdo e espacgo, espirito e sentimento, bem como
outros fatores externos e internos” (ICOMOS, 1994). Estruturas em madeira como as
gue sustentam as coberturas nos edificios histéricos guardam informacdes valiosas
guanto a sistemas de construcao, tradicionais e identitarios, que as tornam singulares e

representantes de especial feicdo no cenario das cidades.
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Nessa perspetiva, mais tarde e na cidade do México, foram estabelecidos os
“Principios para a Preservac¢ao de Estruturas Histdricas em Madeira”, discutidos e
firmados a partir da 122 Assembleia do ICOMOS (1999). Esse documento reconhece que
o numero de estruturas histéricas em madeira é cada vez menor, em decorréncia da sua
vulnerabilidade, falta de manutencdo, abate e substituicdo, nem sempre com
conhecimento e em respeito pelos materiais e técnicas de constru¢dao em causa.
Determina que todas as estruturas em madeira de edificios ou outros tipos de
construcdes de importancia patrimonial contendo esse material e pertencentes a uma
determinada area histdrica, devem receber o mesmo respeito, atengdo e protecao, pela
sua importancia cultural. E mais, faz referéncia ao valor que essas estruturas em madeira
representam e a importancia em preservar ao maximo a sua autenticidade histérica,
conforme preceituam os ditames da Carta de Veneza. Quando houver alguma
necessidade de intervencao, deverd ser criteriosa, a minima possivel e atempada. No
caso de confirmacdo de atividade biolégica de deterioracdo nas madeiras, essas
deveriam receber imediata interven¢dao para minimizar os potenciais danos e perdas
(ICOMOS, 1999).

E, portanto, recomendacdo do ICOMOS (1999), a aplicacdo de uma metodologia
gue contemple de modo equanime estas variaveis, a fim de proceder a preservagao das
madeiras e de todo o seu valor informacional e documental. Ndo obstante, mesmo
diante da existéncia desses instrumentos norteadores para alicergar as intervenc¢des do
patriménio cultural, ainda se assiste a diferentes opinides sobre qual o método mais
correto para preservar as madeiras, principalmente as que compdem as estruturas de
cobertura. Portanto, conhecer o comportamento da madeira enquanto material
estrutural bem como a sua durabilidade, é primordial para entender como conserva-la,
além de ser fundamental para a estabilidade e a manutencdo do patrimdnio edificado,
garantindo a seguranca e a integridade fisica das estruturas existentes (Sousa et al.

2014).
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4.2 Inspe¢ao e manutengao

Apesar de serem elementos importantes para o edificio, as armacbes de
cobertura nem sempre tém recebido os devidos cuidados que lhes devem ser
dispensados, sobretudo quando se trata de estruturas com valor histérico, cuja maioria
apresenta deficiéncia estrutural e/ou sofreu interven¢des equivocas e esta fragilizada
(Cruz, 2011). Apesar de serem contextos escondidos e de dificil acesso, tendencialmente
esquecidos, considera-se de grande importancia o estabelecimento e a implementacao
de rotinas de visita e inspecdao como estratégia de manutencdo e preservag¢ao das
coberturas historicas.

A inspecdo apresenta-se, portanto, como uma ferramenta de diagndstico,
composta por um conjunto sistematizado de procedimentos que devem ser realizados
periodicamente e cuja finalidade é identificar a necessidade de a¢les preventivas e

corretivas na construcdo, conforme se indica na Tabela 5.

Tabela 5: Procedimentos essenciais a inspe¢do e manutencdo de estruturas de
cobertura.

Procedimentos de Inspecdo Periddica / Manutengdo

Local a inspecionar Periodicidade  Problemas a verificar Procedimentos a adotar

Telhas quebradas, deslocadas
Revestimento externo de ou mal encaixadas.

telhas e do sistema da

Substituir e/ou reposicionar.

Canais, calhas, rincOes e outros

Remover detritos, lavar com

captacdao e escoamento Bimensal condutores entupidos. escova de cerdas naturais.
das aguas pluviais. Furos, oxidacdo, emendas soltas  Corrigir os defeitos.

nas calhas e condutores.

Condigbes de ventilagdo. Instalar/reparar sistema de
Madeiras das estruturas ventilagdo.
do telhado e do sistema Eventuais desaprumos, Corrigir, reforgar, restaurar
de sustentacdo do forro. deformacgdes e desagregacdes. pecas comprometidas.

Semestral Evidéncias de atividade de Tratamento/controlo.

insetos ou microrganismos.

Estado de conservagdo das Corrigir eventuais
instalagoes hidraulicas e vazamentos ou problemas
elétricas. com circuitos elétricos.
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Manchas de retengao de agua. Identificar local de infiltragdo

Superficies das madeiras: Diaria e reparar.

forro e elementos

estruturais. Quinzenal Evidéncias de atividade de Tratamento/controlo.
insetos ou microrganismos. Limpeza. Remover detritos

Condicdes de higiene e limpeza. maiores, varrer e aspirar.

Fonte: Adaptado e modificado de La Pastina Filho (2005).

Rotinas de inspegdo permitem detetar e corrigir anomalias e falhas de
manutenc¢do e também fornecer dados sobre as condigdes fisicas em que se encontram
as estruturas. Esses processos podem e devem ser complementados por ensaios in situ
e andlises laboratoriais, que fornecem dados relativos ao estado do material (Aréde &
Costa, 2002).

Especificamente em relagdo as estruturas de cobertura, manter o exercicio de
atividades regulares para intervencbes é essencial e eleva o seu desempenho,
minimizando os processos aos quais a madeira estd sujeita, sejam pelo envelhecimento
natural ou ocasionados por agentes de deteriora¢do. Tendo em vista a importancia da
integridade material que desempenham no edificio histdrico, a preservacdo dos seus
elementos originais tem preferéncia em relagdo as substituicbes. A elas devem ser
asseguradas acOes que decorram de inspecdes periddicas, como limpeza de
manutenc¢do, desinfecdo e/ou desinfestacdo ndo-tdxica, pequenas reparagles e,
guando imprescindivel a estabilidade estrutural, substituicdo de partes danificadas ou
deterioradas que respeite os principios orientadores das interven¢des em patrimdnio
cultural e que minimize os riscos (Lepage, 1986; Donnelly & Flegg, 2007; Brito & Calil Jr,
2013), assegurando a sua preservacao.

Um aspeto importante prende-se com a necessidade de que as inspec¢des sejam
realizadas por técnicos habilitados, que possuam conhecimento especifico do material
e das técnicas tradicionais de construcdo. As inspecdes sdo necessarias e devem ocorrer
mesmo que ndo haja suspeita de anomalias e/ou desenvolvimento evidente de agentes

bioldgicos. Apds inspecdo, procede-se a avaliacdo das informacgdes de recolha com base
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na interpretacdo das evidéncias dos problemas, para posteriormente serem realizadas
as intervengdes de manutencgao (Cruz, 2011).

As operagdes de manutengdo apresentam-se como um elemento importante na
gestdao de estruturas em madeiras das coberturas, permitindo o planeamento de
intervencdes regulares que implicam menores custos (Barbas, 2015). Em funcdo dessa
importancia, a manutencao, preventiva e corretiva, deve estar enquadrada no plano de
preservacao do edificio. O bom exercicio da manutencdo, aliado as praticas de
conservacdo preventiva, proporcionam maior durabilidade aos materiais que
constituem as estruturas e os acervos patrimoniais, com redu¢ao das necessidades de
intervengdes curativas e minimizando ou evitando perdas valiosas (Camacho, 2007).
Nesse sentido, alude-se a Carta de Burra de 1979 (ICOMOS Australia, 2013), na qual a
preservacao representa a propria manutencao fisica do material com vista ao retardar
do seu processo de deterioracdo (Brites, 2011).

As inspecbes sdo, portanto, fundamentais para verificar, atempadamente, a
existéncia de problemas na estrutura, quer se apresentem sob a forma de processos
insipientes de biodeterioracdo ou de deformacdes estruturais. Se houver a necessidade
de substituicdo de algum elemento por outro, o material novo devera ser de igual
natureza, as interven¢bes deverdo ser pontuais e devidamente documentadas e
dispensar-se-do maiores interferéncias. Porém, se forem identificados problemas mais
complexos, como danos que comprometam uma grande parcela da estrutura e
justifiguem a completa troca do material, é fundamental que se realizem ensaios
complementares a fim de averiguar a existéncia de comprometimentos graves da
seguranca estrutural (Barbas, 2015).

Mesmo com a existéncia de tantas normas e orientagcdes que amparam as
inspecdes, ainda se verifica um acentuado numero de edificios histéricos que
apresentam um elevado indice de deterioracdo, decorrente da falta de manutencao
regular, sobretudo pela ineficiéncia ou inexisténcia de um plano que contemple essa
atividade no ambito de uma gestdo integrada. Assim, manter rotinas de manutencdo,

para serem aplicadas corretamente nas armacdes de cobertura, amplia as possibilidades
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de vida atil das madeiras, preserva o patrimonio cultural e diminui custos operacionais

de gestdo (Barbas, 2015).

4.2.1. Recursos para meios auxiliares em inspeg¢des

Sempre que se justifique, a inspegdo deve ser complementada com meios
auxiliares de exame, que envolvem recursos que podem ser empregues in situ, como:

- ExtensOmetros, para medir as deformacgdes que existam (Santos, J. A., 2007);

- Ultrassons e ondas de tensao, para medir a velocidade da propagac¢ao das ondas
e identificar defeitos nos elementos de madeira (Candian & Sales, 2009; Marto, 2013);

- Ensaios de resisténcia mecanica, a partir de corpos de provas confecionados
com amostras de pequenas dimensdes, para avaliar o grau de comprometimento da
estrutura de madeira pela colonizagdo de fungos (Doria, 2005; Fiorelli, Dias & Coiado,
2009);

- Teste do martelo, que consiste em dar leves batidas na madeira e reconhecer,
pela diferenca sonora, a existéncia de espacos vazios ou comprometidos (Dijk, 2014);

- Teste de resisténcia a perfuragao com auxilio de um Resistograph® ou um
Pilodyn®. Consiste na introducdo de uma broca muito fina no material, para dirimir
duvidas sobre alguma zona na estrutura que apresente indicio de deterioracdo, a fim de
confirmar a sua resisténcia e a extensao do problema. Contudo, pelo carater patrimonial
dessas armac0es, existem restricoes a utilizacdo destes processos (Dijk, 2014; Neves &
Henriques, 2014);

- Xilohigrometros, para medir a humidade da madeira.

Para além desses meios de exame complementares, serd importante ter
presente o interesse de algumas analises laboratoriais, que irdo auxiliar na confirmacao
da presenca de fungos nas superficies das madeiras, na sua fase inicial, e fornecer

informacdes valiosas para a intervencao (Zabel & Morrel, 2020).
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Desenvolvido mais recentemente, um método que esta a despertar atencdo é a
dete¢do de compostos organicos voldteis microbianos (Microbial Volatile Organic
Compounds - MVOCs), que permite analisar metabolitos de fungos filamentosos
volatizados no ar ambiente e na poeira, dando a conhecer o tipo e a intensidade da
contaminagao que se desenvolve nos materiais. Em locais fechados, como as coberturas
dos edificios histdricos, este método torna-se adequado por permitir a confirmagao da
presenca destes compostos como indicadores de crescimento fungico em camadas mais
internas da madeira, o que pode representar contaminacdo nociva para a saude humana
(Fiedler, Schiitz & Geh, 2001) e para a estabilidade dos acervos museoldgicos, cujo risco
de contaminacdo aumenta de magnitude. Dessa forma, a detecdo dos compostos
volateis produzidos pelos fungos pode ser uma ferramenta analitica de grande auxilio a
ser utilizada tanto nos ambientes de cobertura como nos demais espacos internos do

edificio.

4.3. Produtos preservantes e métodos de aplicagao

Diferentes substancias compdem os produtos preservantes e os protocolos para
a sua aplicacdo em tratamentos de madeiras podem ser simples ou mais sofisticados. O
importante é que os resultados obtidos atendam ao que se pretende atingir, isto é,
assegurem a protecdo do material da melhor forma possivel.

Para os produtos fungicidas e inseticidas usualmente conhecidos serem
impregnados na madeira, precisam de um solvente, agua ou dleo, que servird de veiculo
penetrante com a finalidade de atingir mais profundamente todo o material. Estes
preservantes sao compostos por sais metalicos com variados produtos quimicos na sua
formulacdo. E importante ressaltar que o controlo quimico pode induzir a resisténcia
dos fungos ao produto biocida, o que leva ao aumento da quantidade dos produtos a
serem utilizados assim como elevam os riscos para a saude e meio ambiente. Nesse
sentido, é necessario o desenvolvimento de métodos alternativos eficazes e ndo toxicos

para o tratamento das madeiras, principalmente as de servico (Machado, Calil Janior,
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Polito & Pawlicka, 2006). Independentemente da variedade, para que possam ser

utilizados, devem cumprir os requisitos indicados na Tabela 6.

Tabela 6: Requisitos aplicaveis aos produtos para preservag¢ao de madeiras.

EFICIENCIA Amplo espetro de toxicidade para o microrganismo xiléfago,
com profunda e uniforme penetragdo no material.

SEGURANCA Toxicidade baixa. Ndo apresentar risco para o ser humano e
nem para o meio ambiente.

RETENCAO E DISTRIBUICAO Boa capacidade de fixagdo, insolubilidade em agua e boa
homogeneidade sobre a superficie da madeira.

Fonte: Adaptado de Lebow e Anthony (2012).

Embora necessdrios, estes requisitos dificilmente serdo todos assegurados num
Unico produto. Portanto, a inspecdo ird proporcionar uma avaliacdo criteriosa sobre o
estado de conservacdao do material e, posteriormente, selecionar o produto mais
adequado para alcancar maior durabilidade e o melhor método para a sua aplicacao,
tendo sempre em considerac3o as especificagdes e exigéncias do fabricante. E de igual
importancia conhecer o nivel de toxidade do produto, tanto para os organismos
colonizadores quanto para o ser humano, lembrando sempre que estes sdo os
elementos que auxiliam a boa conduta para que se obtenha um resultado eficaz no
tratamento (Gonzaga, 2006).

Os produtos usados na preservacao de madeiras podem ser fungicidas e
inseticidas, e sdo classificados consoante o veiculo utilizado para solver, a saber,
produtos aquosos que utilizam a agua como solvente, produtos oleosos e produtos em

solvente organico (Silva, 2007).

4.3.1. Preservantes aquosos tradicionais

Os preservantes aquosos possuem a vantagem de serem encontrados no

comércio a baixo custo, na forma de pd ou pasta para serem diluidos em agua e
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aplicados a temperatura ambiente, o que facilita a sua preparagdo. Relnem na sua
composi¢ao varios produtos quimicos téxicos, como arsénio, crémio, cobre, boro, zinco
e fldor. Isso, em principio, aumentara a sua eficacia no combate a um espetro mais
alargado de fungos e insetos. Embora a reunido de muitos componentes tenda a
representar maior eficiéncia, isso pode gerar uma reacdo contraria a desejada (Silva,

2008). Os produtos tradicionalmente mais usados indicam-se na Tabela 7.

Tabela 7: Produtos preservantes aquosos tradicionais mais comuns e carateristicas

selecionadas.

Produto

Carateristicas selecionadas

Arseniato de cobre amoniacal

(ACA)

Alta permeabilidade.
Baixa corrosao para metais.

Toxico para grande numero de xiléfagos.

Arseniato de cobre cromatado

(CCA)

Aplicagdo por pressao.

Alta durabilidade.

Eficaz para madeiras em contato com o solo.
Eficaz contra insetos e fungos apodrecedores.
Nao ataca metais.

Aparéncia esverdeada.

Borato de cobre cromatado

(ccB)

Aplicagdo em autoclave.
Eficaz para madeiras que ndo figuem em contato com o solo.

Ignifugo, fungicida e inseticida, com melhor agdo contra Lyctus.sp.

Cloreto de zinco cromatado

(czc)

Boa fixacdo.
Baixa corrosao para metais.

Indicado para locais de baixa temperatura e alta humidade.

Composto de sais de fluor,

crémio, arsénio e fenol (FCAP)

Altamente tdxico para organismos xiléfagos.

Aparéncia esverdeada.

Composto de boro

Aplicagdo por imersao ou pulverizagdo.

Eficaz para madeiras suscetiveis a Lyctus e fungos cromogéneos.

Fonte: Adaptada de Silva (2007).

No mercado atual ainda sdo encontrados produtos agquosos como os sais de

amonio quaterndrio e as aminas quaternarias tendo, no entanto, maior destaque os
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mais recentes como carbamatos, piritrina e piretrdides, 2-(tiocianometiltio) benzotiazol
(TCMTB), azaconazol, 3-iodo-2-propinil Butilcarbamato (IPBC), 1,2,3,6 tetrahidro-N
(1,1,2,2) tetracloetiltio ftalimida (Captafol) e Metileno Bis Tiocianato (MBT) (Silva, 2007).

4.3.2. Preservantes oleosos tradicionais

Os preservantes classificados como oleosos sdo todos os que se aplicam na sua
forma oleosa, sem a necessidade da adicdo de um veiculo. Tipicamente de coloracao
escura e forte odor, apresentam alta viscosidade a temperatura ambiente, boa
resisténcia a lixiviacdo e sdo altamente eficazes para atuar como inseticidas e fungicidas
(Silva, 2007). Na Tabela 8 indicam-se os tradicionalmente mais usados, com destaque

para o alcatrdo e para os creosotos.

Tabela 8: Produtos preservantes oleosos tradicionais mais comuns e carateristicas
selecionadas.

Produto Carateristicas selecionadas
Alcatrao Destilado de carvao mineral, principalmente do betuminoso, isto é, da
hulha.

Cor escura e forte odor.
Aplicado por método do banho quente-frio e autoclave para
impregnacao.

Eficaz para madeiras em contacto com o solo.

Creosoto de alcatrdo de | Subproduto da destilagdo da hulha. Destilado do alcatrdo. Um dos mais
hulha antigos preservantes.

Cor escura.

Excelente toxicidade para fungos, térmitas e perfuradores marinhos.

Deixa residuos na superficie.

Creosoto de madeira Subproduto da destilagdo da madeira. Destilado do alcatrdo. O alcatrao
de madeira foi o preservante mais antigo conhecido na histdria.

Muito usado em madeiras para dormentes na ferrovia.

Utilizacdo interrompida no inicio do século XX, em favor do creosoto

mineral e dos preservantes hidrossollveis.
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Oleo de antraceno ou

Carbolineum

Fracdo do alcatrdo de hulha, com ponto de ebuligdo mais elevado que o
creosoto comum (mineral).

Para aplicagdes domésticas, no meio rural, através dos métodos de
pincelamento, pulverizagdo e imersdo da madeira.

Elevada viscosidade, o que lhe confere alta resisténcia a lixiviagado e

volatilizagdo, mas dificulta a sua penetra¢gdo na madeira.

Quinolinato de cobre-8

A base de quelatos de cobre, com derivados volateis de petrdleo.

Incolor e inodoro.

Muito eficaz como fungicida (principalmente contra fungos manchadores
e emboloradores).

Eficaz para madeiras verdes ou recém-abatidas.

Sem interferéncia em pinturas posteriores.

Muito baixa toxicidade para o homem e animais. Aprovado pela
Administracdo de Alimentos e Medicamentos (Food and Drug
Administration - FDA) dos Estados Unidos, para o tratamento de
embalagens de madeiras que ficam em contato com alimentos.

Custo muito elevado e uso muito restrito.

Naftenato de cobre

Muito eficaz contra fungos.

Eficaz em madeiras imersas, destinadas a embarcagdes de luxo, mas
também em madeiras em contacto com o solo.

Aplicagdo por pincelagem ou imersao.

Confere coloragdo esverdeada a superficie.

Custo muito elevado.

Oxido de estanho

tributilico (TBTO)

Eficaz para madeiras fora do contato com o solo.
Muito eficaz agao fungicida e bactericida.

Baixa toxicidade para o homem e animais.

Boa compatibilidade com acabamentos.

Custo elevado e uso restrito.

Fonte: Adaptada de Jankowsky (1986) e Silva (2007).

4.3.3. Preservantes com solventes organicos tradicionais

Os preservantes com solventes organicos sdo produtos fungicidas e/ou

inseticidas que precisam de ser diluidos com um veiculo organico para penetrar na
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madeira. O pentaclorofenol e o tribromofenol (TBP) tém sido os mais tradicionalmente

usados. Na Tabela 9 apresentam-se algumas das suas carateriticas.

Tabela 9: Produtos preservantes com solventes organicos tradicionais mais comuns e
carateristicas selecionadas.

Produto

Carateristicas selecionadas

Pentaclorofenol

E organoclorado, obtido pela reacdo entre o fenol e o cloro (CsCisOH).
Grande resisténcia a lixiviagdo, por ser praticamente insolivel em agua, a
temperatura ambiente.

A dissolugcdo em 6leo diesel, ou gasdleo, ndo altera a coloragdo das
superficies, enquanto a utilizagdo de 6leo queimado e dleo de caldeira
escurecem-nas.

N3o corrdi os metais.

Elevada toxicidade para os agentes xil6fagos. Excelente agdo fungicida e
uma boa agdo inseticida.

Elevada toxicidade para o meio ambiente e extremamente prejudicial a
saude humana. Utilizagdo atualmente proibida por lei.

Apenas o seu sal sddico (pentaclorofenato de sddio) ainda é usado na
prevengdo de fungos manchadores em madeira recém-abatida ou recém-

desdobrada.

Tribromofenol (TBP)

Substituto do pentaclorofenato de sédio:

- mais barato;

- menos toxico para a salde e ambiente;

- menos eficiente.

Eficaz contra fungos manchadores e contra o Lyctus sp.

Utilizado em muitos paises da Asia.

Fonte: Adaptada de Silva (2007).

4.3.4. Preservantes naturais alternativos

Diante a alta toxicidade e restricdes a que sdo submetidos os preservantes

tradicionalmente em uso, alguns produtos com menor nivel de toxicidade estao a ser

desenvolvidos e utilizados para preservar madeiras. As pesquisas apontam para
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alternativas eficientes com uso de substancias de origem natural que permitem inibir o
desenvolvimento dos organismos fungicos. Contudo, o acesso ainda apresenta alto
custo (Bossardi & Barreiros, 2011).

As substancias naturais estdo representadas pelos extrativos de plantas
aromaticas, como os 6leos essenciais e os extratos de plantas venenosas, além dos éleos
extraidos de sementes, por exemplo das sementes de neem (ou nim) (Azadirachta indica
A. Juss) e de mamona (Ricinus communis) (Sbeghen, 2001; Goktas, Mammadov, Duru &
Ozen, 2008). Também as madeiras produzem extrativos como o tanino, corantes,
resinas, 6leos, dcidos gordos e ceras, que se adequam como produtos de protec¢do das
madeiras. O emprego desses produtos alternativos pode ser de forma isolada ou
combinada com diluentes e produzem boa a¢do preservante para as madeiras (Gonzaga,
2006).

Outras alternativas foram testadas por Dias e Barreiros (2017) como o Crude Tall
0il (CTO), residuo extraido do processamento de polpa de papel de arvores coniferas e
seus subprodutos de refinacdo, o Light Oil (LO) e o Oleo Ejetor (OE), todos eles

mostrando-se capazes de proteger a madeira da acdo de fungos de podriddo branca.

4.3.5. Procedimentos industriais e ndo industriais de aplicacao

Os procedimentos de intervencdao podem ser entendidos como métodos
industriais e ndo-industriais e sdo sempre precedidos de inspecdo e estudo prévios,
sendo esses definidos conforme mais se ajustem aos contextos.

Os métodos industriais sdo processos de aplicacdo por pressdo em autoclave,
mais sofisticados, utilizados em madeiras que vao ser utilizadas em locais onde ha o risco
de deterioracdo ou atividade efetiva e continua de insetos. Portanto, ndo sdo métodos
que se possam utilizar para o tratamento de madeiras em servico como as estruturas de
cobertura dos edificios histéricos. No entanto, sdo aqui descritos os mais utilizados na
atualidade para madeiras recém-abatidas. Esses tratamentos sdo realizados em grandes

equipamentos industriais e estdo subdivididos como Célula Cheia e Célula Vazia. O
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primeiro pode ser observado nos métodos Bethell, Burnett, Duplo Vaquo e Cellon ou
Drilon 30, em que utiliza o vacuo para extrair o ar contido no interior das células do
tecido vegetal e facilitar a penetracdo profunda do produto de preservacdo. No
procedimento de Célula Vazia, podem referir-se os métodos Riiping, Lowry e MSU, em
qgue ndo ocorre o vacuo inicial para que o ar saia do interior das células vegetais (Ravasi
& Lilge, 2012a).

Os procedimentos ndo industriais sdo vistos como os mais convenientes para
intervencdes de manutencdo em madeiras de coberturas, o que estd relacionado com o
tamanho e a dificuldade na desmontagem das estruturas e, portanto, com a
impossibilidade de serem tratadas fora do seu locus. Considerados simples e de baixo
custo de investimento, ndao é usada pressao e, dessa forma, a penetragdo do produto
atinge uma moderada profundidade. Contudo, proporcionam bons resultados na
prevencao da acdo de organismos deterioradores e na extensao da vida util da madeira
em servico. S3o facilmente aplicaveis, sem a necessidade de mao-de-obra qualificada,
realizados com materiais ou equipamentos elementares. Porém, ressalta-se que esses
processos sO se justificam se forem bem executados para que o material fique
adequadamente tratado preventivamente. Na atualidade, os métodos mais utilizados
de aplicacdo de produtos sdao por pincelagem, pulverizagao, difusdo, substituicdo de
seiva (capilaridade), imersao simples ou prolongada, banho quente-frio e o processo de
Boucherie' (Ravasi & Lilge, 2012b; Moreschi, 2013b). A seguir, sdo descritos os mais

utilizados, isto é, por pincelagem e por pulverizacdo:

a. Aplicacdo por pincelagem

A aplicacdo é feita com pincel sobre a superficie da madeira seca e os produtos
utilizados podem ser liquidos ou diluidos em algum solvente, para permitir maior
penetragao, retencdao, homogeneidade e melhor eficdcia. Para tanto, as especifica¢des

exigidas para os produtos e aplicacdo devem estar em conformidade com os requisitos

! Processo desenvolvido por Auguste Boucherie, em 1838, para preservar madeira verde em forma de
toras. Usava a pressao para introduzir o produto por uma extremidade e, pela outra, expelia a seiva
(Moreschi, 2013b).
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do fabricante. Os produtos oleosos e os com solventes organicos possuem maior
capacidade de penetragao e, portanto, sdo mais eficazes que os produtos aquosos que,
devido a afinidade da dgua com a madeira (celulose), costumam fazer inchar o material

e dificultar a absor¢do do produto (Moreschi, 2013b).

b. Aplicagao por pulverizagao

A aplicacdo por pulverizacdo de produtos preservantes tem efeito similar ao
obtido por pincelagem. Contudo, aumenta o risco de contaminacdo do ambiente. No
entanto, pode ser interessante quando a aplicacdo por pincel for impraticdvel, por se
ndo poderem atingir determinadas superficies na estrutura, como pequenos espacos e

encaixes de pecas estruturais ja montadas (Moreschi, 2013b).

4.3.6 Toxicidade e impactes ambientais

O risco para a saude humana e para o ambiente pelo uso de um produto quimico
depende tanto da sua reatividade como do nivel de toxicidade exibido sob certas
condicGes de exposicdo. A aplicacdo desses produtos nem sempre garante a seguranca
desejada. Portanto, devera ser feita uma avaliagao criteriosa prévia a sua utiliza¢ado.

As reacOes produzidas por produtos quimicos usados na protecdo das madeiras
de coberturas podem representar sérios riscos para a saude humana e para a
contaminacdo do ar ambiente. E possivel que rea¢des tdxicas ocorram pela interacdo
com outros produtos que tenham sido aplicados anteriormente nas madeiras. Também
o oxigénio do ar, a luz e/ou a agua podem interagir com substancias reativas e dar
origem a novas substancias. Portanto, o melhor critério para evitar o risco é conhecer
as substancias que constituem os produtos quimicos e o grau de compatibilidade para
0 seu uso (Brickus & Aquino Neto, 1999).

A presenca de substancias toxicas em ambientes confinados de coberturas
poderd comprometer a qualidade do ar nesses locais, com consequéncias deletérias

para a saude dos profissionais que executam os servicos de inspe¢ao e manutengao
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dessas estruturas (Homem, 2013). Portanto, o motivo de preocupacao reside nos efeitos
toxicos residuais causadores de irritagGes nas vias respiratoérias e olhos, podendo evoluir
para infe¢Oes, além do efeito carcinogénico de algumas substancias. Desta forma,
recomenda-se que sejam utilizados apenas nos locais onde ndo haja exposicdo humana
prolongada (Fonseca, Marchi & Fonseca, 2008). Hd também que considerar os seus
efeitos tdxicos em outros ambientes internos existentes na construgdao, que se
encontram abaixo dos locais de cobertura, causando impactes lesivos tanto aos
ocupantes na edificagdo como também a toda uma gama de estruturas (WHO, 2011),
para além dos efeitos nos materiais de suporte aos acervos museoldgicos (Homem,
2013).

Muito se tem tentado desenvolver em prol do controlo e diminuigdo do seu uso
e das suas consequéncias nocivas. De acordo com a Organizagao Internacional do
Trabalho (OIT), estd em andamento um diverso trabalho de mobilizacdo e
conscientizacdo junto a governos, empregadores e trabalhadores para agirem contra
essas exposicdes. A OIT estimou ter havido, no ano de 2004, 35 milhdes de casos de
intoxicacdo ou mesmo Obitos, relacionados com a exposicdo direta e indireta aos
produtos quimicos (Kato, Garcia & Wiinsch Filho, 2007).

No que diz respeito as madeiras de estruturas e elementos existentes nas
construcdes, Singh (2000) destaca a grande preocupacdo das autoridades de saude

ambiental e o seu incentivo ao esforco de desenvolvimento de solugdes alternativas.
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CAPITULO 5

Potencial estratégia alternativa na interveng¢ao de preservagao: A

radiacao UV-C

Foi o fisico de origem alema Johan Ritter que, em 1801, identificou a regido
ultravioleta (UV) do espetro eletromagnético ao aperceber-se da oxidacdo do cloreto de
prata quando exposto a luz do sol. Constatou que o facto fora causado por uma forma
de radiacdo impercetivel, para além do limite do violeta, que integra o espetro luminoso,
dando origem a sua denominagao, no final do século XIX. Tem como fonte natural a luz
solar, energia radiante que se propaga na forma de ondas eletromagnéticas constituidas
por particulas carregadas de fotdes. No espetro eletromagnético (Figura 16), estas
ondas encontram-se na regido ndo-ionizante que compreende o intervalo entre o
espetro visivel e raios-X, entre 100 e 400 nm (nanémetros), descrita por Koutchma,
Forney e Moraru (2009) como intervalo germicida pela capacidade de inativar os

microrganismos.

RAIO-X Ultravioleta Luz visivel | Infravermelho

UvC |UVB|UVA

100 200 280 315 ' 400

780
Comprimento de onda (nm)
Hg - baixa pressao L
lampada de 254 nm Eliminaco total dos
- microrganismos

Figura 16: Espetro eletromagnético com destaque para o intervalo da radiagdo na faixa do
ultravioleta (Lanza, 2016, p. 1).
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Aregido UV integra radiacOes eletromagnéticas que possuem alta energia e esta
dividida em trés bandas: ultravioleta A (UV-A), ultravioleta B (UV-B) e ultravioleta C (UV-
C). Considerando o seu comprimento da onda, podem interagir diferenciadamente com
a matéria (Tabela 10) e possuem diferente capacidade de penetragdo na atmosfera

terrestre e a incidéncia sobre a superficie dos materiais (Koutchma et al., 2009).

Tabela 10: Bandas primdrias da regido ultravioleta e suas carateristicas.

Comprimento de onda

Banda Carateristicas
Classificagdo (nm)
UV-A Longo 315-400 N3do germicida
Uv-B Médio 280 - 315 Eritematogénica
200 - 280 Germicida
uv-C Curto
100 - 200 Regido do vacuo

Fonte: Adaptada de Batistuzzo, Itaya e Eto (2006)

Considerando as trés bandas, a da radiagdao UV-A possui o comprimento de onda
mais longo. Ndo é absorvida pela camada de ozono e facilmente incide na superficie
terrestre. A da UV-B possui comprimento de onda moderado, é parcialmente absorvida
pela camada de ozono e atinge também a superficie. A da UV-C enquadra os
comprimentos de onda mais curtos e totalmente absorvidos pela camada de ozono.
Sendo os de maior energia, exibem carateristicas germicidas que permitem inativar e
matar uma extensa gama de microrganismos (Scheer, 2017).

Conforme salienta Aguiar et al. (2002), apesar das regides UV estarem definidas
e o efeito germicida da faixa que compreende o intervalo UV-C ser conhecido desde
1878, as primeiras aplicagdes com tecnologia UV confidveis ocorreram apenas passados
77 anos, na Suica e na Austria, no tratamento de dguas. Durante esse intervalo, n3o
houve grandes impulsos para a sua utilizacdo devido ao baixo nivel de confianca no
recurso e processo tecnoldgico. Contudo, no ano de 1930, foram desenvolvidos novos
estudos que demonstraram a eficacia da radiacdo UV-C como na descontaminacdo do

ar ambiente (Riley & O'Grady, 1961; Xu et al. 2003) e a sua aplicacdo para inativar
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microorganismos presentes na agua passou a ser amplamente utilizada desde 1990
(Bolton (2000).

A radiacdo UV-C, na banda dos 200 a 280 nm, destaca-se, assim, como um dos
principais agentes responsaveis pelo controlo de fungos e bactérias, com capacidade
para reduzir o inéculo de propagulos importantes e permite limitar a sua dispersao no
ambiente. Pelo seu efeito germicida, tem sido utilizada como um dos varios processos
de higienizacdo e desinfecdo de superficies em diferentes substratos, originando
significativas reducdes da carga microbiana (Bintsis, Litopoulou-Tzanetaki & Robinson,
2000; Zabel & Morrell, 2020). A partir deste pressuposto, a radiacdo UV-C podera ser
um potencial eficaz agente fisico em processos auxiliares de preservacao, pelo controlo
do desenvolvimento de fungos, contribuindo para a manutenc¢do e conservagao das
madeiras, principalmente em locais de dificil acesso e servico, prolongando a sua vida

atil.

5.1. Principios e campos conhecidos de aplicagdo: Desinfecdo e esterilizagao

A radiacdo UV-C estd a ser largamente aplicada em processos fisicos, com
importantes conquistas no campo cientifico e industrial, obtendo éxito como técnica
alternativa aos métodos quimicos para inativacdo e acdo de reducdo e controlo
microbiano, isto é, para desinfecdao e esterilizagdo. Os dois procedimentos diferem
guanto a capacidade de eliminacdo dos esporos microbianos. Desinfe¢do é o processo
gue elimina todos os microrganismos ou objetos inanimados patoldgicos, com excegao
dos endosporos bacterianos. Portanto, ndo elimina totalmente todas as formas de vida
microbiana. A eliminacdo ou destruicdo completa de todas as formas de vida microbiana
alcanca-se apenas através da esterilizacdo (Kalil & Costa, 1994).

De acordo com Montgomery (1985), a radiacdo UV-C age por transferéncia de
energia, interferindo na biossintese, eliminando ou retardando o crescimento dos
organismos infetantes. Penetra apenas superficialmente, em consequéncia da fraca

intensidade com que atinge a matéria, que é de 0,08 mm (Hon & Chang, 1984), e esta a
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ser utilizada, principalmente, sobre superficies em dreas onde a contaminacdo tende a
ser constante, locais ou zonas cujos agentes infetantes sdo transportados pelo
movimento do ar e se depositam sobre a superficie dos produtos e materiais (Borrego
et al.,, 2012).

Assim, em conformidade com Bintsis et al. (2000), a intensidade da radiagdo UV-
C empregue é muito importante nos processos de desinfe¢do, sendo expressa como
irradiancia (Ee) ou intensidade de fluxo (W.m™2). O processo de irradia¢do consiste em
expor os microrganismos presentes nas superficies a uma dose de radiacdo de efeito
germicida, definindo-se dose como a intensidade de energia luminosa que incide numa
area e num determinado tempo de exposicdo. Geralmente, é expressa como exposicao
radiante (J/m? ou kJ/m?). A eficicia germicida da dose tem relacdo direta com a
sensibilidade apresentada pelos diferentes microrganismos a expor a radiacdo UV-C.
Quando a dose da radiacdo ndo é aplicada corretamente, existe o risco de ocorrer
fotoreativacdo, um problema ocasionado pela recuperacdo indesejada do acido
desoxirribonucleico (ADN) de uma parcela dos microrganismos que foram inativados.
Por isso, ao expor o microrganismo a uma dose subletal de radiacdo UV-C, isso pode
reverter as reacoes fotoquimicas e haver a recuperacdo da atividade microbiana, ou
pode danificar e enfraquecer a superficies do substrato, favorecendo a proliferacao dos
patdgenos (Fan, Huang & Chen, 2017). Logo, é importante a utilizacdo de uma dosagem
correta para atingir o efeito germicida desejado.

O método de obtencdo de radiacdo UV-C consiste no recurso a fontes de
iluminacao artificial, isto é, de lampadas. Nessas, a emissao radioativa é obtida através
de um tubo de quartzo muito transparente contendo uma mistura de vapores de
mercurio ou xénon, geradora de uma descarga elétrica capaz de excitar os atomos que,
ao voltarem ao estado normal de energia, emitem radiacdo no comprimento de onda
UV-C (Lucas, 2003). No comércio encontram-se disponiveis lampadas de de vapor de
mercurio de baixa (Low Pressure Mercury - LPM) e média pressdao (Medium Pressure
Mercury - MPM), lampadas de excimer (Excimer Lamps - EL), lampadas pulsadas (Pulsed

Lamps - PL) e diodos emissores de luz (Light-Emitting Diode - LED). As mais utilizadas sdo
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as de mercurio de baixa pressdao que emitem, primordialmente, luz monocromatica e
cerca de 85% da sua energia no comprimento de onda de 254 nm, que é a radiagdo de
maior efeito germicida. Sdo, portanto, consideradas fontes confidveis nas intervengdes
para a desinfecdo de natureza diversa, de qualidade e baixo custo, com relativa
simplicidade operacional e de funcionamento (Daniel, 2001; Cavicchioli & Gutz, 2003;
SCHEER, 2017).

Em estudo sobre a capacidade da radiacdo UV causar alteracbes aos
microrganismos, vdrios autores (Lépez-Malo & Palou, 2005; Tseng & Li, 2007; Duck
Health, 2017), fazem referéncia ao espectro da radiagdo UV-C na faixa germicida de
comprimento de onda entre 200 — 265 nm, com pico de emissdo a 254 nm (Figura 17),
atendendo ao facto da vulnerabilidade dos microorganismos ser considerada de melhor
absorcdo pelo ADN até 260 nm e, portanto, capaz de causar um dano letal ao

microrganismo. Comprimentos de onda superiores a 300 nm anulam tal efeito letal.

100nm 184.9 200 254 280 300 400nm

Suntanning Range

Ozone forming range I Germicide Range  |Vitamin

D Rangel .

X rays \'(sxblc
light

Figura 17: Espetro da radia¢cdo UV, salientando a banda de 254 nm de radiag¢ao produzido por uma
ldmpada de vapor de mercurio de baixa pressdo (Lucas, 2003, p. 333).

O ADN, constituido por dois filamentos em forma helicoidal e quatro
nucleotideos ligados por pontes de hidrogénio, é a estrutura molecular que carrega toda
a informacdo genética da célula, sendo responsavel pela replicacdo microbiana e sintese
proteica e considerado o elemento constituinte mais sensivel do microrganismo.
Quando atingido pela radiagdo UV-C, ocorre a rutura das pontes de hidrogénio, que se

afastam e ndo se conseguem voltar a unir (Figura 18). Isto gera desestruturacao e
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alteracdo celular que impede o processo de replicacio dessa molécula.
Consequentemente, reduz a carga microbiana por inviabilizar o desenvolvimento e a

reproducdo do microrganismo (Cutler & Zimmerman, 2011).

Antes /" Depois

Figura 18: Rutura das pontes de hidrogénio em cadeia de ADN apds ser submetido a radiagao
UV-C, adaptado de Allen (2001, p.1).

Como exemplos de contextos de sucesso da radiagao UV-C, podem ser citadas as
aplicacdes em liquidos (Henrique, 2015), ar ambiente (Napolitano, Mahapatra & Tang,
2015; Liu, Tseng, Wang, Dai & Shih, 2019), frutos, legumes, tubérculos, oleaginosas (Liu
et al., 1993; Crisosto, Seguel & Michailides, 1997; Stevens et al., 1998; Machado,
Coutinho & Antunes, 2005; Bassetto, Amorim, Benato, Gongalves & Lourenco, 2007; Cia
et al., 2009; Terao et al., 2019) e materiais inorganicos variados (Silva, 2000; Ozcelik,
2007; Alexandre et al., 2008).

Na area da museologia e da conservacao de bens culturais, a radiacao UV foi
utilizada inicialmente para identificacdo de alteracbes nas pinturas a 6leo, como o
craquelé, e caraterizacao de pigmentos. Para além de pinturas a 6leo sobre tela, Rorimer
(1931) realizou experiéncias no acervo do Metropolitan Museum of Art, em Nova lorque,
com o objetivo de examinar o estado de conservacao e enquadrar a idade de alguns
objetos de cole¢des de arte em marfim, marmore, ceramica, téxtil e madeira. Mostrou-
se também eficiente no exame de objetos arqueolégicos, explorando-se alguns dos seus

fendmenos.
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Conforme realca Cosentino (2015), a radiacdo UV pode ser utilizada em métodos
técnicos fotograficos, como a fluorescéncia UV (Ultraviolet Fluorescence - UVF) e a
refletancia UV (Ultraviolet Reflectance - UVR), considerados seguros e ndo invasivos para
uso na carateriza¢ao de materiais, avaliagao do estado de conservagdo de artefactos e
revestimentos, como vernizes, detegcdo de intervengbes de conservagdao e restauro
anteriores e de crescimento fungico nas superficies das obras. Warda et al. (2011)
salientam que, para essas intervencgdes, a dose de radiacdo UV deve ser mantida dentro
de um limite razodvel para possibilitar o seu emprego sem, no entanto, especificar esse
limite.

Em busca de solucbes para desinfecdo em espacos culturais constantemente
expostos a agentes bioldgicos nocivos para os profissionais e frequentadores,
Gutarowska, Pietrzak e Skéra (2014) recorreram a aplicacdo da radiacdo UV no
comprimento de onde germicida de 254 nm, em superficies e ar ambiente em areas de
depdsitos em arquivos e bibliotecas e reservas em museus, conseguindo significativa
reducdo da carga microbiana. O mesmo recurso apresentou-se promissor, com étimos
resultados em materiais de embalagem e acondicionamento de artefactos em museus,
conforme foi observado nos estudos desenvolvidos por Elamin, Takatori, Matsuda,

Tsukada e Kirino (2018).

5.2. Vantagens e limitacoes

As investigacOes relacionadas com a desinfecdo e esterilizagdo com recurso a
radiacdo no comprimento de onda germicida de 254 nm, inclusive em contexto
museoldgico, tém demonstrado, portanto, significativa redugdo da incidéncia de fungos
sobre superficies e ampliacdo da vida util de diferentes produtos.

Estudos para avaliar a acdo especifica de desinfecdo de isolados fungicos sob o
efeito da radiacdo UV-C emitida por lampadas germicidas foram dirigidos por
Nowakowicz-Debek, Wlazto, Krukowskil, Pawlak e Trawinska (2013), que destacam a

sua capacidade para diminuir o tamanho das populacdes de fungos do género
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Penicillium sp., Aspergillus sp. e Aspergillus fumigatus e/ou reduzir a disseminag¢do de
algumas espécies fungicas e também bacterianas sobre superficies sélidas. Também
Guerreiro-Beltran e Barbosa-Canovas (2004) e Begum, Hocking e Miskelly (2009)
destacam que a radiagdo UV-C estd a ser perspetivada como alternativa vantajosa
relativamente as intervengdes em que se utilizam produtos quimicos.

Assim, podem sintetizar-se as seguintes vantagens: Trata-se de um processo
fisico em que se recorre a energia como agente germicida; que ndo é téxico e, portanto,
ndo causa prejuizos ao meio ambiente nem aos utilizadores e nao produz residuos
quimicos; ndo aquece a superficie do produto tratado; ndo gera radioatividade
ionizante; é realizado a seco; tem acdo imediata; a dose é pequena em rela¢do ao tempo
de aplicacdo da radiacdo; a sua utilizacdo é simples; consome pouca energia; e é de baixo
custo, se comparada aos demais processos existentes (Koutchma et al., 2009).

Em contraponto, podem ser referidas como limitacdes a capacidade de
reparacao do dano causado ao ADN microbiano, em caso de ser empregue uma dose
subletal, e o facto de possuir penetrabilidade limitada em materiais mais densos
(Gardner & Shama, 2000). Usualmente, superficies duras e resistentes, materiais
granulares e diversos tipos de embalagens tais como as plasticas, cartdo, metal e vidro,
necessitam de receber irradiacao intensa e direta para que sejam descontaminadas.

As superficies com texturas irregulares, onde, geralmente, se depositam
particulas sdlidas, apresentam um nivel de dificuldade maior em rela¢do a intervengao
com radiacdo UV-C. Tal textura provoca um “efeito de sombra”, ou seja, a acumulacdo
de particulas nas reentrancias pode servir de barreira e proteger parte dos
microrganismos da incidéncia direta da radiacdo (Alexandre et al., 2008). Isso
ocorrendo, uma porgdo da radiagdo é absorvida pelas particulas e os microrganismos
recebem menos ou ndo sdo atingidos. Com isso, haverd uma reducdo da incidéncia
uniforme de radiacdo sobre a superficie do material, atenuando a intensidade da
radiacdo para transpor a matéria (Bintsis et al., 2000; Lopez-Malo & Palou, 2005). Logo,
para melhor atingir um efeito deletério sobre os microrganismos, torna-se necessaria

uma limpeza prévia da superficie para que a aplicacdao da radiacdo germicida se realize
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de modo intenso e direto sobre a regido que se deseja desinfetar (Hon & Chang, 1984).
Portanto, a limpeza prévia dos materiais a serem irradiados determina o nivel de
eficiéncia do processo e, como recurso complementar para garantir tal eficiéncia, o ar
ambiente pode também receber aplicagdo de radiagao UV. De acordo com as indicagdes
de Bintsis et al. (2000), deve considerar-se a limpeza e o prazo de validade da lampada,
fonte irradiadora, e, se necessario, podem realizar-se irradiagdes com curtos intervalos
de tempo, a fim de assegurar melhor eficiéncia no processo de descontaminacdo em
relacdo ao efeito sombra. Ndao obstnte, ndo da indicacdes quanto ao tempo de tais
intervalos.

Outra dificuldade regista-se no caso de a superficie receber doses de radiacdo de
comprimento de onda inferior a 200 nm, consideradas insuficientes como recurso de
efeito letal, ndo atingindo o propdsito microbiocida de inibir o crescimento das
estruturas reprodutivas dos fungos (Cardoso, 2007). Além disso, a sua eficacia estd
dependente das espécies de fungos que se desenvolvem sobre a superficie, das
condicdes ambientais, do tempo e quantidade de radiacdo a que o material esta sujeito
(Begum et al., 2009).

A incidéncia de radiacdo UV nas madeiras pode causar reacdes indesejadas,
acarretando a sua deterioracao por esvanecimento, fissura¢do e fratura, tornando-se
mais acentuada quando associada a HR elevada (Acevedo et al., 2013). Para conhecer o
nivel de dano na superficie das madeiras, Anderson, Pawlak, Owen e Feist (1991)
utilizaram uma camara de envelhecimento acelerado, na qual experimentaram trés
procedimentos distintos: envelhecimento apenas com radiagdao UV, apenas com HR
elevada e os dois conjuntamente. Concluiram que o procedimento que contou
unicamente com aplica¢ao da radiacdao UV resultou em mudang¢as muito brandas nas
propriedades quimicas da madeira a superficie.

Oliveira, Monteiro, La Scala Junior, Barbosa e Mochi (2016) destacam os estudos
realizados por Wraight, Inglis e Goettel (2007), voltados para a sensibilidade de esporos
e para os efeitos da radia¢do solar (rica em radiacdo UV) sobre isolados fungicos, que

evidenciam a capacidade da radiagao UV diminuir o tamanho das populac¢des de fungos
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e/ou reduzir a disseminagdo de algumas espécies no ambiente, além de possibilitar a
reducdo do uso de fungicidas quimicos. E de ressaltar que existem diferencas entre os
microrganismos quanto a sensibilidade a radiacdo UV, que pode variar conforme a
espessura e composi¢ao da parede celular, a presenga de proteinas absorventes de UV
ou as diferencas na estrutura dos préprios acidos nucleicos (Koutchma et al., 2009).
Além disso, muitas espécies fungicas apresentam resisténcia a radiagao UV devido a
producdo de melanina, que Ihes confere vantagens pela maior protecdo a uma ampla
faixa do espetro eletromagnético (Walker et al., 2010). Contudo, determinados niveis
de radiagdes ionizantes estimulam o crescimento e proliferacio desses fungos
(Robertson et al., 2012).

Perante estudos acerca do uso da radiacdo UV-C, Guedes et al. (2009) fazem
referéncia aos trabalhos desenvolvidos por Rysstad e Kolstad (2006) e por Giinter,
Kapulstina, Popeyko e Ovodovi (2007), que investigam probabilidades de maiores
beneficios no uso da radiacdo UV para outras aplicacdes e propdsitos, para além dos ja
conhecidos e atuais.

Apesar do uso da radiacdo UV-C apresentar importantes aplicacdes no campo
cientifico em diversos processos e métodos destinados a desinfecdo e controlo de
agentes nocivos que se desenvolvem sobre diferentes substratos, ndao foram
encontradas referéncias a estudos sobre tratamentos com atuacdo da radiacdo UV-Cem
superficies de materiais densos como as madeiras. Contudo, tendo em conta o que se
enumerou, é potencialmente promissora a estratégia de utilizacdo dessa radiacdo na

preservacao de madeiras.
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Estudo labortorial de carater exploratério

75



CAPITULO 6

Contextos histdricos de interesse e suporte a experimentagao

6.1. Objetivos e critérios de selecio e enquadramento ambiental geral

Embora se pretendesse desenvolver um estudo laboratorial de carater
exploratdrio, considerou-se de interesse ter um contexto histérico e patrimonial real
como suporte a ponto de partida e operacionalizagdo do processo de investigacao, para
determinacdo do género e/ou das espécies flngicas mais frequentes nas colonizagdes
microbioldgicas das madeiras desses contextos, como representantes de outros
similares. Atendendo as suas caracteristicas ambientais distintas e pretendendo ainda
contribuir para o conhecimento e tomada de decisdo informada quanto as realidades
portuguesas e brasileiras, consideraram-se estruturas em madeira de cobertura de
edificios histéricos dos dois paies. Como critérios orientadores, edificios com coberturas
tradicionais, de armag¢des me madeira, de acesso facil, em estado de conservagao similar
e bom, e enquadrados no mesmo periodo de construcdo. Nesse sentido, os edificios
selecionados foram a igreja Basilica de Nossa Senhora da Concei¢do da Praia, localizada
na cidade de Salvador - Brasil, e a igreja Matriz de Santo lldefonso na cidade do Porto —
Portugal, ambas do século XVIII.

Conservar essas madeiras de estrutura condiciona ao controlo de diferentes
fatores, sendo os indices de Temperatura (T) e de Humidade relativa (HR) os mais
importantes. Quando elevados, esses indices sdo propicios a proliferacdo de agentes
bioldgicos nas madeiras, principalmente naquelas que se encontram em locais com

pouca ventilacdo, luminosidade e sujeitos a uma manutencao escassa.
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6.1.1. Caracterizacdo ambiental sumaria

A cidade de Salvador estd inserida numa regido metropolitana que tem como
coordenadas geograficas a latitude de -12.9704 e a longitude de -38.5124 (12° 58’ 13"
Sul, 38° 30’ 45” Oeste), uma area de 693,29 km? e cuja altitude é de 12 m em relacdo ao
nivel do mar (Cidade-Brasil, 2018). Na Figura 19 observa-se a sua localizacao, no litoral
do Estado da Bahia, que compde a Federacdo Brasileira, conforme Instituto Brasileiro de

Geografia e Estatistica (IBGE).

Figura 19: Localizagdo da cidade do Salvador no
estado da Bahia (IBGE, 2019).

O clima de Salvador é caracterizado como tropical himido com influéncia de
massa tropical maritima, com chuvas ao longo de todo o ano. Em geral, mantém uma
temperatura média em torno de 25 °C (Figura 20). Dificilmente este indice de T é inferior
a 20 °C ou superior a 33 °C, com verdes quentes e invernos mornos com muita

precipitacdo (Cavalcanti, Ferreira, Dias & Silva, 2009).
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Figura 20: Temperaturas maximas e minimas médias anuais em Salvador (Weather Spark, 2018).

Em relacdo a HR, a sua variagdao sazonal é considerada moderada, com uma
média anual de 92% para praticamente todos os meses do ano. E observada uma
diminuicdo gradual entre os meses de junho e julho, e uma subida em agosto, de acordo

com a Figura 21 (Weather Spark, 2018).
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Figura 21: Humidade relativa média anual em Salvador (Weather Spark, 2018).

A cidade do Porto (Figura 22), onde a igreja de Santo lldefonso estd edificada, é
um distrito com drea de 2395 km?, o0 17.2 maior distrito portugués, e estd situado ao

Norte do pais.
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Figura 22: Localiza¢do da cidade do Porto, modificado a
partir de Maps Portugal (2019).

O distrito do Porto possui um clima classificado de temperado mediterraneo. Na
Figura 23 observa-se que os meses de julho, agosto e setembro correspondem a estacao
do verdo, e apresentam uma temperatura maxima didria acima de 22 °C e minima média

de 15 °C (Weather Spark, 2018).

Temperaturas maximas e minimas medias

amena morna amena
40°C
35°C
30°C 29.de jul
25°C 2

20°C 24 4eja
15°C w 14°C

jan fev mar abr mai jun jul ago set out nov dez

Temperatura maxima (linha vermelha) e minima (linha azul) médias, com faixas do 25° ao
75° e do 10° ao 90° percentil. As linhas finas pontilhadas sdo as temperaturas médias
percebidas correspondentes.

Figura 23: Temperatura maxima (linha vermelha) e minima (linha azul) médias anuais no
Porto (Weather Soark. 2018).

79


file:///C:/Users/Rita%20Doria/epinto/AppData/Local/Temp/7zOC16E6F0D/Weatherspark

A mesma base de dados aduz que a HR no Porto ndo tem grandes variacdes ao
longo do ano (Figura 24), apresentando, entre julho e setembro, niveis muito baixos,

considerados abafados, variando entre 1% a 7% (Weather Spark, 2018).
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Figura 24: Humidade relativa média anual no Porto (Weather Spark, 2018).

6.2. A Igreja Basilica de Nossa Senhora da Conceicdo da Praia, Salvador, Brasil

A igreja de Nossa Senhora da Conceicdo da Praia, (Figura 25) é considerada
monumento nacional, esta classificada como Imdvel de Interesse Publico e inscrita no
livro de tombo pelo Instituto de Patriménio Histérico e Artistico Nacional (IPHAN)
(Decreto n° 25, 1937). A primeira construcao ocorreu entre os anos de 1549 e 1623,
existindo referéncia sobre uma segunda construcdo, sem data exata. Esse segundo
templo foi demolido em 1736 e, em seu lugar, foi construido um novo edificio cujo
projeto, atribuido a Manuel Cardoso de Saldanha, foi enviado de Portugal para ser
executado em calcdrio de tipo lioz, tipico da regidao de Lisboa, nomeadamente de Sintra.
Exibe estilo marcante, caracteristico da arquitetura portuguesa do Alentejo, tendo sido

inaugurado no ano de 1765 (Azevedo & Lima, 1997).
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Figura 25: Igreja de Nossa Senhora da Conceicdo da Praia em Salvador, Bahia, Brasil. © Rita Doria.

A igreja situa-se dentro dos limites metropolitanos da cidade de Salvador, em
zona denominada “cidade baixa”, e fazendo parte do centro histdrico da cidade (Figura
26). E uma drea rochosa, a beira de uma encosta e muito préxima ao mar. O monumento
estd ladeado por outros edificios de igual valor histérico, artistico e cultural, sendo,

maioritariamente, datados dos séculos XVIIl e XIX (Azevedo & Lima, 1997).
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Figura 26: Localizagdo geografica da Igreja de Nossa Senhora da Concei¢do da Praia, em Salvador,
adaptado de Cidade-Brasil (2018).

6.2.1 Sistema de cobertura

A cobertura da igreja de Nossa Senhora da Conceicdo da Praia possui uma
estrutura em madeira coberta com telha de cerdmica. E formada por duas aguas e seis
tacanicas, tendo a fachada principal voltada para o quadrante Noroeste. Estes detalhes

podem ser observados na Figura 27.
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Senhoraldal
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Figura 27: Estrutura de cobertura da Igreja de Nossa Senhora da Conceicdo da Praia:
a) Vista aérea (Google Maps, 2018);

b) e c) Croquis em vista lateral e frontal da estrutura (Arquivo do IPHAN);

d) Interior. © Rita Doria.

Com o decorrer dos anos, a igreja passou por varias obras de restauro e foram as
estruturas em madeira da cobertura que mereceram maior atencdo e foram alvo de
mais intervenc¢des. Em 1986 ocorreu uma completa reforma de todo o madeiramento
das armacgdes, assim como a troca do telhamento da cobertura que preservava ainda
caracteristicas originais (Azevedo & Lima, 1997). Ndo foram encontrados registos sobre
0 género ou espécie de arvore cuja madeira foi utilizada na estrutura original. Contudo,
analises taxonOmicas realizadas em diferentes partes da estrutura reabilitada (Doria,
2005), indicaram que a espécie de madeira existente é a Manilkara elata (Fr. All.)

Monac, vulgarmente conhecida por Macaranduba.

6.3. A Igreja Matriz de Santo lldefonso, Porto, Portugal

A Igreja Matriz de Santo lldefonso (Figura 28) teve um processo de edificacdo

longo, entre os anos de 1709 e 1739. Encontra-se classificada como Imével de Interesse

Publico (1IP) (Decreto n2 129, 1977).
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Figura 28: Igreja de Santo Ildefonso no Porto.

© Rita Doria.

Belo exemplar da arquitetura religiosa da cidade do Porto, nela sdo observadas
caracteristicas nos estilos barroco, neocldssico e neobarroco. Apresenta nave em
formato octogonal ao centro e capela-mor com retdbulo em talha, cuja construcao
decorreu entre 1730 e 1737. Em 1739, as torres foram integradas e, para tanto, foi
necessario um avanco na fachada principal que passou a exibir duas cruzes, uma atrds
da outra, a representar ambas as fases de construcao sofridas pela igreja (Briosa, 2012).
No século XX o pavimento da nave foi renovado com madeira de Riga Nova. Atualmente,
as estruturas que sustentam a cobertura, completamente restauradas, sao em madeira
de Abeto, conforme informagdo pessoal do arquitecto vinculado ao projecto, Dr.
Joaquim Coimbra S. da Silva?.

Geograficamente, estda enquadrada na Baixa Portuense, area em que

2 Arquitecto e engenheiro civil, doutor pela Escola Técnica Superior de Arquitectura da Universidade de
Valladolid — Espanha. Representante da Direcgao-Geral do Patriménio, do Ministério das Financgas, nas
Comissdes Mistas de Coordenagado, Técnicas de Acompanhamento de Territdrio e Desenvolvimento
Urbano, Coordenacgao e Desenvolvimento Regional e outros.
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predominam imponentes e importantes edificios histérico desta cidade, e préxima da

Foz do Douro (Figura 29).
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Figura 29: Localizacdo geografica da Igreja de Santo lldefonso no Porto (Michelin, 2020).

6.3.1. Sistema de cobertura

A armacdo que forma o sistema de cobertura da Igreja de Santo Ildefonso é
constituida por um conjunto de elementos denominados tesouras de linha suspensa ou
canga de porco e que, em Portugal, s3o chamadas asnas de linha alta. Neste formato de
estrutura, as pernas ou empenas sao longas e apoiadas sobre a alvenaria das paredes, e
recebe a linha alta, que é colocada para travamento da tesoura, a fim de formar um
guadro rijo e evitar a flexdo das pernas e os empuxos laterais, como mostra a Figura 30

(La Pastina Filho, 2005).
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Figura 30: Estrutura de cobertura da Igreja de Santo Ildefonso:

1: Vista aérea (Google Maps).

2: Croquis em vista lateral e frontal da estrutura (Cadastro fornecido pelo arquiteto
Joaquim Coimbra Soares da Silva)

3: Interior. © Rita Doria.
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CAPITULO 7

Amostragem

Nas estruturas de cobertura dos dois edificios historicos selecionados, os
procedimentos de recolha do material a ser preservado respeitaram as normas de
seguranc¢a, no que diz respeito ao uso de materiais, equipamentos, manipulagao,
limpeza e desinfecdo, equipamentos de protecdo pessoal e demais consideracdes

emanadas da World Health Organization (WHO, 2011).

7.1. Objetivos e critérios

Com a finalidade de definir a localizagdo mais adequada dos pontos e o processo

de recolha de amostras, foram tidos em conta os seguintes critérios:

Contraste, quanto a niveis de iluminancia;
Contraste, quanto a indicios de infiltracdes de agua;

Maior facilidade de acesso para recolha;

YV V V V

Menor efeito de dano possivel.

A necessaria autorizacdo para fotografar e proceder a recolha do materil foi
solicitada as autoridades competentes. Em Salvador, tramitou pela Irmandade de N.
Senhora da Conceigdo da Praia e Instituto do Patrimonio Artistico e Cultural (IPAC) e, no

Porto, pela Direcdo da Regional de Cultura do Norte (DRCN).
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7.2. Material e métodos

As metodologias para recolha de amostras de madeiras numa estrutura,
enquadram métodos classificados como destrutivos, ndo destrutivos e semi-destrutivos.
Neste caso, o protocolo de atuacdo seguiu o método semi-destrutivo (semi-destructive
testing — SDT), sendo considerada madeira de sacrificio e indicando-se, a vermelho, os
pontos onde se recolheu o material, por incisdo. Trata-se da técnica invasiva mais
apropriada para obter pequenas por¢cdes de material a partir de estruturas de valor
patrimonial que precisam de ser submetidos a ensaios laboratoriais. E um procedimento
gue ndo representa perigo para a seguranca, estabilidade ou durabilidade da estrutura,
e ndo promove alteragdes nos valores histéricos e artisticos do bem cultural (Kloiber,

Milos, Machado, Piazza & Yamaguchi, 2015).

7.2.1. Teste preliminar

O teste preliminar foi realizado sobre seccdo de madeira de sacrificio, a medir
35x20x10 cm (Figura 31), adquirida na Madeireira Total, na cidade de Salvador. Como
instrumento de corte foi usado um formao de ponta chanfrada e afiada, revelando ser
de facil manuseamento, boa firmeza e precisdo na obtencdo do material. Para auxiliar,
um pequeno martelo e uma ping¢a foram também usados.

Na seccdo de madeira de sacrificio foram feitas, em diferentes pontos, algumas
incisdes com formao afiado. Estes testes permitiram avaliar a eficiéncia do material de
corte a usar, definir a melhor técnica para a recolha, e estabelecer o tamanho do
fragmento a recolher. Com este procedimento, o processo posterior, de recolha de
amostras na estrutura de cobertura, ficou facilitado e foi possivel assegurar um menor
risco de danos na estrutura. As bordas das pecas em madeira (quinas), mostraram ser o

local mais apropriado para a recolha das amostras nas coberturas.
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35cm 10 cm

20 cm

Figura 31: Madeira de sacrificio com indicagGes, a vermelho, dos pontos onde foram feitas as
incisGes para recolha do material. © Rita Doria.

Na seccdo de madeira de sacrificio foram feitas, em diferentes pontos, algumas
incisGes com formao afiado. Este teste permitiu avaliar a eficiéncia do utensilio de corte
a usar, definir a melhor técnica para a recolha e estabelecer a dimensao da amostra.
Com este procedimento, o processo posterior, de recolha de amostras na estrutura de
cobertura, ficou facilitado e foi possivel assegurar um menor risco de danos para a
estrutura. As extremidades das pecas em madeira, mostraram ser o local mais
apropriado para a recolha das amostras nas coberturas.

A fim de garantir a melhor solucdo e salvaguardar a seguranca e preservacao da
integridade da estrutura, foi definida a recolha in situ das amostras com dimensd&es

aproximadas de 0,3 mm x 0,3 mm x 30 mm (Figura 32).

30 mm

0,3 mm

0,3 mm

Figura 32: Dimensdes aproximadas do material a recolher como amostra. © Rita Doria.

Para a definicdo de tais dimensdes, tomou-se como base os trabalhos de Hoadley
(1990), Dark e Rose (1993), Andreacci e Melo Junior (2011), Melo Junior (2012), Peixoto
(2012), Saccoman, Teixeira, David, Peres e Yamashita (2016), que apontam para uma

variacdo entre 1 e 30 mm para as por¢des de madeira com fins de identificacao
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taxondmica e andlise biolégica e recomendam, para efetuar os cortes, a utilizacdo de

bisturi, navalha, faca, cinzel ou formdo, laminas finas e um arco de serra.

7.2.2. Recolha in situ

Apds o teste preliminar e definicdo do protocolo de atuagdo a implementar,
identificaram-se as areas a serem amostradas, atendendo aos critérios definidos, com a

marcacao in situ dos pontos para recolha do material a ser processado em laboratdrio.

7.2.2.1. Identificacdo dos pontos de recolha

A recolha de amostras na Igreja Basilica de Nossa Senhora da Concei¢do da Praia
decorreu no més de junho de 2015. Passados 12 meses, em julho de 2016, a recolha foi
realizada na Igreja Matriz de Santo lldefonso, por questdes de disponibilidade
profissional para deslocacdes.

Definiram-se 6 pontos de amostragem para cada estrutura, identificados com
letras maiusculas do alfabeto latino (A, B, C, D, E, F). Para distingdo entre geografias,

o, n

identifica a cidade de Salvador e “p”,

ow_n
S

adotaram-se letras minusculas (s ou p), em que
a cidade do Porto.

Com o objetivo de conseguir a maior representatividade possivel de espécies
fungicas presentes no local, para cada ponto de amostragem definido foram recolhidas
duas amostras, distanciadas um metro e identificadas com os nimeros 1 e 2. As

referéncias adotadas para identificacdo das amostras estdo apresentadas na Tabela 11.
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Tabela 11: Referéncia de identificacdo das amostras

Salvador Porto
Als A2s Alp A2p
Bls B2s Blp B2p
Cls C2s Clp C2p
D1s D2s D1p D2p
Els E2s Elp E2p
Fls F2s Flp F2p

Nas Figuras 33 e 34, em desenho esquematico de cada estrutura de cobertura e
para sua melhor percecao, estdo assinalados os locais de recolha das amostras, onde é

indicado o respetivo nivel de iluminancia. Em termos médios, os niveis assumidos foram:

<10 Lux — Muito baixo
> 10 < 30 Lux — Baixo
> 30 < 60 Lux — Moderado

E possivel constatar que os niveis moderados est3o, naturalmente, associados a
locais mais proximos de aberturas (portas e frestas) e os muito baixos, tipicamente, a

locais mais afastados.
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Fig. 33: Desenho esquematico da estrutura de cobertura em madeira da Igreja de Nossa Senhora
da Conceigdo da Praia, indicando os pontos de recolha A, B, C, D, E e F com os respetivos

guadrantes de localizagdo e nivel de iluminancia. © Rita Doria.
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Fig. 34: Desenho esquematico da estrutura de cobertura em madeira da Igreja de Santo Illdefonso,
indicando os pontos de recolha A, B, C, D, E e F com os respetivos quadrantes de localizagdo e nivel
de iluminancia. © Rita Doria.

Para arecolha in situ, foram preparados 6 conjuntos (kits) de material organizado
e esterilizado para cada edificio. Cada kit continha um formdo afiado, pinca e
contentores estéreis para o transporte individual das amostras. Para o transporte do
material até as coberturas dos edificios foi usada uma caixa pldstica opaca com tampa,
previamente desinfetada por imersao em hipoclorito de sddio a 1% durante 10 h
(Figueiredo, 2018). Apds retirada da solucdo, foi seca com papel toalha e no seu interior

foram depositados os kits (Figura 35). A caixa foi lacrada e sé aberta no local da recolha.
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Figura 35: Kit com materiais
esterilizados para recolha das
amostras. © Rita Doria.

A recolha das amostras nas estruturas de cobertura obedeceu ao protocolo de
atuacdo definido a partir do teste preliminar. Para cada ponto de recolha foi utilizado
um kit para obter as amostras. A incisdo consistiu em premir levemente o formao sobre
a madeira e, assim, conseguir uma marca a servir de guia para atingir o tamanho
desejado da seccdo a ser removida. Com leves e firmes marteladas na base do formao,
foram obtidos os fragmentos do material necessdrio (Figura 36). Estes foram
imediatamente depositados nos contentores estéreis, lacrados e etiquetados com as
informacdes bdsicas (data e ponto de recolha). Todo o manuseamento foi realizado com

uso de luvas cirdrgicas em nitrilo, que foram descartadas a cada ponto amostrado.

Figura 36: Procedimento de recolha da
amostra de madeira. © Rita Doria.

Apds a recolha e identificagdo das amostras, estas seguiram para o laboratdério

para serem processadas num tempo maximo de 24 horas.
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CAPITULO 8

Processamento das amostras

O processamento das amostras de madeira, provenientes da recolha nas
estruturas de cobertura, foi realizado nas localidades de origem de cada construgdo. As
amostras obtidas em Salvador foram processadas no Laboratdrio de Pesquisa em
Microbiologia (Lapem) do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Feira
de Santana (UEFS), Estado da Bahia, Brasil e as recolhidas na cidade do Porto tiveram o
seu processamento no Laboratério de Micologia/Servico de Microbiologia do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Farmacia de Universidade do
Porto (FFUP), Portugal.

As espécies de madeira das estruturas de cobertura de interesse, a igreja de
Nossa Senhora da Conceicdo da Praia e igreja de Santo lldefonso, encontram-se
mencionadas nos itens 6.2.1 e 6.3 respetivamente. A identificacdo das espécies
adquiridas para a confecdo das amostras (UAs) utilizadas no tratamento com UV-C foi
realizada no Laboratério de Anatomia Vegetal e Identificacdo de madeiras (LAVIM) do
Departamento de Botéanica do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia

(UFBA).
8.1. Objetivo

Confirmar a identidade das madeiras novas empregues neste trabalho e isolar os
fungos presentes nas madeiras das estruturas das coberturas, em duas construcdes

histéricas de interesse, a igreja de Santo lldefonso na cidade do Porto, Portugal a igreja

de Nossa Senhora da Conceicdo da Praia em Salvador, Brasil.
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8.2. Material e métodos

As madeiras utilizadas neste estudo sdo de arvore conifera e de arvore frondosa,
ambas de boa qualidade, resisténcia mecanica e uma durabilidade natural. As madeiras
de Conifera possuem o alburno e o cerne de cor clara, com pouca diferenca de
tonalidade entre ambos. E uma espécie pouco resinosa, com odor suave, macia e facil
de ser trabalhada, com fibra reta e leve, podendo ser impregnada com muita facilidade.
De observar que é pouco resistente a ataques de insetos e é dificil preserva-la
convenientemente, apesar dos tratamentos existentes. Quanto as madeiras de
Frondosa ou Folhosa, possuem uma estrutura lenhosa mais complexa do que a das
coniferas, sendo madeiras pesadas e duras, com uma coloragdo castanha avermelhada.
Por apresentarem pouca porosidade, sdo muito dificeis de impregnar, mas sdo bem
resistentes ao ataque pelos fungos apodrecedores devido aos compostos fendlicos

presentes na sua constituicdo (Gonzaga, 2006).

8.2.1. Identificagdo macroscopica das madeiras de amostra

As madeiras utilizadas na confec¢dao das amostras (UAs) empregues no tratamento
com radiacdo UV-C foram identificadas a nivel de género, separadamente e com igual
processo. Inicialmente, os pequenos blocos foram amolecidos por cozimento em agua
e glicerina (Ferreirinha, 1958), e processados em micrétomo de deslize (Leica SM2000R),
obtendo planos com espessura de cerca de 15 a 17 micrometro (um) aproximadamente.
A estrutura dos planos cortados foi observada com uma lupa conta-fios. Para a
montagem das laminas semi-permanentes, os cortes foram clarificados com hipoclorito
de sddio e agua destilada, seguido de lavagem em d4gua destilada, desidratados em
etanol 20 e 50% e corados em safrablau (Kraus & Arduin 1997) e depositados sobre
lamina histoldgica que recebeu por cima uma lamela e foi vedado com verniz vitral e
observados em microscopio O6ptico (Sass,1940). O reconhecimento macroscépico

(taxonomia) das madeiras seguiu a classificacdo proposta por Botosso (2009).
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8.2.2. Cultura e isolamento dos fungos presentes nas madeiras de cobertura

Embora o procedimento de recolha e transporte das amostras tenha sido
idéntico para as duas estruturas, no processamento laboratorial é de realgar uma
diferenca de metodologia associada a técnica assética usada. Assim, as amostras
colhidas em Salvador foram tratadas em camara de fluxo laminar, enquanto que as
provenientes do Porto foram tratadas de forma idéntica, mas usando condices de
técnica assética de bico de Bunsen. Assim, as amostras estudadas no Brasil foram
manipuladas em camara biolégica de fluxo laminar (marca Pachene, modelo PA200,
fabricacdo Brasil), previamente higienizada com dlcool a 70%. No seu interior foram
colocados os materiais necessarios ao processamento das amostras para cultura: pingas,
[aminas de bisturi e placas de Petri de meio de cultura Malt Extract Agar (MEA) (Merck®,
Germany), cuja composicao estd indicada na Tabela 12. Os materiais foram esterilizados
com lampadas germicidas de UV-C da prdépria cdmara, por um tempo de 15 min (Cobb,

2016).

Tabela 12: Composicdao do meio de cultura Malt Extract Agar

Componentes Quantidades (g/l)
Extrato de malte 30,0
Peptona de farinha de soja 3,0
Agar 15,0
pH 5,4+0,2
Métodos de esterilizagdo Condigdes de esterilizagao
Calor humido em autoclave 121 °C/20 min.

Fonte: Adaptado de Merck® Microbiology Manual (2010).

Apds esse tempo, com a camara ligada e os UV-C desligados, foram introduzidos
os contentores com o material de recolha, abertos e manipulados em separado, de

forma a evitar qualquer contaminacdo com o ar ambiente.
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Com auxilio de uma ping¢a e um bisturi foi, inicialmente, separada uma fracdo de
cada uma das amostras, com medidas aproximadas de 4x4x5 mm, para serem utilizadas
na identificagao taxondmica das madeiras.

O restante de cada amostra foi destinado a inoculagdao em meios de cultura, com
a finalidade de isolamento e obtencdo de culturas puras dos fungos presentes nas
amostras. Assim, cada amostra foi fracionada em 10 pequenas porg¢des, de tamanho
semelhante. Cada fragmento foi depositado asseticamente no interior de uma placa de
Petri contendo meio de cultura MEA estéril (Figura 37). Além disso, para cada ponto de

amostragem foram obtidas 10 placas de cultura.

Figura 37: Placa de Petri contendo fragmentos da amostra. © Rita Doria

As 10 placas de cada ponto de amostragem foram identificadas com um
algarismo romano (I-X), além de serem marcadas com as demais informacdes relativas
ao ponto de recolha da amostra, resultando em uma numeracdo alfa numérica (Tabela
13). Todo o processo foi realizado igualmente nas duas localidades, alcancando um total

de 240 unidades amostrais, 120 para Salvador e 120 para Porto.
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Tabela 13: Identificacdo alfanumérica das Unidades Amostrais processadas para
Salvador e Porto

Asll Asllil Asllll AslIV AslV AslVI AsliVIl AslVIlIl AslIX AslX
As21 As21l As2lll As2IV As2V As2VI As2VIlI As2VIlIl As2IX As2X

Pontos A" Ap11 Ap1ll Apllll AplIV AplV AplVI AplVIl AplVill AplIX AplX
Ap21 Ap21l Ap2lll Ap2IV Ap2V Ap2VI Ap2 VIl Ap2 VI Ap2IX Ap2X
Bs1l Bslll Bsllll BslIV BslV Bs1VI BslVIl BslVIIl BslIX BslX
bontos "ge BS2! Bs2Il Bs21ll Bs2IV Bs2V Bs2VI Bs2VIl Bs2VIll Bs2IX Bs2X
Bpll Bplll Bpllll BpllV BplV BplVI BplVIl BplVIll BplIX BplX
Bp2! Bp2ll Bp2lll Bp2IV Bp2V Bp2VI Bp2VIl Bp2 VIl Bp2IX Bp2X
Cs1l Cslll Csllll CslIV CslV CslVI Cs1VIl Cs1VII CslIX Cs1X
bontos et Cs21 Cs21l Cs21ll Cs21V Cs2V Cs2VI Cs2VIl Cs2VIIl Cs2IX Cs2X
Cpll Cplll Cpllll CplIV CplV CplVI CplVIl CplVIll CpliX CplX
Cp2l Cp2ll Cp2lll Cp2IV Cp2V Cp2VI Cp2VII Cp2VIIl Cp2IX Cp2X
Ds1l Ds1ll Dpslll Ds1IV Ds1V Dsl1VI Ds1VIl Ds1VIIl DsliX DslX
bontos "ot Ds2! Ds21l Ds21ll Ds21V Ds2V Ds2VI Ds2VIl Ds2VIll Ds2IX Ds2X
Dpll Dplll Dpllll DplIV DplV DplVI DplVII DplVIll DplIX DplX
Dp2! Dp2Il Dp2lll Dp2IV Dp2V Dp2VI Dp2 VIl Dp2 VIl Dp2IX Dp2 X
Es1l Eslll Epslll Es1IV Es1V Es1VI Es1VIl Es1VII EslIX Es1X
bontocrge ES2! Es21l Es21ll Es2IV Es2V Es2VI Es2VIl Es2VIll Es21X Es2X
Epll Eplll Epllll EplIV EplV EplVI EplVIl EplVIll EpliX EplX
Ep21 Ep21l Ep2lll Ep2IV Ep2V Ep2VI Ep2VIl Ep2VIIl Ep2IX Ep2X
Fs1l Fslll Fpslll Fs1IV Fs1V Fs1VI Fs1VIl Fs1VII Fs1IX Fs1X
bontos "pn FS11 Fs21l Fs21ll Fs2IV Fs2V Fs2VI Fs2VII Fs2VIII Fs2IX Fs2X
Fpll Fplll Fpllll FplIV FplV FplVI FplVIl FplVIl FpliX FplX
Fp21 Fp2ll Fp2lll Fp2IV Fp2V Fp2VI Fp2VIl Fp2 VIl Fp2IX Fp2X
Legenda:

Letra romana maitscula = ponto de amostragem;
Letras romanas minuGsculas = iniciais das cidades onde ocorreram as recolhas, s-Salvador e p-Porto;
Numeragdo arabe (1 e 2) = amostras em cada localizacéo;

Numeracdo romana (I-X) = subamostras, 10 em cada ponto.

As placas de meio de cultura MEA, semeadas, foram acondicionadas em cuba
plastica higienizada com alcool a 70% e coberta com papel pardo, que ficou a
temperatura ambiente de 24 °C + 2 °C, para estimular o crescimento de fungos (Ortiz et

al., 2014). Apods o terceiro dia de incubacdo, as placas passaram a ser monitorizadas
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diariamente, macroscopicamente e com microscépio estereoscopico binocular (Nikon
E400). Nesta fase, observou-se o desenvolvimento de estruturas fungicas na superficie
do meio e no substrato. Cinco amostras fungicas foram repicadas para novas placas de
meio de cultura MEA, com auxilio de uma agulha estéril. Em todo o processo foi usada
técnica assética.

Para a obtencgao das culturas puras de cada fungo isolado, sucessivos subcultivos

foram realizados a fim de assegurar o crescimento de um Unico tipo de fungo.

8.3. Caracterizacao e conservagao dos isolados flingicos

A caracterizagdao dos fungos isolados foi baseada em caracteristicas fenotipicas

(morfologia macroscépica e microscdpica) e moleculares.

8.3.1. Identificagao Morfoldgica

A identificacdo morfoldgica de todos os fungos purificados a partir das madeiras
de recolha foi realizada de acordo com a taxonomia classica, assente em observacdes
macroscopicas e microscépicas, cuja finalidade foi obter um panorama geral que

permitisse proceder a selecdo dos isolados a serem submetidos a analise molecular.

- Observacdo a escala macroscépica
Diversas caracteristicas macroscdpicas, da superficie e do reverso das coldnias
obtidas no meio de MEA, foram usadas para agrupar e identificar os isolados obtidos.

S3o de destacar:

Diversas caracteristicas macroscdpicas, da superficie e do reverso das coldnias

obtidas no meio de MEA, foram usadas para agrupar e identificar os isolados obtidos.

Dessas caracteristicas sdo de destacar:
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» Diametro das coldnias e velocidade de crescimento;

> Textura ou consisténcia: cremosa, mucdide, cotonosa, aveludada, serosa,
camurcada, granulosa, pulverulenta, membranosa e verrucosa;

» Pigmentacdo da superficie e do reverso e difusdo do pigmento para o meio de
cultura;

» Topografia: plana, convexa, umbilicada, pregueada, cerebriforme, lisa, fissurada
ou rugosa;

» Aspeto dos bordos: regulares, irregulares, radiados;

» Cor: branca, preta, verde, vermelha e outras.

Assim, com base nestas caracteristicas fenotipicas, foi possivel agrupar os

isolados que apresentavam similaridades.

- Observacgdo a escala microscépica

Foram preparadas montagens a fresco, entre lamina e lamela, do material
proveniente da cultura de cada isolado fungico. Para isso, utilizou-se, com algumas
adaptacGes, a metodologia proposta por Senanayake et al. (2020), que consistiu na
remoc¢ao de uma pequena por¢ao da coldnia, com uma agulha de tipo insulina flambada,
qgue foi depositada sobre uma lamina contendo uma gota de azul de lactofenol e
recoberta por uma lamela. Cada lamina foi observada ao microscépio 6tico (Nikon
Eclipse E400) para identificacdo com base nas caracteristicas do micélio somatico e das
estruturas reprodutivas, sexuadas e assexuadas, seguindo critérios da literatura
especializada (Seifert, Morgan-Jones, Gams & Kendrick, 2011).

Apds caracterizagao morfoldgica, a escala macro e microscépica, os isolados
foram agrupados pelos diferentes géneros fenotipicamente identificados e, para cada
um dos isolados fungicos, foram obtidas trés repicagens em cultura pura para, em

seguida, serem preservadas para estudos posteriores e colecao.
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8.3.2. Conservacdo das amostras

Para a preservacao dos isolados fungicos provenientes das amostras, e apds a
sua purificacdo e caracterizagao fenotipica, foi usado o método de Castellani (1939). De
cada conjunto de trés amostras (triplicata técnica), retirou-se uma amostra a ser
encaminhada para a cole¢dao de cultura de cada laboratdrio em que se realizaram os
procedimentos. Os isolados obtidos em Salvador foram depositados na Colecdo de
Cultura de Microrganismos da Bahia (CCMB/UEFS) e mantidos a temperatura ambiente.
Os isolados obtidos no Porto foram conservados a -80 °C em caldo de Sabouraud
adicionado de 15% de glicerol e estdo depositados na colecdo do Laboratério de
Micologia da FFUP. As duplicatas restantes destinaram-se as etapas seguintes da
investigacdo. O processo de conservacao é fundamental, uma vez que os fungos ficardo
preparados para ensaios diddaticos, experimentais ou mesmo para fazer comparagdes
futuras (Sola, Oliveira, Feistel & Rezende, 2012), sendo mantidos vidveis, estaveis e
inalterados em suas estruturas morfoldgicas, fisioldgicas ou genéticas (Moriwaki,
Mazzer, Pazzetto & Matioli, 2009).

Segundo este método, foram efetuados recortes de pequenos blocos da colénia
pura, os quais foram retirados e depositados em pequenos frascos estéreis (criotubos
ou microtubos) contendo 1-1,5 ml de agua destilada estéril (Figura 38 a/b) que foram
lacrados e acondicionados a temperatura ambiente (Sinclair & Dhingra, 2017). Neste

procedimento utilizou-se técnica assética, evitando contaminacao.

Figura 38: Culturas puras (a) e os tubos com os fungos preservados em Castellani (b). © Rita Doria.
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O periodo entre a recolha e sementeira das madeiras e a obtencado das culturas
puras foi de, aproximadamente, cinco meses, periodo necessario devido a variagao de
tempo para o crescimento das diferentes espécies de fungos que se desenvolveram do
substrato, e também essencial para proceder a purificagdo das culturas mistas contendo

mais de um isolado fungico.

8.3.3. Identificacdo molecular por PCR, sequenciacdo da regido ITS do genoma

fungico

Tendo em conta o critério da abundancia de espécies, Species Abundance
Distribution (SAD), e aplicada naqueles que se faziam representar em nimero superior
ou igual a 10 do total de fungos isolados nas duas estruturas de cobertura, foi efetuada
a selecdo dos isolados a serem identificados ou confirmados por Biologia Molecular. O
SAD é uma ferramenta importante, na medida em que fornece uma relacdo espécie-
area que possibilita a escolha dos fungos com maior presenca na comunidade amostral
(Preston, 1948; McGill et al, 2007; Whittaker & Fernandez-Palacios, 2007). Por este
critério, foram selecionados 80 isolados fungicos para a identificacdo molecular, 40 por
cada uma das estruturas de cobertura.

Os 80 isolados selecionados foram reativados a partir do material preservado. O
procedimento, realizado asseticamente, consistiu na remogado de uma pequena aliquota
do material fingico contido nos criotubos e deposicdo em placas de Petri com meio de
cultura MEA. O material cultivado foi incubado por 7 dias em estufa microbioldgica
Memmert BE 500, a uma temperatura de 25°C + 2 °C, para o crescimento e esporulacdo
de nova coldnia.

Para proceder a extracdo do ADN, os isolados dos fungos foram cultivados entre
3 a 5 dias a 25 °C em meio de Sabouraud Dextrose Agar (SAD), cuja composicdo estd

indicada na Tabela 14.
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Tabela 14: Composicdao do meio de cultura Sabouraud dextrose agar

Componentes Quantidades (g/L)
Digestdo pancredtica de caseina 5
Digestdo péptica de carne 5
Dextrose 40
Agar 15

Fonte: Technical Sheet Biolife, Itdlia

A extracdo do ADN fungico compreendeu: (i) a lise celular, que consiste em um
procedimento basico e necessario para que ocorra o rompimento das células e liberacao
dos componentes intracelulares, proteinas, lipidios, polissacarideos, acidos nucleicos,
moléculas organicas de baixo peso molecular e ides (Green & Sambrook, 2012), (ii)

separac¢do dos acidos nucleicos dos outros compostos celulares; e (iii) sua purificagdo.

Protocolos usados na identificacdo molecular:

Para os fungos isolados em Salvador, a extracdo do ADN gendmico dos micélios
e esporos foi realizada de acordo com o protocolo Glass Fiber Plate DNA Extraction —
CCDB (Canadian Center for DNA Barcoding) — descrito na Tabela 15 e respetivos
compostos na Tabela 16 empregando nitrogénio (N) liquido para maceracdo das
amostras.

Para a amplificacdo da regido ITS (Internal Trancribed Spacer) do rADN, foi feita
uma reac¢ao de PCR (Polymerase Chain Reaction), num volume reacional de 50 ul (soma
dos reagentes usados (Tabela 17). Como primers foi utilizado o par ITS5-F/ITS4-R (Schoch
et al, 2012). A reacdo de PCR foi realizada pela empresa Myleus Biotecnologia (Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brasil), usando um termociclador (BioRad, T100™ Thermal
Cycler, California, USA) com a seguinte programacao: 94 °C, 2 min.; 94 °C, 1 min.; 55 °C,
1 min., 35 ciclos; 72 °C, 1 min.; 72 °C, 5 min.; 16 °C, oo,

A sequenciacdo ocorreu usando o método de Sanger (12 geragdo), no
equipamento Hitachi GeneAnalyser 3100, tendo sido igualmente realizada pela empresa

Myleus Biotecnologia (Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil).
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Para a analise das sequéncias, estas foram editadas manualmente com o

software Geneious (Biomatters, http://www.geneious.com/), o alinhamento foi

realizado de acordo com os parametros padrdes (default) do algoritmo do software

Muscle (Katoh; Asimenos; Toh, 2009) e inspecionado manualmente no préprio software

Geneious (Biomatters). As sequéncias obtidas foram comparadas com as depositadas na

base de dados do GenBank pelo programa BLASTn, disponivel no site do NCBI (National

Center for Biotechnology Information) (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov).

Tabela 15: Protocolo para extragao de ADN

Ordenacgao Descricdo do protocolo para extracdao de ADN em placa

1 Transferir micélio ou um pedago do basidioma (pulverizado) para um tubo de 0,5 ml

2 Adicionar 42 ul de Vertebrate Lysis Buffer e 8 uL de Proteinase K

3 Incubar a 56 2C por no minimo 6h ou over-night, para permitir a absor¢do

4 Centrifugar a 1500 g por 15s

5 Adicionar 100 ul de Binding Mix em cada amostra, misturar em agitador de tubos e
centrifugar por 20s a 1000 g

6 Transferir o lisado para a placa com filtro e selar a placa com um adesivo de selagem (tampa
autoaderente)

7 Centrifugar a 5000 g por 5min

8 Primeiro passo de lavagem: Adicionar 180 ul de Protein Wash Buffer (PWB) em cada
cavidade e selar a placa com um novo adesivo de selagem (tampa auto aderente)
Centrifugar a 5000 g por 2min

9 Segundo passo de lavagem: Adicionar 200 pl de Wash Buffer (WB) em cada cavidade e selar
com um novo adesivo de selagem. Centrifugar a 5000 g por 5min

10 Remover o adesivo de selagem e incubar a placa a 56 °C, por 30min

11 Encaixar uma nova placa (placa de 96 pogos utilizada em sequenciamento) embaixo da placa
com filtro, para coletar o ADN

12 Dispensar 30-60 ul de agua na membrana. Selar a placa com um novo adesivo de selagem.
Incubar por 1min a temperatura ambiente. Centrifugar a 5000 g por 5min

13 Descartar a placa com filtro e armazenar a placa coletora do ADN em congelador
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Tabela 16: Reagentes utilizados na extragao do ADN

Substancia

Composigao

Vertebrate Lysis Buffer

100 mM NaCl
50 mM Tris-HCl com pH 8,0
10 mM EDTA com pH 8,0
0,5% SDS

Binding Mix

6M GuSCN
20 mM EDTA com pH 8,0
10 mM Tris-HCl com pH 6,4
4% Triton X-100
EtOH 96%

Protein Wash Buffer (PWB)

6M GuSCN
20 mM 6M GuSCN,

20 mM EDTA com pH 8,0
10 mM Tris-HCl com pH 6,4
4% Triton X-100
EtOH 96%

Wash Buffer (WB)

60% EtOH
50 mM NaCl
10 mM Tris-HCIl com pH 7,4
0,5 mM EDTA, pH 8,0

Tabela 17: Concentracdo dos reagentes utilizados na reacao de PCR

Reagente Concentragao inicial Concentracao final Volume utilizado (pl)
Tampao 10X 10X 5
MgCl2 50 mM 2,5mM 2,5
DNTP 10 mM 0,2 mM 1
DMSO 100% 50% 1
Betaina 5M 1M 10
BSA 1 pg/ul 0,031 pg/ul 1,5
TAQ 5u/ul 1,2 u/ul 0,25
H.0 - 26,75
ITS5 10 pmol 0,2 pmol 1
ITS4 10 pmol 0,2 pmol 1
Volume final - 50 ul
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Para os isolados do Porto, a extragdao do ADN e amplificagao por PCR foram
realizadas com recurso a um kit de amplificacdo direta de ADN, KAPA3G Plant PCR Kit®
(Kapabiosystems, Boston, USA), seguindo o protocolo do fabricante, com algumas
pequenas altera¢des. Desta forma, a amostra de material fungico foi diretamente
utilizada para amplificacdo de ADN, evitando assim uma extracdo prévia. A preparacao
da amostra consistiu na suspensao de uma ansa de cada isolado em 100 pl de dgua
ultrapura.

O conjunto de primers utilizados para identificacdo molecular foi o ITS1 (5’-TCC
GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e 0 ITS4 (5’-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) (Lee & Taylor,
1990). A reagao de PCR foi realizada com 1x KAPA Plant PCR Buffer (constituido por
MgCl, e dNTPs); 0,5 mM de MgCl; adicional; 0,3 uM de cada primer e 0,5 Unidades de
Tag DNA polymerase (KAPA3G Plant DNA polimerase), perfazendo 25 pl com agua
ultrapura (Tabela 18). A mistura reacional foi preparada em camara de fluxo laminar
apropriada. A amostra fungica foi adicionada posteriormente, em ambiente assético,
mas num diferente espaco fisico. Cada reac¢do de PCR foi acompanhada por um controlo
negativo.

As reacOes de amplificacdo foram processadas num termociclador (BioRad,
T100™ Thermal Cycler, California, USA), onde foi definida a desnaturacao inicial de 952C
durante 15 min, seguindo-se 40 ciclos de amplificacdo, constituidos por um passo de
desnaturagdo a 95°C/20s, hibridagdo a 50°C/15s e extensdo a 72°C/1min. Por fim, foi

definida uma extensdo final a 72°C durante um minuto.
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Tabela 18: Composicao da mistura reacional para cada primer

Reagentes Concentragdo final Volume para cada
dos reagentes amostra ()

Agua ultrapura - 9,3
Tampao 1x 12,5
MgCl2 0,5 mM 0,5
Oligonucleotideo direto 0,3 uM 0,75
Oligonucleotideo reverso 0,3 uM 0,75
Polimerase termoestavel 05U 0,2
Suspensdo de fungo - 1

Volume final - 25 ul

Apds areacao de PCR, foi efetuada uma eletroforese em gel de agarose 1,5%, de
forma a verificar os produtos de amplificagdo. Foi utilizado ode purificagdo de PCR GRS
96-well (Grisp®), seguindo as especificacdes do fabricante, para purificar as amostras
amplificadas. O ADN obtido foi enviado para ser sequenciado pela empresa GATC
Biotech pelo método de Sanger.

As sequéncias foram tratadas de forma manual, utilizando Software MEGA7, e
alinhadas utilizando CLUSTALW. Posteriormente, as sequéncias foram comparadas com
as presentes na base de dados do GenBank (Bethesda, MD, USA) e CBS-KNAW Fungal
Biodiversity Centre (Utrecht, the Netherlands). A identificacdo final resultou da analise

da percentagem de similaridade (>98%).
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CAPITULO 9

Ensaios com radiag¢ao UV-C

9.1. Objetivos

Apds a selecdo dos isolados a submeter a ensaio, pretende-se verificar, em
ambiente de laboratdrio e com carater exploratdrio, as condi¢des mais eficientes para a
aplicacdo da radiacdo UV-C sobre superficies de madeiras, quanto ao comprimento de
onda e tempo de exposicao, no sentido de reduzir a contaminagao fungica, para fins de

utilizacdo na manutencdo de estruturas de madeira em cobertura de edificios histoéricos.

9.2. Material e métodos

9.2.1. Selecdo dos isolados fungicos para os ensaios exploratérios com radiacao

uv-C

Dos 80 isolados identificados por biologia molecular, foram selecionados 6
fungos para os ensaios exploratérios com radiagao UV-C. Os critérios adotados para esta

selecdo foram:

Ser um fungo filamentoso;
Ser de facil esporulacdo;

Ser um fungo de mancha ou “bolor”;

YV V V V

Ser um género ou espécie comum as duas localidades e de maior

abundancia;
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» Ser um género de maior abundancia e distinto nas duas localidades.

A partir do que foi estabelecido, foram selecionados, por género, trés isolados
para o Porto e trés para Salvador, sendo dois pelo critério da igualdade e um pelo critério

da diferenca.

9.2.2. Manufatura, esterilizacdo e montagem das UAs para ensaio

A identificacdo das madeiras adquiridas e usadas na preparacdao das UAs foi
confirmada pelo Laboratdrio de Anatomia Vegetal e Identificacdo de Madeiras (Lavim)
do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia (UFBA), como sendo madeira
de Abeto (familia das Pinaceae, género Abies) para o contexto do Porto e madeira de
Macaranduba (familia das Sapotaceae, género Manilkara) para Salvador, conforme as
amostras retiradas das madeiras de ambas as estruturas de coberturas e para sua
representacdo. As amostras de madeira adquiridas foram processadas com o auxilio de
uma serra tico-tico (Black & Decker 420w), obtendo pequenos blocos, UAs, com
tamanho aproximado de 5mm X 20mm X 20mm (Figura 39), que foram lixados de forma

a uniformizar o mais possivel as dimensd&es e permitir uma superficie mais lisa.

Figura 39: Unidades Amostrais com dimensdes aproximadas. © Rita Doria
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As UAs a usar nos ensaios foram devidamente acondicionadas em frascos de
vidro com tampa e submetidas por 30 minutos a esterilizagdo em autoclave a uma
temperatura de 121 °C, com o objetivo de eliminar microrganismos presentes nas
amostras. Apds retiradas da autoclave, foram colocadas em estufa microbiolégica
(Memmert tipo BE 500) a uma temperatura de 60 °C para secarem, durante
aproximadamente 12 h. Apds esse tempo, permaneceram por quatro dias sobre a
bancada para consolidar a secagem, estabilizarem as condi¢cdes do laboratério e
aguardarem o uso nos ensaios. Todo o restante material usado foi igualmente
esterilizado antes da sua utilizagao.

Antes de dar inicio aos ensaios e para garantir a esterilidade das UAs, foi
efetuado um teste usando uma das UAs esterilizada, que foi transferida para o interior
de um tubo contendo meio de cultura liquido Sabouraud dextrose broth (SDB) estéril,

cuja composicdo estd indicada na Tabela 19.

Tabela 19: Composi¢ao do meio de cultura Sabouraud dextrose broth

Componentes/Esterilizacdo g/l
Digestdo Enzimatica de Caseina 10,0
Dextrose 20,0

Difco ™ BD, EUA

O tubo contendo a amostra em meio de cultura liquido (Figura 40), permaneceu
sobre a bancada do laboratério e foi observado ao longo de 4 dias, confirmando a

eficacia da esterilizagdo das amostras.
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Para a montagem das UAs foram usadas 54 placas de Petri estéreis (60 mm x 15
mm). Em cada placa foram colocadas duas grelhas em ago inoxidavel, a maior com 35
mm x 35 mm e a menor de 20 mm x 20 mm. As grelhas menores apresentavam as

extremidades dobradas a fim de permitir o encaixe da UA (Figura 41).

Figura 41: Grelhas de aco.
© Rita Doria.

Cada par de grelhas foi esterilizado em autoclave por 15 minutos, a uma
temperatura de 121 °C. As grelhas foram colocadas no interior de cada placa de Petri
com auxilio de uma pinga estéril. A colocagdo desse suporte teve por propdsito manter
a amostra elevada relativamente a base (Figura 42 a/b), evitando o contacto da UA com
a agua adicionada periodicamente ao fundo da placa, para humidificacdo. Todo o
procedimento foi realizado usando material estéril e técnica assética, para evitar

qualquer contaminac3o externa.

Figura 42: Placa de Petri com grelhas (a) e Unidade Amostral sobre as grelhas (b). © Rita Doria.
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9.2.3. Preparacao das suspensdes de esporos fungicos

Cada um dos 6 isolados fungicos selecionados para o ensaio com radiacdo UV-C
foi cultivado na superficie de varias placas (habitualmente cinco, dependendo da sua
capacidade de esporulacdo), contendo meio Potato dextrose agar (PDA), que teve como
funcdo estimular uma maior produ¢ao de esporos e cuja composi¢ao estd indicada na

Tabela 20.

Tabela 20: Composi¢dao do meio de cultura Potato dextrose agar (PDA)

Componentes/Esterilizagdo Quantidades (g/l) Condi¢des
Extrato de batata 4
Dextrose 20
Agar bacteriolégico 15
pH 5,6+0,2
Calor himido em autoclave 121 °C/15 min.

Fonte: Technical data sheet Biokar Diagnostics, France

As placas foram incubadas em estufa microbiolégica a temperatura de 25 °C £ 2
°C, pelo periodo de 5 a 10 dias, a fim de obter colénias bem esporuladas e puras. A
suspensdo de esporos (inéculo fungico) foi preparada de acordo com o que esta
estabelecido para a avaliacdo da suscetibilidade de fungos filamentosos aos
antifungicos, norma de referencia CLSI (2018) com ligeiras modificacdes. O numero de
esporos por ml da suspensdo foi padronizado a aproximadamente 1 x 10° esporos/ml.

Na preparacdo da suspensao, utilizou-se um frasco contendo 100 ml de soro
fisioldgico estéril (NaCl 0,9%) a que foi adicionada uma gota de Tween 80 estéril, agente
dispersante ndao-idnico e emulsionante. Cerca de 20 ml do soro fisiolégico com Tween
foram vertidos sobre a superficie da cultura. A superficie da coldnia foi levemente
raspada, com o auxilio de uma ansa estéril e com o propdsito de soltar os esporos.
Utilizando uma pipeta estéril, todo o liquido contendo os esporos foi recolhido e

adicionado ao restante 80 ml de soro fisioldgico. A suspensdo obtida foi agitada no
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Vortex por 2 minutos, a fim de dispersar os esporos e obter uma suspensao homogénea.
O volume de 100 ml de soro foi definido de modo a que as UAs pudessem ficar imersas
na suspensdo de esporos ao serem colocadas no interior de uma placa de Petri de 150
mm de diametro.

Para padronizar a concentracdo de esporos na suspensdo foi utilizada uma
Camara de Contagem Neubauer (Figura 43), que permite determinar o nimero de
esporos por unidade de volume de um liquido. Esta camara é constituida por uma placa
grossa retangular, geralmente em vidro, que possui uma leve depressao ao centro, com
duas cavidades de profundidade desigual e gradeamento de linhas perpendiculares.
Sobre estas cavidades (cdmaras) é colocada uma lamela apropriada para realizar a

contagem visual com auxilio de um microscépio.

Figura 43: Camara de Neubauer e gradeamento em linhas perpendiculares (Mongelo, 2012, pp. 21-22)

Com o auxilio de uma pipeta, depositaram-se 10 ul da suspensdo de esporos,
devidamente homogeneizada, numa das cavidades da camara. Os esporos foram
contados na area equivalente ao primeiro quadrante da figura acima, correspondendo a
contagem obtida ao niumero de esporos afetada do fator 10%/ml. A concentracdo de
esporos foi ajustada, por diluicdo ou concentracdo, de forma a ficar, no final, com 95-105
x 10% esporos/mL. Todo o procedimento para a obtencdo de 100 ml de suspensdo de

esporos com uma densidade de + 1 x 10° esporos/ml foi realizado em ambiente assético.
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Importa ressaltar que a preparacdo da suspensdo de esporos foi exatamente
igual para cada processo: a realizacao da primeira etapa, depois a duplicata e, por fim, a

triplicata.

9.2.4 Inoculagdo das UAs e incubacao

Por cada fungo a ser submetido aos ensaiios, formou-se um conjunto com 15
UAs, individualmente acomodadas nas placas de Petri j3 montadas, que foram
organizadas de acordo com o esquema apresentado na Figura 44, ou seja, 12 UAs
inoculadas, 9 para serem tratadas com radiacdo UV-C, trés sem tratamento e utilizadas
como controlo positivo (C+) e as trés restantes, ndo inoculadas e sem tratamento,
usadas como controlo negativo (C-). Salienta-se que o C+ serviria para avaliar a

viabilidade dos esporos e comparar com as amostras tratadas.

Exposicao
com fungo / com UV-C
(UAs=9)
Controlo + (UAs=3) g com fungo / sem UV-C
Controlo
(UAs 6)
Controlo - (UAs=3) k= sem fungo / sem UV-C

Figura 44: Distribuicdo das unidades amostrais (UAs) por exposi¢do: UAs = nimero de amostras
usadas para cada fungo sujeito a ensaio

Ensalo Experlmental (U

O processo de inoculagdo ocorreu pela imersdo das 12 UAs na suspensao de
esporos, a fim de permitir que as estruturas fungicas aderissem a superficie da madeira.
Esse procedimento foi realizado com auxilio de duas placas de Petri em vidro e estéreis,
uma de 140 mm e outra com 90 mm de diametro. Na placa maior, as 12 UAs foram
mergulhadas nos 100 ml de suspensao de esporos padronizada a aproximadamente 1 x
10° esporos/ml, como referido anteriormente. As restantes trés UAs, denominadas C-,

foram mergulhadas em soro fisioldgico estéril contido na placa menor (Figura 45).
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Figura 45: Imersdo das Unidades Amostrais (UAs) em suspensdo de esporos. © Rita Doria

O tempo de imersdo das UAs na suspensdo de esporos/soro fisioldgico estéril foi
de 8 minutos. Todo o procedimento foi realizado com material estéril e com técnica
assética. Apds esse tempo, cada amostra foi recolocada no interior da placa para
incubacdo, acomodada e ajustada na grelha, sendo devidamente identificada. Para cada
fungo foi obtido um conjunto de 15 placas contendo as UAs inoculadas/C-, que foram
agrupadas dentro de uma caixa de poliestireno, tamanho 15 x 20 x 6 cm, devidamente
higienizada com alcool a 70% e identificada (numeracdo, nome do fungo, data de
inoculacdo e respetiva etapa do ensaio). No interior dessa caixa foi colocado um
pequeno contentor com 30 ml de agua destilada estéril adicionada de 0,1 ml de
hipoclorito de sédio (NaClO), correspondendo a 0,33% do liquido total, a fim de evitar
contaminacdo das amostras durante o longo periodo de incubacdo. As caixas foram
parcialmente cobertas e acondicionadas em ambiente escuro, no interior da estufa
microbioldgica e por 7 meses (Figura 46), periodo essencial para que os micélios dos
fungos pudessem recobrir homogeneamente as superficies das UAs a serem sujeitas a

ensaio.
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Figura 46: Estufa microbiolégica com as unidades amostrais nas caixas. © Rita Doria

A temperatura interna da estufa manteve-se ajustada a 25 °C + 2 °C e HR entre
80% a 90%, indices considerados étimos para o desenvolvimento da maioria dos fungos
mesofilos (Madigan, Martinko, Bender, Buckley & Stahl, 2016). Os valores de
temperatura e de HR foram conferidos mensalmente com auxilio de um medidor
Omega, modelo CTH 89/Temp/Humidity Recorder.

Considerando um periodo de incubagdo de 7 meses, e mesmo com a existéncia
de um contentor com agua no interior de cada caixa de incubacgdo e outro na estufa, foi
necessario manter a humidade dentro das placas de Petri. Assim, de forma a manter
uma atmosfera com humidade mais ou menos constante, ao longo de todo o periodo
de incubacdo, as placas de Petri contendo as UAs foram humidificadas a cada duas
semanas com a adi¢ao de 0,5 ml de agua destilada estéril, depositada na sua base com

auxilio de uma pipeta estéril e em condi¢des de assépsia.

9.2.5. Construgdo da estrutura fisica para ensaios com UV-C

Antes de proceder ao ensaio das UAs com radiacao UV-C, e durante este periodo
de incubacdo das amostras, realizou-se a construcdo da estrutura fisica para irradiacao.
Uma camara foi especialmente concebida. A estrutura foi montada a partir da
adaptacdo de uma caixa formada por base e tampa, com as medidas de 40 x 20 x 19 cm,

conforme se ilustra na Figura 47.
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Figura 47: Desenho esquematico da cdmara de ensaio e respetivas dimensdes. © Rita Doria

Na parte interna e superior da tampa foram dispostas, paralelamente e
equidistantes em 1,5 cm, trés lampadas de vapor de mercurio de baixa pressao, que
emitem UV-C de 254 nm, de marca Philips, modelo TUV G8 T5. Outras informacdes

técnicas encontram-se na Tabela 21.

Tabela 21: Especificagdes técnicas das lampadas germicidas Philips UV-C TUV G8 T5

Caracteristicas da lampada Medida
Poténcia irradiada por lampada = 2,4 Watts
Poténcia nominal de cada lampada = 8 Watts
Comprimento do cilindro = 283,3 mm
Diametro do cilindro = 16 mm
Area de superficie do cilindro = 14 240,2 mm?
Principal aplicagao Desinfecdo

Fonte: Adaptado do Catalogo Phillips (2019)

9.2.6. Determinac3o da dosagem de radiacdo UV-C, tempos de irradiacdo (T") e

intervalos de repouso (I™P)

Para determinar a dose real de radiacdo UV-C a ser aplicada sobre as UAs,

considerou-se cada lampada como a soma de diversas lampadas de comprimento
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infinitesimal dx, e assim, calculou-se a dose emitida para cada uma, obtendo-se a dose
total. As doses foram calculadas conforme as equacgdes 1, 2, 3, 4 e 5, apresentadas em

seguida.

Para a distancia dos segmentos infinitesimais, para a lampada central (P2) essa

serd dada por

| = 1!..-".]"'2 —+ 2 (2)

para as lampadas externas (P1 e P3), a distancia serd dada por

=Vt +d®+a? (2)

Considera-se que a poténcia emitida pela lampada é homogeneamente
distribuida por toda ela, portanto, a emissdao de cada segmento infinitesimal sera P; =
Pdx/L. Sendo também a emissdo isotrdpica, igual em toda direcdo, uma UA de drea “A”,

a uma distancia “I”, recebera apenas uma parcela = A/(4n/?) da dose emitida. Logo,

P totai(ty = P1 + P2 + P3 (3)
P Lz A dz L, A d_PA (L .
2= e aB L )y, @) L ok o\ )
Lz A de L7z A dz PA
P =hF= P—— = P — = —————arctan | ————
Pl /;LKZ A2 L _/—m Am(z2+72+d2) L OnI/rE+ 42 (Qm) (5)

Na figura 48 é apresentado um desenho esquemdtico com detalhe do
posicionamento das lampadas no interior da cdmara de tratamento, demonstrando as

consideracbes para realizar o calculo da soma de irradidncia exercida pelas trés
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lampadas germicidas (P1 + P2 + P3) sobre a amostra. A meméoria de calculo completa

encontra-se no Apéndice 1.

(e— d—

or= d—»Q

Figura 48: Montagem esquematica do processo de irradiacdo sobre a Unidade Amostral (UA). © Rita

Doria

Onde:

Poténcia irradiada (P) = 2,4 W;

Comprimento da lampada (C) = 28,33 cm;
Distancia entre as lampadas (d) = 1,5 cm;

Distancia entre a fonte luminosa e a UA (r) = 14 cm;
Area da UA (A) = 4 cm?

Os ensaios foram realizados conforme as variaveis estabelecidas, ou seja, 1, 2 e

5 minutos para T" e zero, 5 e 20 minutos para I"®P. Consideraram-se para combinac¢des

de T/ 1®, 9 UAs inoculadas, fornecendo os grupos descritos na Tabela 22.

Tabela 22: Grupo com 9 unidades amostrais (UAs) sujeito a ensaio com ciclos de
irradiacdo tomando em consideracao o tempo de exposi¢ao, separados por um periodo

de repouso.

Tempo de irradiagdo (T")

Intervalo de repouso (I™P)

. 1 minuto 2 minutos 5 minutos
em minutos

0 UA1l UA2 UA3

5 UA1l UA2 UA3

20 UA1l UA2 UA3
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A seguir aos ensaios, as UAs permaneceram por 15 dias em estufa microbioldgica
regulada a temperatura de 25 °C = 2 °C, tempo necessario para o 6timo crescimento dos
fungos filamentosos selecionados. De notar que as placas foram humidificadas,
conforme descrito no item 9.2.4. antes de serem colocadas na estufa, mantendo o nivel

da humidade no seu interior.

9.2.7. Registos fotograficos

Apds os 7 meses de incubagdo das amostras, e com visivel desenvolvimento dos
fungos sobre as superficies laterais e superior, os conjuntos de placas com as UAs
contidas nas caixas acondicionadas na estufa microbioldgica foram fotografados,
tomando a precaucdo de que, em todas, os registos fotograficos obtidos fossem em
igual drea amostral.

As imagens obtidas serviram como recurso para o registo posterior das variacoes
do crescimento fungico entre as amostras tratadas e ndo sujeitas a radiacao UV-C. Para
captura das imagens utilizou-se uma camera digital Nikon Coolpix 950, MDC Lens 0.82 —
0.29x acoplada em microscépio Nikon Eclipse E400.

A area amostral fotografada foi escolhida aleatoriamente entre um dos cantos e
é equivalente a 0,25 cm? da superficie superior e 0,50 cm? correspondente a soma das
superficies laterais, conforme pode ser observado na Figura 49. Para nao incorrer em

equivoco, esta area recebeu uma pequena marca realizado com o corante Nigrosina.

Figura 49: Indicagcdo e dimensdo da drea amostral fotografada. © Rita Doria
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9.2.8. Limpeza

Apds o registo fotografico, as superficies das UAs passaram pelo processo de
limpeza e, antes da irradiacdo e incubacdo, as mesmas dareas amostrais foram
novamente fotografadas.

Para o processo de limpeza mecanica foram utilizadas zaragatoas estéreis
humedecidas em agua destilada estéril, com o objetivo de remover o maximo possivel
das estruturas fungicas que se tinham desenvolvido sobre as superficies da amostra.
Este procedimento exigiu muita cautela na manipulacdao das UAs, a fim de evitar
contaminacdo do material. As UAs limpas foram transferidas para novas placas de Petri
devidamente identificadas e preparadas. Todo o procedimento, realizado em camara de
fluxo laminar, foi previamente padronizado, tendo as amostras sido submetidas a

idénticas condi¢des de limpeza das suas superficies.

9.2.9. Aplicagao da radiagao nao-ionizante UV-C

Apds limpeza e registo fotografico, as amostras foram sujeitas a irradiacdo.
Previamente, foram estabelecidas as varidveis para “tempos de irradiacdo (T") com
radiacdo germicida UV-C e intervalos de repouso (IP)” a serem aplicados as superficies
das UAs no decorrer do processo.

Para T" tomou-se como critério os valores de referéncia utilizados em variadas
metodologias que fazem uso da radiacdo UV-C para desinfecdo, esterilizacdo e/ou
controlo bioldgico de diversos produtos, a exemplo de superficies de materiais e
embalagens (paredes, pisos, pldsticos, metais, madeiras), alimentos (chocolates, frutos,
grdos, sementes, verduras, carnes e peixes), e liquidos (agua, sumos, efluentes, esgotos
sanitarios). Algumas referéncias encontram-se descritas na Tabela 23, onde se observam

distintas variacGes para tempo de irradiacdo entre 30 segundos a 10 minutos.
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Tabela 23: Investigacdo usada como referéncia para valores de tempo de irradiacdo (T")
com radiagcdo UV-C

Tempo de

Referéncia Microrganismo Substrato Tipo de Comprimento irradiagdo em va,el
superficie de onda (nm) . atingido
minutos
Kuo et al., 1997 Fungo Casca de ovo Irregular 254 - Redugdo
Silva, 2000 Fungo/Bactéria Pelicula Lisa 254 0,003 Controlo
polietileno
(Zigglzalez-Agwlar etal, Fungo Fruto (manga) Lisa 254 10,0 Controlo
Frut Control
Machado et al., 2005 Fungo ﬂf 0s € Lisa/dspera 254 6,0 on ro~o/
tubérculos redugdo
Valero et al., 2007 Fungo Frutos secos Rugosa 254 0,5/1,0/5,0 Redugdo
Basseto et al., 2007 Fungo Fruto (péssego) Ciliosa 254 10,0/1,0 Contro|~o/
redugdo
Ozcelik, 2007 Fungo /bactéria Metal Lisa 254 1,0a5,0 Esterilizagdo
Cia et al., 2009 Fungo Fruto (uva) Lisa 254 0ag,0 Contro|~o/
redugdo
Begum et al., 2009 Fungo Meio liquido - 254 1,0/2,0/3,0 Redugdo
Ottati-de-Lima et al., 2010 Fungo Gréos/farindceos  Lisa/porosa 254 0,25/0,50 Redugdo
Lietal., 2010 Fungo Fruto (pera) Lisa 254 3,0 Inibicdo
Siddiqui et al., 2011 Fungo Feijdo e raizes Lisa/aspera 254 6,0 Controlo
Nascimento Santos, Fruto (manga e RuZ0sa
Valdebenito-Sanhueza e Fungo meléo)g (Cagsca) 254 0,5/1,0 Controlo
Bartnicki, 2014
Napolitano, Mahapatra & Agentes R x
Tang, 2015 microbianos Ar ambiente 254 Redugdo
Henrique, 2015 .Agen.tes Fruto (uvas) Lisa 254 2,54/508/ Controlo
microbianos 7,62
Santos et al., 2016 Fungo Oleaginosa Rugf)s.a 254 1,0 Controlo
(castanha) (celuldsica)
heikh Moh l.
30?7 ohamed et al, Fungo Fruto (banana) Lisa 254 1,0/2,0/5,0 Redugdo
Terao, D., Cartaxo, C. B. da
C., Konda, E. T. & Santos, Fungo Castanhas (Czﬁ?:iaca) 253,7 0’34;:’27/2’14 Controlo
S. R. dos., 2019 ’
Bortoluzzi, De M ~
ortoluzzi, Le Moraes, Fungo (bolor) Castanha de caju Lisa 265/ 280 10,0 Redugdo

Scopel & Perdoncini, 2020

Optou-se pelos menores tempos de exposicao, preferencialmente os utilizados

em produtos de superficies rijas como graos e frutos secos (oleoginosas) cuja casca é

lenhosa, ou seja, é constituida de lignina e holocelulose (Bonelli et al, 2001) e pelos

principios éticos de ndo causar problemas a conservacdo das madeiras em virtude da

incidéncia de radiacdao UV, considerada nociva aos materiais celuldsicos se expostos a

uma dose elevada. Tendo isso em consideracdo, os tempos de irradiacdo aplicados

foram 1 minuto, 2 minutos e 5 minutos.
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O critério adotado para 1" foi baseado numa probabilidade de ocorréncia do
efeito sombra, aspeto ja mencionado no Ponto 5.2. Portanto, para minimizar esse
possivel efeito, a amostra receberia uma outra dose, passados 5 ou 20 minutos de
repouso apds a primeira exposi¢cdo, para aferir a eficiéncia da agdo germicida. Este
parametro foi aplicado por ndo terem sido encontrados, na literatura, metodologias
alusivas ao uso da radiagdo UV-C como recurso para tratamentos de superficies de
madeiras com presenca de fungos, o que revestiu este estudo de complexidade
acrescida, mas também de importancia e inovacao.

O dispositivo desenvolvido (Ponto 9.2.5) para a aplicagao da radiagao UV-C foi
descontaminado e colocado no interior de uma cdmara de fluxo laminar, a fim de
garantir a ndo contaminag¢do do material durante o procedimento. Antes de dar inicio
ao protocolo de ensaio, as ldmpadas germicidas do equipamento permaneceram ligadas

por 5 minutos para estabilizar a emissdo da radia¢do (Figura 50).

Figura 50: Camara de ensaio para
irradiacdo com UV-C. © Rita Doria

As placas de Petri contendo as amostras foram acomodadas no seu interior,
destapadas e dispostas sobre a base da cdmara de ensaio, posicionadas ao centro, a uma
distancia de 14 cm entre a fonte de UV-C e a UA proporcionando maior exposi¢do. Dessa
forma, o ADN dos fungos existentes na superficie da amostra absorve, via mecanismo
fotoquimico, a radiacao, aumentando assim as hipdteses de reducgdo da carga fungica

(Koutchma et al., 2009).

124



Findo o ensaio de irradiacdo, as caixas com o conjunto de placas voltaram para
estufa microbioldgica para 15 dias de incubagao, apds o que as mesmas areas tornaram

a ser fotografadas.

9.3. Avaliagao quantitativa do efeito direto da radiagao UV-C

9.3.1. Critérios de quantificacdo de crescimento

Para a analise semi-quantitativa, foram selecionadas as melhores imagens
fotograficas obtidas de cada UA antes e apds o ensaio com radiacdo UV-C. Em seguida,
foi realizada uma avaliacdo visual criteriosa das dreas amostrais definidas em cada UA.

As imagens selecionadas foram organizadas com a seguintes categorias:

a) Imagem da area amostral na UA inoculada apds 7 meses de incubagao;

b) Imagem da drea amostral na UA limpa e irradiada (nos diferentes T" e I"®?);

¢) Imagem da area amostral na UA limpa e irradiada e com 15 dias de incubagdo
apos o ensaio com radiacao UV-C;

d) Imagem da area amostral na UA controlo positivo (C+), ndo irradiada e

incubada 15 dias apés limpeza, e do controlo negativo (C-), ndo inoculada.

Conforme esta sequéncia de categorias, as imagens foram dispostas em tabelas,
considerando trés por cada fungo, ou seja, na 12 tabela as sequéncias T" e sem I™®?, na
22 tabela as sequéncias T" e I"®P de 5 minutos e na 32 tabela as sequéncias T" e o I"P de
20 minutos. O numero total de tabelas, apresentadas no Apéndice 2, foi de 54.

A observacdo seguida da avaliacdo comparativa foi realizada entre as imagens
das UAs quando limpas e antes de irradiadas nas diferentes condi¢des (T" e respectivos
I"®P), com as imagens dessas mesmas UAs apds 15 dias da sua irradiacdo. O critério para

comparacao foi igualmente aplicado ao C+.
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Neste procedimento, visualmente, foram observadas as diferencas entre as
amostras limpas a irradiar e as amostras irradiadas apds 15 dias de incubacgdo,
permitindo verificar o efeito da radiacdo UV-C na carga fungica e no desenvolvimento
do fungo apds ensaio.

A quantificacdo das alteracdes ocorridas teve como base a atribuicdo de um valor
percentual médio de contaminagdo, que variou de acordo com a presenga ou auséncia
de fungo visivel nas superficies das UAs. Estes percentuais permitiram ordenar uma
classificacdo para cada fungo sujeito a ensaio e foram calculados com base no tamanho
das dreas amostrais observadas e analisadas. A area final considerada para estudo como
elemento de anélise (100%) foi de 0,75cm? em um dos cantos da UA total composta por
0,25 cm? da superficie superior e 0,50 cm? das superficies laterais.

Dessa forma, avaliou-se e quantificou-se o desenvolvimento dos fungos
proporcionalmente a area afetada, da seguinte forma: os campos marcados com 0%
representam “Auséncia de fungos em ambas as dreas amostrais”. Para a “Presenca de
fungos na superficie superior e Auséncia nas superficies laterais”, atribuiu-se o
percentual de 29,4%. Utilizando a mesma légica, para a “Auséncia de fungos na
superficie superior e Presenca de fungo nas superficies laterais”, atribuiu-se o
percentual de 58,8%, e para a “Presenga de fungos na superficie superior e superficies

laterais”, temos que 100% da drea analisada foi afetada.

9.3.2. Andlise estatistica dos dados, com base nos ensaios realizados

A andlise estatistica se constitui de duas principais areas, a descritiva que envolve
a representacdo dos dados em que se descreve o que se observa exclusivamente na
amostra e a estatistica inferencial, onde é possivel obter conclusdes acerca da
populacdo baseadas nos dados da amostra. Uma das principais funcdes da estatistica
inferencial é o teste de hipdteses, que tem como objetivo comparar e validar,
cientificamente, diferentes condicdes experimentais. As primeiras técnicas inferenciais,

chamadas técnicas paramétricas, sdo baseadas em suposi¢cdes sobre as caracteristicas
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populacionais das quais as amostras foram retiradas. Quando essas suposicdes nao
podem ser verificadas, técnicas que nao fazem suposi¢des restringentes, ou seja,
técnicas ndo-paramétricas, sdo uma alternativa (Siegel & Castellan, 2006).

Quando se deseja comparar duas ou mais amostras em que essas provém de
uma mesma populacdo ou de populagdes distintas, o teste de Kruskal-Wallis é o teste
nao-parameétrico alternativo a conhecida Andlise de Variancia (ANOVA) paramétrica. No
momento em que essa analise ndo pode ser utilizada, aponta-se as seguintes hipdteses:
avaridvel dependente ndo estar a ser normalmente distribuida ou que essa metodologia
nao requer grande quantidade de observagées (Kruskal e Wallis, 1952).

Os dados foram tabelados pelo programa Excel e as andlises foram feitas pelo
programa SPSS versdo 23.0. Para proceder as analises ndo-paramétricas, sera adotado
o nivel de significdncia de 5% para os testes de hipdteses. Em complementacdo a essa
andlise, serdo utilizadas comparagbes multiplas nao-paramétricas para verificar a
existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre as médias obtidas

anteriormente.

9.4. Conceito da prova: avaliagdo do efeito da radiagdo UV-C em fungo selecionado

sobre UAs

Considerando a complexidade em medir o desenvolvimento fungico sobre as
superficies das UAs pelo critério de observacao das varidveis entre as UAs antes e apds
ensaios com radiacdo UV-C, recorreu-se a um ensaio quantitativo como conceito da
prova. Este ensaio teve carater de estudo de caso, tendo sido empregue um dos fungos
usado no teste quantitativo. O propdsito foi quantificar o nimero de unidades
formadoras de coldnias (UFC) que crescem sobre meio de cultura, antes e apds
irradiacdo com luz UV-C. O fungo utilizado foi escolhido por apresentar bom

desenvolvimento e esporulacdo, permitindo uma rdpida contagem das UFC.
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9.4.1. Quantificacdo do crescimento apds exposicdo a radiacdo UV-C

Neste ensaio, as UAs foram inoculadas como anteriormente descrito para o
ensaio de avaliagdo qualitativa. As amostras foram entdo irradiadas, usando as
diferentes condicbes referidas, e o nimero de elementos flngicos vidveis foi contado
em comparagao com amostras controlo ndo irradiadas.

As culturas e suspensdo de esporos do fungo selecionado foram realizadas
exatamente como descritas no ponto 9.2.3. Sucintamente, o fungo foi cultivado em PDA
por cinco dias e a suspensao de esporos foi preparada em 100 ml de soro fisiolégico com
Tween 80 estéril. Os 100 ml de suspensdo contendo + 1 x1 0° esporos/ml foram vertidos
sobre as UAs que se encontravam no interior de uma placa de Petri de 150 mm e
permaneceram imersas por 8 minutos a fim de serem inoculadas, tal como descrito no
Ponto 9.2.4. No final deste tempo, as UAs foram removidas e acondicionadas,
individualmente, em placas de Petri estéreis.

Neste ensaio foram inoculadas 14 UAs. As amostras sofreram uma incubagao por
tempo variavel, antes da sua irradiacdo com luz UV-C, e o T" usado foi de 2 minutos ou
de 5 minutos. Assim: a) quatro UAs foram usadas para tratar com UV-C 1 hora apds a
inoculacdo e incubacdo; b) trés UAs irradiadas 24 horas apds inoculac¢do e incubacao; c)
qguatro UAs foram inoculadas e incubadas por 10 dias antes da irradiacdo; d) trés UAs
foram irradiadas ao fim de 10 dias de incubagao apds inoculagao e incubadas por mais
10 dias apds irradiacdo. O procedimento é pormenorizado de seguida.

Todas as amostras foram processadas para contagem das UFC/ml, apds o

respetivo tratamento.

a) Contagem uma hora apés inoculacao

As UAs 1 e 2 foram mantidas na estufa microbiolégica por 1 hora, apods
inoculagdo, e retiradas para contagem. Estas amostras funcionam como controlo. Foram
feitas em duplicado para garantia de avaliagdo do nimero de elementos viaveis que é

possivel recuperar, por este processo, apds a sua inoculagao na superficie do material.
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As UAs 3 e 4, ap6s inoculagao, foram mantidas na estufa microbioldgica por 1
hora e, decorrido este tempo, foram retiradas e imediatamente irradiadas por 2 minutos
(UA 3) e 5 minutos (UA 4) de uma forma continua sem [P,

Apds o tratamento, as UAs 1, 2, 3 e 4 foram imediatamente introduzidas no
interior de tubos estéreis contendo 10 ml de soro fisioldgico estéril e agitados no Vortex
por 1 minuto, a fim de remover os esporos aderidos a superficie das UAs. Das

suspensoes obtidas foi efetuada a contagem de UFC/ml (Figura 51).

T=1

T
i

C+

UA inoculada UA inoculada

h T=1h
‘ 1h em estufa ‘ - Apds 1h em estufa,
J | foram irradiadas
3=2min/4=5 min
N3o houve intervalo
Imers&o SF esteril Imersé&o SF estéril
e agitada e agitada
Contagem Q Q Contagem

Figura 51: UA: Esquema de ensaio de amostras para contagem de CFU/ml 1 hora apds inoculagdo
(T=1h). UA: unidade amostral; SF: soro fisioldgico; C+: controlo positivo. © Rita Doria

b) Contagem 24 horas apds inoculacdo

A UA 5 foi mantida na estufa por 24 horas apds inocula¢do. Retirada foi usada
como controlo.

As UAs 6 e 7 foram mantidas na estufa por 24 horas apds inoculacao, retiradas e
imediatamente irradiadas por 2 minutos (UA6) e 5 minutos (UA7) sem [P,

As UAs 5, 6 e 7 foram imediatamente tratadas como descrito em a) para a

contagem de UFC/ml (Figura 52).
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T=24h C+ T=24h

UA inoculada UA inoculada
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e agitada
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Figura 52: Esquema de ensaio de amostras para contagem de CFU/ml 24 horas apds inoculagdo
(T=24h). UA: unidade amostral; SF: soro fisioldgico; C+: controlo positivo. © Rita Doria.

c) Contagem 10 dias apds inoculacdo

As UAs 8 e 9, apds inoculacdo, foram mantidas na estufa por 10 dias e decorrido
este tempo foram retiradas, tendo funcionado como controlo.

As UAs 10 e 11, apds inoculacdo, foram mantidas na estufa por 10 dias e,
decorrido este tempo, foram retiradas e imediatamente irradiadas por 2 minutos (UA10)
e 5 minutos (UA11) sem haver I"®P.

As UAs 8, 9, 10 e 11 foram imediatamente tratadas como descrito em a) para a

contagem de UFC/ml (Figura 53).

T=10dias C+ T=10dias

UA inoculada UA inoculada

i i - 10 dias em estufa Apds 10 dias em estufa,
foram irradiadas
10=2 min /11=5 min
Nao houve intervalo
Imerséo SF estéril Imersdo SF estéril
e agitada e agitada

Contagem Contagem

Figura 53: Esquema de ensaio de amostras para contagem de CFU/ml 10 dias apds inoculagdo. UA:
unidade amostral; SF: soro fisioldgico; C+: controlo positivo. © Rita Doria.
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d) Contagem 20 dias apds inoculacdo: 10 dias de incubacdo, irradiacdo e 10 dias de

incubacgao

A UA 12, ap0s inoculagdo, foi mantida na estufa por 20 dias, funcionando como
controlo.

As UAs 13 e 14, apds inoculagdo, foram mantidas na estufa por 10 dias e,
decorrido este tempo, foram retiradas e irradiadas por 2 minutos (UA13) e 5 minutos
(UA14), sem I"™P. Retornaram a estufa por mais 10 dias, antes de serem tratadas para
contagem.

As UAs 12, 13 e 14 foram imediatamente tratadas como descrito em a) para a

contagem de UFC/ml (Figura 54).

T=20 dias C+ T=20 dias

UA inoculada
: 10 dias em estufa

UA inoculada

i \

‘ 20 dias em estufa
Foram irradiadas
13=2 min/ 14=5min
Ndo houve intervalo

Imersdo SF estéril
e agitada

+10 dias em estufa

Imersdo SF estéril
e agitada
Contagem
Q O Contagem

Figura 54: Esquema de ensaio de amostras para contagem de CFU/ml 10 dias apds inoculagdo
antes da irradiacéo + 10 dias de incubacéo apds irradiacdo. UA: unidade amostral; SF: soro
fisiologico; C+: controlo positivo. © Rita Doria

A contagem das UFC foi efetuada em duplicado para cada UA por sementeira a
partir da suspensao obtida em soro fisioldgico, e previamente descrita. A sementeira foi
efetuada na superficie seca e estéril de meio de cultura de SDA contido em placas de
Petri de 90 mm. O volume de 100 pl, direto da suspensdo da UA e das suas dilui¢des, foi
depositado na superficie do meio e uniformemente distribuido na sua superficie, com

ajuda de um espalhador estéril.
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Para avaliar o niumero de esporos/UFC, partiu-se do pressuposto que, se a
suspensdo de inoculagdo continha + 1 x 108 esporos/ml, e foi efetuada uma diluicdo das
UAs em 10 mL de soro fisiolégico, obtivemos um nimero que terd no maximo 1 x 10°
esporos/ml. Como a contagem foi efetuada em 100 pl de suspensdo, teremos um
nimero que pode estar préoximo de + 1 x 10* UFC. As contagens para fungos
filamentosos ndo devem ultrapassar um ndmero de unidades superior a 150 na placa.
Assim, houve necessidade de efetuar uma diluicdo de 1/10, ou seja, 1 ml de suspensdo
com 9 ml de soro fisioldgico, de forma a obter um valor de + 1 x 10* esporos na
suspensdo, que contado em 100 pl dard + 1 x 103, e assim sucessivamente até permitir
contar na suspensao um numero de UFC dentro do intervalo estabelecido. De forma a
avaliar qualquer variacdo no resultado, quer de reducdo devida ao efeito da radiacdao
UV-C, quer de aumento devido ao periodo de incubacdo de algumas amostras, as
suspensdes foram diluidas de 101, 102 e 102 e as contagens feitas a partir dessas
diluig¢des.

As placas semeadas incubaram em estufa microbioldgica (T= 25°C + 2°C) por 3 a
5 dias, e foram contadas as coldnias das placas que apresentavam um numero
compreendido entre 15 e 150. No final, a média da contagem foi multiplicada-pelos
fatores de 10 x, para obter n2 UFC/mI, e pelo fator de diluicdo usado em cada UA. O

ensaio foi repetido trés vezes.

9.4.2 Andlise estatistica do Conceito da prova

Para analise dos dados obtidos no ensaio de tratamento referente ao conceito

da prova, os dados estatisticos foram obtidos por meio do teste ndo-paramétrico de

Dunn com o programa Software GraphPad Prism 8.
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CAPITULO 10

Resultados obtidos e discussao

10.1. Identificagao dos fungos isolados das madeiras das coberturas

Nos meses de junho de 2015 e julho de 2016, foram realizadas as recolhas das
amostras nas duas estruturas de cobertura, respetivamente nas cidades de Salvador e
Porto. Ocorreram em diferentes pontos nas estruturas, para proporcionar uma maior
representatividade e diversidade de espécies fungicas presentes nesses locais. Como
resultado do isolamento, foi possivel obter um total de 516 culturas puras de fungos
filamentosos, 225 para Salvador e 291 para o Porto. Foi verificado um predominio de
fungos pertencentes ao filo Ascomycota, com destaque para os fungos filamentosos
cromogéneos e bolores, em sintonia com resultados de outros autores (Viana Neto &
Milano, 1984).

Efetuada uma identificacdo baseada nas caracteristicas fenotipicas
(macroscépicas e microscépicas) os isolados foram agrupados pela sua similaridade.
Dentre o material obtido, e considerando ndo haver condicGes para identificar até a
espécie todos os isolados, prosseguiram para identificacdo molecular 80 dos isolados,

40 por cada estrutura de cobertura.

10.1.1. Identificacao fenotipica e molecular

As Tabelas 24 e 25 apresentam os resultados da identificacdo dos 40 fungos

selecionados para cada uma das duas estruturas, com indicacdo dos respetivos géneros

e espécies, sempre que tal se mostrou possivel.
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Tabela 24: Fungos identificados por biologia molecular, amostras do Porto

Isolados da madeira para Porto

Género

Espécie

Numeragdo atribuida

Identificacdo morfoldgica

Identificagdo molecular/ITS

1 Q2 Via
2 D2 VIl
3 F1VIl a
4 B1VI€
5 D2 VIII €
6 E2IVy

7 C1X B
8 B1 I
9 B1VIIly
10 FLIIB
11 Clilla
12 B2y

13 B2 Vil o
14 E1 1Ny
15 ciip
16 D2 111 B
17 F1IVa
18 D2 IX o
19 A2IVy
20 Civiy
21 cinp
22 D1Va
23 AllVa
24 QVa

25 F2 VIl a
26 B1Vy

27 D1 VIl a
28 B1Vly
29 ClvVa
30 ELVIl a
31 D1llly
32 ciinp
33 F21Vy
34 BLVE
35 B1IVB
36 B2XB
37 F21y

38 A211B
39 A2l a
40 D2VB

Cladosporium spp.
Cladosporium spp.
Cladosporium spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus niger complexo
Aspergillus spp.
Mucor spp.
Chaetomium spp.
Penicillium spp.
Penicillium / Tallaromyces spp.
Paecilomyces spp.
Penicillium spp.

Penicillium [ Tallaromyces spp.

?? (Esbranquicada, sem esporos)

?? (Esporos encurvados com vacuolos)

Nigrospora spp.
Curvularia spp.
Paecilomyces spp.
Paecilomyces spp.
Botrytis spp.
Botrytis spp.
Botrytis spp.

?? (Micélio estéril branco)
?? (Micélio estéril negro)
Epicoccum spp.
Chaetomium spp.

?? (Micélio estéril)
Curvularia spp.
Alternaria ? Ulocladium ?
Alternaria ? Ulocladium?
Alternaria ?/Ulocladium ?
Alternaria spp.
Alternaria spp.
Alternaria spp.

?? Crisonilia spp.

?? (Hifas e esporos pequenos)

Cladosporium cladosporioides
Cladosporium sphaerospermum
Cladosporium halotolerans
Aspergillus flavus/A. oryzae
Aspergillus terreus
Neosartorya hiratsukae
* Aspergillus
*Aspergillus
A. niger/A. tubingensis
Aspergillus fumigatus
Mucor plumbeus
**Chaetomium
Penicillium glabrum
P. dendriticum/Talaromyces denditricus
Paecilomyces saturatus
Penicillium glabrum
Penicillium radicum/Talaromyces radicus
Alternaria malorum
## Hormographiella verticillata
Nigrosporoa oryzae
Curvularia borreriae
Paecilomyces variotii
Paecilomyces saturatus
Botrytis cinerea=Botryotinia fuckeliana
Botrytis cinerea=Botryotinia fuckeliana
Botrytis cinerea=Botryotinia fuckeliana
Coriolopsis gallica
Toxicocladosporium irritans
Epicoccum nigrum
Contaminou
Eliminado
Curvularia borreriae
# Ulocladium danci/Embellisia didymospora
Alternaria alternata/Ulocladium sorghi
Ulocladium sorghi ou U. consortiale
Alternaria seleniiphila
Contaminado
Alternaria alternata ou A. yali-inficiens
Impossivel identificar

Impossivel identificar

*Sao Aspergillus, mas nao foi possivel extrair o ADN

**E£ Chaetomium, mas n3o foi possivel a identificacio molecular até a espécie

#Ulocladium danci/Embellisia didymospora=Alternaria didymospora

##0Observacdo ao microscépio: tipo macroconidios de Fusarium, mas com vacuolos dentro, apresenta

pontos brancos na cultura, o que poderia ser basidio ou basididsporos de Hormographiella

verticillata/Coprinellus domesticus
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Tabela 25: Fungos identificados por biologia molecular, amostras de Salvador

Isolados da madeira para Salvador

Género

Espécie

Numeragdo atribuida

Identificagdo morfoldgica Identificagdo molecular/ITS

1 D11VB
2 EL Il o
3 D1 Va

4 C21Xa
5 D1 VIl o
6 Allly

7 E2VB

8 B2Ill a
9 BlVa

10 F2111 B
11 F11X 0
12 c2vill B
13 C1VB

14 B2IVa
15 F2IX B
16 E1Va
17 c211B
18 D1IVa
19 B2l a
20 E21X
21 ALl ©
22 Bllla
23 D1l a
24 F2Vila
25 AlVa
26 B1VIB
27 Clilla
28 A2l a
29 B21B

30 c1llB
31 D111 B
32 ELVIly
33 ELVIIly
34 AL VI B
35 FLVII B
36 B2Va
37 C1Vily
38 D1Il€
39 D1 VIIly
40 F110

Cladosporium spp.

Cladosporium spp.

Aspergillu s spp.
Aspergillus spp.

Aspergillus spp.
Aspergillus spp.

Penicillium spp.

Chaetomium spp.
Chaetomium spp.
Chaetomium spp.

Chaetomium spp.

Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Aspergillus spp.
Coprinellus spp.
Aspergillus spp.
Penicillium spp.
Penicillium spp.

Penicillium spp.

Colletotrichum spp.

Coprinellus spp.

?? (Micélio estéril)

?? (Micélio estéril)

Aspergillus spp.

?? (Micélio estéril)

Coprinellus spp.

Preussia spp.

Colletotrichum spp.

?? (Esporos negros)

Aspergillus spp.

Colletotrichum spp.

Preussia spp.

Aspergillus spp.

Chaetomium spp.

Cladosporium cladosporioides
C. tenuissimum ou C. cladosporioides
Aspergillus niger

Aspergillus niger

Penicillium /Tallaromyces spp. Tallaromyces variabilis

Aspergillus flavus
Aspergillus nomius
Penicillium sclerotiorum
Chaetomium globosum
Chaetomium globosum
* Chaetomium

Chaetomium madrasense

Penicillium /Tallaromyces spp. Tallaromyces variabilis

Aspergillus niger
Aspergillus heteromorphus
Aspergillus sydowii
Aspergillus sydowii
Aspergillus tubingensis
Coprinellus radians
Aspergillus sydowii
Penicillium citrinum
Penicillium spp.
Penicillium spp.

C. gloeosporioides
Coprinellus radians
Impossivel identificar
Eliminado

Aspergillus niger

Phaeopheriopsis spp. Phaeopheriopsis musae

?? (Micélio estéril, reverso castanho escuro) Drechslera dematiaceo

Contaminou
Coprinellus radians
Preussia pilosella
Colletotrichum gloeosporioides
Rhizopus stolonifer
Contaminou
Colletotrichum gloeosporioides
Preussia Pilosella
Aspergillus pseudodeflectus

Chaetomium globosum

*E Chaetomium, mas nio foi possivel a identificacdo molecular até a espécie
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Como foi possivel observar, nos por meio dos resultados apresentados nas
tabelas anteriores, mesmo tendo partido das amostras preservadas e purificadas para
obtencdo das culturas para extracdo do ADN, de alguns isolados ndo foi conseguida a
identificacdo até a espécie, mesmo usando a biologia molecular. De alguns isolados os
primers usados ndao permitiram chegar a identificacdo de espécie, enquanto de noutros
nao foi conseguida a extracdao de ADN, ou ocorreu contaminag¢do e nao foi possivel
prosseguir com a analise. Mesmo assim, dos 80 fungos selecionados para as duas
estruturas, cerca de 90% dos isolados foram identificados por biologia molecular e
desses 92% foram identificados até a espécie. Desta identificagdo resultou a presenca
expressiva dos géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp., em ambas as estruturas, e foram
também identificados em abundancia os géneros Chaetomium e Alternaria, distintos
por cada estrutura.

Estudos realizados por Santos (2011) sobre diferentes materiais, incluindo as
madeiras empregues no exterior de edificacdes na cidade de Salvador e arredores mais
proximos, identificaram a presenca de diferentes géneros fungicos, com grande
incidéncia de Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium e também Phialophora e Rhizopus,
considerados os responsaveis pelos processos de biodeterioracdo em curso. Igualmente
na cidade de Barreiras, estado da Bahia, Régo & Santos (2015) registaram uma elevada
guantidade e diversidade de géneros de fungos presentes no ar, sendo Cladosporium,
Penicillium e Aspergillus os mais frequentes, com destaque nas zonas do centro
histérico. Observa-se, assim, que os géneros Aspergillus e Penicillium sdo comummente
encontrados em materiais de constru¢ao na cidade de Salvador, o que corrobora os
indicadores obtidos das madeiras de recolha nessa cidade.

Em relagdo a cidade do Porto, estudos apontaram para uma variedade de
esporos fungicos na atmosfera urbana, sendo os mais frequentes pertencentes aos
géneros Cladosporium, Ganoderma, Alternaria, Aspergillus, Penicillium, Botrytis,
Coprinus e outros em menores concentracdes (Oliveira, Abreu, Ribeiro & Delgado,
2007). Em Lisboa, os dados obtidos por Santos (2011) mostram haver predominancia de

Cladosporium e Alternaria na atmosfera local. No caso do Porto, o estudo desenvolvido
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permitiu aferir que os géneros Aspergillus, Penicillium e Alternaria sao os mais

representados nas madeiras da cobertura.

10.2. Fungos selecionados para os ensaios com radiagcdo UV-C e suas caracteristicas

ATabela 26 apresenta os 6 fungos selecionados (4 géneros de fungos e respetivas
espécies), pertencentes ao filo Ascomycota, para serem utilizados nos ensaios com UV-

C, de acordo com os critérios estabelecidos em 9.2.1.

Tabela 26: Fungos selecionados para os ensaios com UV-C

Numeragao

Localidade de recolha L Género Espécie
atribuida

F1LIIB Aspergillus Aspergillus fumigatus (Af)

Porto D21l B Penicillium Penicillium glabrum (Pg)
A211 B Alternaria Alternaria alternata (Aa)
BlVa Chaetomium Chaetomium globosum (Cg)

Salvador Alll© Penicillium Penicillium citrinum (Pc)

ElVa Aspergillus Aspergillus sydowii (As)

Demonstraram ser os mais frequentes nos pontos de recolha que se indicam
(conforme indicado no Ponto 7.2.2.1), relacionando-os com respetivos niveis de
iluminancia:

e Salvador (Figura 33)
Chaetomium globosum - Ponto B (> 10 < 30 Lux — Baixo)
Penicillium citrinum - Ponto A (> 30 < 60 Lux — Moderado)

Aspergillus sydowii - Ponto E (< 10 Lux — Muito baixo)

e Porto (Figura 34):
Alternaria alternata - Ponto A (> 30 < 60 Lux — Moderado)
Aspergillus fumigatus - Ponto F (< 10 Lux — Muito baixo)

Penicillium glabrum - Ponto D (< 10 Lux — Muito baixo)
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Em estudos relacionados com as condi¢cdes de desenvolvimento de fungos
filamentosos em superficies de diversos materiais, incluindo em madeiras presentes no
interior de edificacBes, Scheffer (1973), Allsopp et al. (2004) e Botelho Jr. (2006)
salientam que, apesar das diversas espécies de fungos que colonizam os materiais, os
selecionados para os ensaios que foram desenvolvidos no contexto desta investigacdo
encontram-se entre os que tendem a ser dominantes em madeiras e mais comummente
encontrados, em ambientes internos, sobre a sua superficie, pelo que, assume-se, terd
sido importante a sua integracdo no grupo sujeito aos ensaios, pelo interesse em
considerar a sua rea¢do quando sujeitos a radiagao UV-C.

Os géneros Aspergillus e Penicillium foram os de mais ampla ocorréncia, comuns
as duas localidades, e selecionados por apresentaram maior abundancia. Conforme
Furtado (2000) esses géneros incluem os fungos filamentosos de bolor e/ou mancha
comummente encontrados em madeiras. Sdo saproéfitos, cosmopolitas e, portanto,
geralmente encontrados em dreas de grande movimentacdo urbana, o que corresponde
aos locais de recolha das estruturas de interesse nesta investigacdao. Com esporos (ou
conidios) extremamente pequenos e leves, facilmente se deslocam pelas correntes de
ar e circulam por entre os espagos nas estruturas construtivas, colonizando as
superficies dos materiais, mesmo os que se encontram em espacos distintos dos
edificios, como em reserva ou em exposicdo em museus. Esses géneros apresentam alta
adaptabilidade e podem ser verificados em zonas de clima tropical, como Salvador, ou
temperado, como o Porto (Kaarik, 1980; Furtado, 2000). Considerando a frequéncia com
gue esses géneros se apresentaram nas amostras de recolha é provavel a existéncia de
uma discreta e continua atividade bioldgica em curso na superficie das madeiras das
estruturas de cobertura em questdao, porquanto aspetos do seu desenvolvimento
também ja foram identificados em ambientes de arquivos, bibliotecas e museus

(Borrego et al., 2012; Guiamet, Borrego, Lavin, Perdomo & Gémez de Saravia, 2011).
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Do género Aspergillus foram selecionadas as espécies A. fumigatus e A. sydowii
e para Penicillium as espécies P. glabrum e P. citrinum, cujas caracteristicas se

descrevem abaixo.

- Aspergillus fumigatus

Os fungos do género Aspergillus sao filamentosos anemdfilos responsaveis por
causarem as maiores contaminagdes no ar de ambientes fechados, podendo algumas
de suas espécies, como A. fumigatus, desenvolver mecanismo de tolerancia a altas
temperaturas (termotolerancia) o que Ihes permite suportar condi¢cdes adversas (Xavier
et al., 2008).

A espécie A. fumigatus, descrita por Johann Baptist George Wolfgang Fresenius
em 1863, desenvolve coldnias que apresentam uma textura levemente pulverulenta e
uma cor verde-azulada. Foi isolada nas madeiras da estrutura de cobertura do Porto
durante a estacdo de verdao, quando as temperaturas exteriores atingem niveis acima
de 24 °C. Nesses espacos confinados, geralmente a temperatura interna apresenta-se
mais elevada, tornando o ambiente favordvel a altas concentracdes de esporos desse
fungo, que tem étimo crescimento a 37 °C. Esse aspeto pode elevar a quantidade de
esporos em suspensdao e consequentemente aumentar a sua deposi¢cdo sobre o
material, aumentando ainda o nivel de toxicidade do ar. E um organismo importante na
decomposicao de matéria organica e esta entre as mais comuns espécies patogénicas
oportunistas para o homem (Collier, Balows & Sussman, 1998; Latgé, 1999; Juvvadi, &
Steinbach, 2015). Na Figura 55 pode ser observada a coldnia e estruturas microscopicas

de A. fumigatus, como exemplo de uma espécie de Aspergillus.
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Figura 55: Aspegillus fumigatus (macroscopia e microscopia). © Rita Doria.

- Aspergillus sydowii

A espécie A. sydowii foi isolada das madeiras de Salvador, cuja recolha se deu no
periodo de inverno. Nessa localidade, a temperatura média no inverno apresenta-se em
torno de 25 °C e 27 °C, considerada como ideal para o rapido desenvolvimento das
coldonias desse fungo. Usualmente, as coldénias maduras apresentam um aspeto
aveludado, com conidios em tom azul-esverdeado que conferem a colénia um tom azul
e na qual pode ser observado um exsudado de tom bege a avermelhado (Thom &

Church, 1926).

- Penicillium glabrum

A espécie P. glabrum, isolada a partir das madeiras do Porto, é descrita como
possuindo um rdpido crescimento a 25 °C, com esporulacdio moderada. As suas
estruturas reprodutivas formam uma camada densa com aparéncia aveludada, de cor
verde-acinzentado podendo, em alguns, produzir um exsudado bege ou castanho. O
reverso da coldnia apresenta-se geralmente na cor amarelo alaranjada (Westling, 1911).
Na Figura 56 pode ser observada a coldnia e estruturas microscdpicas de P. glabrum,

como exemplo de uma das espécies de Penicillium.
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Figura 56: Penicillium glabrum (macroscopia e microscopia). © Rita Doria.

- Penicillium citrinum

A espécie P. citrinum, igualmente de distribuicdo cosmopolita, presente em
todos os climas, incluindo tropicais e temperados, foi isolada em ambientes internos e
é um fungo de “bolor” em madeiras (Pitt, 1979; Samson & Frisvad, 2004). Este fungo,
descrito por Thom (1910), exibe colénias com dimensdes moderadas, uma superficie
algodoada e, no centro, uma cor cinza-turquesa, tornando-se alaranjada-acinzentada

com borda branca quando madura.

Para géneros de maior abundancia, mas distintos nas duas localidades, foram
selecionados Alternaria, com a espécie A. alternata no Porto, e Chaetomium, com a
espécie C. globosum em Salvador.

Fungos do género Alternaria estdo presente em diversos ambientes: ar, poeira,
sementes, frutos, entre outros, e apresentam grande capacidade de adaptacdo e
resisténcia a altas ou baixas temperaturas. Propagam-se pelo vento, chuva e por
produtos contaminados e necessitam da presenca de dagua livre para viabilizar a
germinacao dos esporos (Bedendo, 2011).

Espécies do género Chaetomium sao saprofitos que ocorrem em diversos

substratos. Pode ser encontrado facilmente em quase todas as regides do mundo e estd
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entre os dois maiores contaminantes presentes no ambiente interno. E um possivel
responsavel por causar problemas a saide humana em ambientes fechados, como locais

de cobertura (Dosen, Nielsen, Clausen & Andersen, 2016).

- Alternaria alternata

A espécie A. alternata desenvolve coldnias que atingem um didmetro de 6 cm
em 7 dias, com temperatura ideal na faixa de 25 a 28 °C (Bedendo, 2011). Esse fungo
apresenta baixa ou nenhuma capacidade de esporulacdo quando submetido a condicdes
de laboratério, ndo se desenvolvendo bem em meio de cultura. Em condi¢Ges naturais,
os indices de HR necessdrios em superficies para que os esporos germinem é de 45% dia
e 95% noite. Contudo, podem permanecer inativos por um longo periodo por apresentar
alta resisténcia a baixos niveis de humidade (T6foli, Domingues & Ferrari, 2015).

Esta espécie possui estruturas reprodutivas geralmente simples, retas ou curvas,
formadas em longas cadeias ramificadas, em castanho-claro (Figura 57). E uma espécie
extremamente comum e cosmopolita. Os seus esporos deslocam-se facilmente pelas
correntes de ar e estd presente em diferentes ambientes, incluindo o interior de
construcGes (Keissler, 1912), o que justifica a sua presenca em zonas de centros
histéricos como na cidade do Porto. Tem ocorréncia registada em madeiras de torres de
refrigeracdo e foi relatada por Eaton (1972) e Brazolin (1997) como responsavel pelo
apodrecimento superficial e interno desse material. E classificado como fungo
cromogéneo causador de mancha azul (Kaarik, 1980). Foi igualmente identificado
colonizando acervos em papel, pergaminho e madeira (Martins & Martins, 2013).

Aspetos da estrutura fungica de Alternaria sao apresentados na Figura 59.
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Figura 57: Alternaria alternata (macroscopia e microscopia). © Rita Doria.

- Chaetomium globosum

A espécie C. globosum, conforme destacam Brazolin (1997), Ozaki (2004) e
Castro e Guimardes (2018), desenvolve-se em madeiras que conservam a firmeza e
funcionalidade estrutural pois provoca a podriddo mole, cujo dano se circunscreve a
superficie desse material, penetrando até 20 mm de profundidade, dependendo do
nivel de humidade na madeira ou da ocorréncia de infiltracdes. Forma coldnias que
atingem um diametro de cerca de 5 a 7,5 cm em 10 dias, a uma temperatura de 24 °C.
A superficie exibe uma grande quantidade de corpos frutiferos, o que lhe confere uma
aparéncia acinzentada. J4 a estrutura reprodutiva alterna entre o castanha-escuro e o
negro, de forma globosa a ovoide, com numerosos filamentos. E frequente em arquivos,
papel de parede, téxteis e outros materiais de natureza celulésica, manifestando-se, na
maior parte das vezes, quando ocorrem infiltracGes (Martins, 2009). A sua presenca foi
também citada por Elamin et al. (2018) em papéis utilizados para embalar artefactos
museoldgicos em reserva técnica. Aspeto de um fungo do género Chaetomium pode ser

observado na Figura 58.
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Figura 58: Chaetomium globosum (macroscopia e microscopia (Faia, 2011).

10.3. Efeito da radiagdao UV-C no controlo dos fungos inoculados em madeira

O controlo da contaminagdao por meio da interrup¢ao ou estabilizacao da
propagacao dos fungos sobre a superficie das UAs é baseado na dose de radiacdo UV-C,
a qual é dependente do tempo de irradiacdo (T") a que estard exposta a superficie

contaminada, e da suscetibilidade dos microrganismos.

10.3.1. Condicbes de irradiacao

A Tabela 27 indica a dose de radia¢3o (J/cm?), correspondente ao tempo de 1, 2
e 5 minutos, a que foram submetidas as UAs. Com a aplicacdo dos intervalos entre
irradiacOes, a amostra irradiada passa um tempo (de 5 ou 20 minutos) em repouso, para

em seguida receber outra aplicacdo de igual dose de radiacao.

Tabela 27: Doses de radiacdo ultravioleta C (UV-C) aplicadas nos ensaios

Tempo de irradiagdo (minutos) Dose média aplicada (J/cm?)
1 0,1741
2 0,3483
5 0,8708

J/ecm?: Joule por centimetro quadrado
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As doses indicadas encontram-se na faixa de radiacdo UV no comprimento de
onda de 254 nm, e variaram de acordo com o T a que as superficies das UAs estiveram
expostas. Extensa literatura descreve ensaios noutros contextos em que se utilizaram
doses de radiacdo UV-C muito préximas das empregadas nesta investigacao. Alguns
desses trabalhos, cujo objetivo foi a inibicdo, reducdo ou controlo do desenvolvimento
de fungos sobre superficies distintas, com vistas a prolongar a vida util do material ou

produto tratado, estdo indicados no Ponto 9.2.9 (Tabela 24).

10.3.2. Andlise estatistica descritiva

O efeito das diferentes condi¢des de irradiacdo com raios UV-C foi descrito e
avaliado sobre seis fungos isolados e selecionados de madeiras de recolha Abeto (Abies)
e Macaranduba (Manilkara), em duas estruturas de cobertura de Porto e Salvador,
respetivamente, como tinha sido previamente referido.

Para cada espécie de fungo analisado, os gréaficos apresentados comparam as
médias percentuais de contaminacdo, de trés réplicas, obtidas para o controlo (sem
irradiacdo) e para os diferentes T'" com radiacdo UV-C. O mesmo padrdo de andlise é
usado para avaliar o efeito da utilizacdo de intervalos de repouso (") entre a duplicacdo
dairradiacao.

Todas as UAs do grupo controlo indicaram crescimento micelial apds o periodo
de incubacdo e apresentaram reducgdo/inibicio no desenvolvimento para todos os
fungos tratados, conforme mostrado nos graficos, com variacdo de acordo com a
espécie de fungo, o tempo de exposicao e consequentemente as doses de radiacdo UV-

C aplicadas.
10.3.2.1. Ensaios com amostras de madeira de Abeto (Abies) inoculadas com os

isolados fungicos das madeiras de estruturas de cobertura da cidade do Porto:

Aspergillus fumigatus, Penicillium glabrum e Alternaria alternata
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a. Observacdo por T e I"®P para o fungo A. fumigatus

Na analise do efeito dos ensaios realizado com este fungo, foi comparada a area
amostral contaminada nas amostras irradiadas (T" de 1, 2 e 5 minutos) com os 73%
registados no controlo (Figura 59). Considerando a area contaminada do controlo (73%)
como o total da drea contaminada, ou seja 100%, verificou-se que no tempode 2 e 5
minutos de irradiacdo houve um valor médio de reducdo equivalente a 72,6% da
contaminagao sobre a superficie, apresentando-se como as condicdes com melhores
resultados. Para 1 minuto de irradiacdo, a reducdo foi de apenas cerca de metade,

54,8%.

A. fumigatus - Observag¢io por tempo de irradiag¢do (T¥)
100%
90%
80% 73
70%
60%
50%
40% 33
30% 20 20
20%
10%
0%
Controlo 1' 2' 5'

Figura 59: Percentuais médios (n=3) de drea contaminada, nas diferentes condi¢Ges avaliadas de
Tempo de irradiacdo com UV-C (T") de 1, 2' e 5' (minutos) e em rela¢do ao controlo sem exposic3o.
Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo fungo Aspergillus fumigatus para Porto.

Relativamente a varidvel I"™P, comparou-se a drea contaminada de 73% do
controlo com as areas indicadas nas barras referentes aos intervalos aplicados nos
tempos de irradiacdo de 2 e 5 minutos. Por andlise do grafico dos I™P aplicados ao ensaio
pelo T" de 2 minutos (Figura 60), verificou-se que uma irradiacdo continua de 2 minutos

(s/i), ou aplicar duas vezes essa radiagdo com um intervalo de 20 minutos entre as
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irradiagdes (2 minutos seguidos de intervalo de 20 minutos e nova irradiagdo de 2

minutos), proporcionou uma inibi¢do da carga fungica semelhante.

A. fumigatus - Observagio por intervalo de repouso para o T de 2'

100%

90%

80% 73

70%

60%

50%

40%

30%

29

20 20
20%

10%

0%
Controlo s/i 5' 20'

Figura 60: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 2
minutos, para andlise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I"P) de 5 e 20 minutos e em
relagdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo fungo
Aspergillus fumigatus para Porto. T, tempo de irradiac3o; s/i, sem intervalo; ', minutos.

Para I"®P aplicados ao T" de 5 minutos (Figura 61), observa-se que a aplicacdo de
nova radiagdao de 5 minutos apds 5 ou 20 minutos de intervalo da primeira ndo melhora
a taxa de inibicdo relativamente a uma unica aplicacdo de radiacdo continua de 5
minutos. Assim, duplicar a irradiagdo, com um intervalo entre elas, ndao melhora o

controlo de desenvolvimento do fungo.
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A. fumigatus - Observagio por intervalo de repouso para o T" de 5'

100%
90%
80% 73
70%
60%
50%
39
40% 33
30%
20
20%
10%
0%
Controlo s/i 5' 20'

Figura 61: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 5
minutos, para andlise do efeito de repetigdo com intervalos de repouso (I™F) de 5 e 20 minutos e em
relacdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo fungo
Aspergillus fumigatus para Porto. T, tempo de irradiac3o; s/i, sem intervalo; ', minutos.

Em resumo, o tempo de 5 minutos de irradiagdao ndao melhora a taxa de inibicao
relativamente ao tempo de 2 minutos e duplicar a irradiacdo apds um intervalo de 5 ou
de 20 minutos nao melhora a eficacia de inibicao, relativamente a uma Unica irradiacgao.
Entdo, para inibir o desenvolvimento do fungo A. fumigatus sobre as superficies da UA,
o T" de 2 minutos por aplicacdo Unica seria o selecionado, considerando implicar uma

radiacdo menor e com menor gasto de energia.

b. Observacdo por T e I para o fungo P. glabrum

A Figura 62 apresenta a descricao dos resultados observados para o ensaio
realizado sobre UAs inoculadas com P. glabrum. Considerando-se que a drea de 49% da
superficie contaminada da amostra do controlo equivale a 100%, esta foi comparada
com as areas amostrais irradiadas por 1, 2 e 5 minutos e indicadas nas demais barras.
Observa-se que para 1 minuto de irradiacdo o valor médio de inibicdo foi de apenas

59,2% e que o melhor resultado foi obtido para o tempo de irradiagdao de 2 e de 5
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minutos. Uma radiacdo UV-C aplicada nestas condi¢des por 2 ou 5 minutos demonstrou
que podera atingir alto desempenho, com redugdo de 100% da contaminagao sobre a

superficie da amostra.

P. glabrum - Observagio por tempo de irradiagdo (T')
100%
90%
80%
70%
60%
50% *
40%
30% 20
20%
10% 0 0
0%
Controlo 1 2! 5'

Figura 62: Percentuais médios (n=3) de area contaminada, nas diferentes condi¢Ges avaliadas de
Tempo de irradiacdo com UV-C (T") de 1', 2' e 5' (minutos) e em rela¢do ao controlo sem exposic3o.
Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo fungo Penicillium glabrum para Porto.

Quando comparamos a area afetada do controlo com as areas das amostras
irradiadas com UV-C por 2 minutos, sem ou com os I"™P de 5 e 20 minutos (Figura 63),
verificamos que o ensaio com a aplicagdo dos I™P entre as irradiagdes proporciona igual
eficacia ao ensaio Unico de 2 minutos, para inibir o desenvolvimento do fungo P.

glabrum.
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P. glabrum - Observagdo por intervalo de repouso para o T de 2'

100%
90%
80%
70%
60%
49
50%
40%
30%
20%
10%
0 0 0
0%
Controlo s/i 5' 20'

Figura 63: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 2
minutos, para andlise do efeito de repetigdo com intervalos de repouso (I™") de 5 e 20 minutos e em
relacdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo fungo
Penicillium glabrum para Porto. T", tempo de irradiacdo; s/i, sem intervalo; ', minutos.

Na Figura 64, do efeito dos I para o T" 5 minutos, observa-se que a atuacdo da
radiacdao UV-C com a aplicacao de um intervalo de 5 minutos entre duas irradiagdes de
5 minutos apresenta o mesmo beneficio que o ensaio de 5 minutos de irradiacdo
aplicado sem intervalo. Para uma repeti¢cdao de 5 minutos de irradiacdo apds um I de
20 minutos, o valor médio de inibicdo foi reduzido de 100% para 80%. Assim, as
aplicagdes que se apresentaram como mais favoraveis para inibir a carga desse fungo
na superficie da amostra foram a ininterrupta por 5 minutos ou repetida com um

intervalo de 5 minutos.
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P. glabrum - Observagdo por intervalo de repouso parao T" de 5'
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Figura 64: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdio com UV-C de 5
minutos, para andlise do efeito de repeti¢do com intervalos de repouso (1™°) de 5 e 20 minutos e em
relagdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo fungo
Penicillium glabrum para Porto. T", tempo de irradiacdo; s/i, sem intervalo; ', minutos.

Concluindo o resultado da analise descritiva comparativa entre os " aplicados
aos T" de 2 e 5 minutos, verificou-se uma atuacdo eficaz, com eliminacdo total do
crescimento fungico, relativamente ao ensaio com T" de 2 minutos em todos os
intervalos aplicados, enquanto o mesmo ndo aconteceu para o T" de 5 minutos para a
repeticao com um intervalo de 20 minutos. Considerando a andlise destes resultados, a
condicdo selecionada, para o tratamento do fungo P. glabrum sobre a area infetada,
recairia sobre o menor tempo de irradiacdo ininterrupta para o qual ocorre completa
inibicdo de crescimento, no caso 2 minutos, resultando em redu¢ao do tempo de

exposicdo e gasto de energia.

c. Observac3o por T'" e I"®P para o fungo A. alternata

Na Figura 65, sdo apresentadas as médias percentuais obtidas para os diferentes
T", em que se comparou a drea contaminada pelo fungo A. alternata na barra de

controlo com as 4reas contaminadas ap0s irradiacdo por 1, 2 e 5 minutos, e indicadas

pelas demais barras no grafico. Considerando que o controlo (59%) equivale a 100% da
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area total contaminada, observou-se que os tempos de ensaio de 2 e 5 minutos
proporcionaram uma eliminagao total da contaminacgao sobre a drea amostral, ou seja,
uma inibigdo correspondente a 100%. Assim, a média de afetagao do fungo A. alternata

com relagdo ao ensaio pelo tempo de 2 e 5 minutos resultou em igual proporgao.

A. alternata - Observagdo por tempo de irradiagdo (T™)
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0 0
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Controlo 1' 2' 5'

Figura 65: Percentuais médios (n=3) de area contaminada, nas diferentes condi¢Ges avaliadas de

Tempo de irradiagdo com UV-C (T") de 1', 2' e 5' (minutos) e em rela¢do ao controlo, sem exposicao.
Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo fungo Alternaria alternata para Porto.

Na Figura 66, referente ao 1P para o T" de 2 minutos, observa-se que a melhor
condicdo de ensaio para este fungo é a irradiacdo ininterrupta ou duplicada apds um

intervalo de repouso de 5 minutos.
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A. alternata - Observagio por intervalo de repouso para o T de 2'

100%
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Figura 66: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 2
minutos, para andlise do efeito de repetigdo com intervalos de repouso (1"™P) de 5 e 20 minutos e em
relagdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo fungo
Alternaria alternata para Porto. T", tempo de irradiac3o; s/i, sem intervalo; ', minutos.

Quando analisado o grafico da Figura 67, referente ao I para o tempo de 5
minutos de irradiacdo, percebe-se que a aplicacdo ininterrupta da radiacao UV-C oferece
melhor beneficio para a reducdo desse fungo sobre a area amostral infetada, permitindo
uma eliminagao total. Quando a irradiacdo é repetida com um intervalo de 5 minutos
mostra-se menos eficaz e essa eficacia é ainda mais reduzida quando o tempo de

repouso é alargado para 20 minutos.
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A. alternata - Observagio por intervalo de repouso para o T de 5'
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Figura 67: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 5 minutos,
para analise do efeito de repetigdo com intervalos de repouso (1"") de 5 e 20 minutos e em relagdo ao
controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Abeto (Abies) infetadas pelo fungo Alternaria
alternata para Porto. T", tempo de irradia¢do; s/i, sem intervalo; ', minutos.

Nesse contexto, considera-se que, na reunido das médias entre as varidveis de
T"e I"P, a condicdo de exposi¢do a radiacdo para o fungo A. alternata escolhida seria de
2 minutos continuos. A irradiacdo de 5 minutos revelou o mesmo efeito total e a
duplicacao da irradiacdo com intervalos de 5 ou 20 minutos mostrou igual ou menor

efeito que a radiacdo Unica.

10.3.2.2. Ensaios com amostras de madeira de Macaranduba (Manilkara)
inoculadas com os isolados fungicos das madeiras de estruturas de cobertura da
cidade do Salvador: Chaetomium globosum, Penicillium citrinum e Aspergillus

sydowii

a. Observacdo por T e I"®P para o fungo C. globosum

Os resultados das analises ndo foram exibidos para o fungo C. globosum, também

isolado das madeiras de cobertura, pois apresentou para o ensaio em duplicata
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contaminacdo de todo o material, por duas vezes, pelo que teve de ser descartado.
Entendeu-se que, com apenas duas amostras desse fungo, ndo haveria condi¢des para

realizar uma analise completa.

b. Observacdo por T" e I"®P para o fungo P. citrinum

O grafico da Figura 68 apresenta os resultados do ensaio realizado com radiagao
UV-C por T'" sobre UA infetada pelo fungo P. citrinum. Comparando a drea do controlo,
contaminada com 86% da superficie amostral, com as superficies contaminadas apds
irradiacdo (por 1, 2 e 5 minutos) indicadas pelas demais barras, observou-se que os
melhores tempos de ensaio para conter o desenvolvimento do fungo indicado foram de
2 e 5 minutos. A taxa de redugdo da carga fungica sobre a UA foi de 76,7%, tendo sido
de apenas 22,1% para o T" de 1 minuto. Considerando estes resultados, poderemos
dizer que este foi o fungo, até ao momento, que apresentou maior resisténcia a radiacao

UV-C nas condicBes ensaiadas.

P. citrinum - Observag3do por tempo de irradia¢io (T")
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Figura 68: Percentuais médios (n=3) de area contaminada, nas diferentes condi¢Ges avaliadas de
Tempo de irradiagdo com UV-C (T") de 1', 2' e 5' (minutos) e em relag¢do ao controlo, sem exposigao.
Amostras de madeira de Magaranduba (Manilkara) infetadas pelo fungo Penicillium citrinum para
Salvador.
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Na Figura 69, relativa a analise dos I"®P para o tempo de 2 minutos de irradiacao,
os resultados indicam que houve plena inibi¢ao do desenvolvimento de P. citrinum sobre
a superficie da area amostral infetada quando da aplicacdo de um intervalo de tempo

de 5 minutos entre a repeticdo da irradiagdo de 2 minutos.

P. citrinum - Observag3o por intervalo de repouso para o T'" de 2'
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Figura 69: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 2
minutos, para andlise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I"*") de 5 e 20 minutos e em
relagdo ao controlo, sem exposicao. Amostras de madeira de Magaranduba (Manilkara) infetadas pelo
fungo Penicillium citrinum para Salvador. T", tempo de irradia¢do; s/i, sem intervalo; ', minutos.

De modo semelhante, no grafico relativo ao tempo de 5 minutos de irradiagao e
relativo a analise dos I"P (Figura 70), verificou-se que houve uma inibicdo total quando
a irradiacdo de 5 minutos foi repetida apds um intervalo de 5 minutos. Contudo, quer
para o T" de 2 minutos quer de 5 minutos, esse aumento de eficdcia foi anulado quando

o intervalo de repouso entre as irradiacdes passou de 5 para 20 minutos.
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P. citrinum - Observacg&o por intervalo de repouso para o T de 5'
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Figura 70: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdio com UV-C de 5
minutos, para andlise do efeito de repetigdo com intervalos de repouso (I™") de 5 e 20 minutos e em
relacdo ao controlo, sem exposi¢do. Amostras de madeira de Magaranduba (Manilkara) infetadas pelo
fungo Penicillium citrinum para Salvador. T", tempo de irradiac3o; s/i, sem intervalo; ', minutos.

Da anélise conjunta das médias entre as varidveis T" e I®P apresentadas, os
resultados demonstram igual reducdo da drea contaminada em relagdo ao controlo apds
ser irradiada com luz UV-C por 2 ou 5 minutos, ou seja, com a dose de 0,3484 J/cm? ou
de 0,8708 J/cm? de radiacdo. Além disso, a aplicacdo de um intervalo de 5 minutos entre
as irradiacOes de 2 ou de 5 minutos eleva a inibicdo de 76,4% para 100%. Perante os
resultados apresentados, a melhor condi¢ao para uma completa inibicdo deste fungo,
nas presentes condicles, seria a de menor tempo de irradiagdo (2 minutos) repetida

apos um intervalo de repouso de 5 minutos.

c. Observacdo por T'" e 1P para o fungo A. sydowii

O grafico da Figura 71 exibe os resultados da avaliacdo do ensaio realizado com
radiacdo UV-C por T" sobre UA infetada pelo fungo A. sydowii. Foi comparada a
superficie da drea amostral contaminada de 86%, indicada na barra do controlo, com as

superficies contaminadas ap6s irradiacdo por 1, 2 e 5 minutos e apresentadas nas
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demais barras. Considerando os 86% de area contaminada do controlo como o total da
area contaminada (100%), verificamos que, para todos os tempos de ensaio houve uma
reducdo de 76,7% da contaminacdo sobre a superficie da amostra. Ao contrario de P.
citrinum, para A. sydowii a sensibilidade demonstrou ser a mesma para qualquer dos

tempos de irradiacdo usado.

A. sydowii - Observagido por tempo de irradiacdo (T")
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Figura 71: Percentuais médios (n=3) de 4rea contaminada, nas diferentes condi¢des avaliadas pela

exposi¢do a radiacdo UV-C (T") no tempo de 1', 2' e 5' (minutos) e em relagdo ao controlo, sem

exposicdo. Amostras de madeira de Macaranduba (Manilkara) infetadas pelo fungo Aspergillus
sydowii para Salvador.

Considerando que para este fungo o efeito foi idéntico para os diferentes tempos
de irradiacao testados, foi avaliado o efeito da aplicacdo de um I™P também para o
tempo de irradiacdo de 1 minuto, estando os resultados representados na Figura 72.
Para todas as situagdes apresentadas anteriormente, os resultados referentes a
aplicagao dos I"®? para 1 minuto ndo foram apresentados pelo facto de a inibigdo ter sido
mais reduzida para este tempo de irradiacdo. Contudo, essas avaliagdes foram
efetuadas e os resultados sdo apresentados no Apéndice 3. Por meio da analise do
grafico poderemos verificar que o ensaio com a radiacdo UV-C da resultados

comparaveis quando a irradiacdo é continua de 1 minuto ou é duplicada apds um
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intervalo de 5 minutos. Para um intervalo de 20 minutos a eficdcia é reduzida. Assim, a
escolha da condi¢do para obter a melhor inibicdo dos fungos, com menor radiagdo,

energia e tempo, recai sobre a aplicacdo continua de 1 minuto de irradiacao.

A. sydowii - Observagao por intervalo de repouso para o T" de 1'
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Figura 72: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 1
minuto, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (") 5 e 20 minutos e em
relagdo ao controlo, sem exposi¢cdo. Amostras de madeira de Magaranduba (Manilkara) infetadas pelo
fungo Aspergillus sydowii para Salvador. T, tempo de irradiac3o; s/i, sem intervalo; ', minutos.

Na Figura 73, as barras do grafico para as varidveis de I mostram inibi¢cdes de
carga fungica idénticas para a aplicacdo continua da radiacdo UV-C de 2 minutos e para

as duplicadas apds I"®? de 5 ou 20 minutos.
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A. sydowii - Observagdo por intervalo de repouso para o T" de 2’
100%
90% 86
80%
70%
60%
50%
40%
zzj 20 20 20
6
3 BN B BN
0%
Controlo s/i 5' 20'

Figura 73: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 2
minutos, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I"™F) de 5 e 20 minutos e em
relacdo ao controlo, sem exposi¢cdo. Amostras de madeira de Magaranduba (Manilkara) infetadas pelo
fungo Aspergillus sydowii para Salvador. T, tempo de irradiac3o; s/i, sem intervalo; ', minutos.

Observando os resultados obtidos para " aplicados para o tempo de 5 minutos
de irradiacdo (Figura 74), se verificou um comportamento similar aos obtidos nos
ensaios aplicados para o tempo de 1 e 2 minutos de irradiacdo na aplicacdo da radiacao
continua e com intervalo de 5 minutos. Poderemos concluir que o ensaio com dupla
aplicacdo da radiacdo UV-C, intercaladas por um intervalo de 5 ou de 20 minutos, ndo

oferece qualquer vantagem relativamente a uma Unica aplicacdo.
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A. sydowii - Observacgdo por intervalo de repouso parao T de 5'
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Figura 74: Percentuais médios (n=3) de contaminagdo, apds ensaio de irradiagdo com UV-C de 5
minutos, para analise do efeito de repeticdo com intervalos de repouso (I?) de 5 e 20 minutos e em
relacdo ao controlo, sem exposicdo. Amostras de madeira de Macaranduba (Manilkara) infetadas pelo
fungo Aspergillus sydowii para Salvador. T, tempo de irradiac3o; s/i, sem intervalo; ', minutos.

Em conclusdo, e para este fungo, a analise das médias amostrais obtidas entre
as varidveis T" e I, indica que houve uma resposta eficaz ao ensaio em todos os tempos
de irradiacdo para as aplicacbes ininterruptas ou ao duplicar a radiacdo apds um
intervalo de 5 minutos.

De um modo geral, os resultados da analise descritiva dos dados, para todas as
condicbes ensaiadas, sugerem um decréscimo no desenvolvimento dos fungos em
relacdo ao controlo, ou seja, as médias indicam que houve reducdo percentual da carga

fungica sobre a superficie da UA exposta a radia¢ao UV-C.
Para diretamente analisarmos os resultados referentes aos percentuais médios

da area contaminada, e respetivas taxas de reducdo, na Tabela 28 estdo compilados os

valores para a varidvel T e por cada fungo tratado com UV-C.
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Tabela 28: Médias das areas contaminadas e respetivas reducgdes de crescimento (%) em
comparagdo com o controlo (100%) e em funcdo do tipo de fungo e do tempo de
irradiacdo em minutos (n=3).

Tempo de irradiac3o (T")

Média da area Contaminada Taxa de Redugdo (%)
(%)
Fungo 1' 2' 5' 1' 2' 5'
Aspergillus fumigatus 45,2 27,4 27,4 54,8 72,6 72,6
Penicillium glabrum 40,8 0 0 59,2 100 100
Alternaria alternata 16,9 0 0 83,1 100 100
Penicillium citrinum 77,9 23,3 23,3 22,1 76,7 76,7
Aspergillus sydowii 23,3 23,3 23,3 76,7 76,7 76,7

', minutos.

Conclui-se desta andlise que reducdes de sobrevivéncia sdo observadas para
todos os fungos testados e que as médias percentuais variaram entre 72,6% e 100%,
apos a aplicacdo da radiacdo para o tempo de 2 minutos ininterruptos, sendo dos
mesmos valores para o tempo de 5 minutos. A dose de radiacao aplicada de 0,3483
J/ecm? (3,483 kJ/m?) foi continua e demostrou que podera ser energia radiante eficiente
como agente inibidor do crescimento das estruturas fungicas que se encontravam na

superficie deste tipo de amostra nas condicdes testadas.

10.3.3. Analise estatistica inferencial para comparacao entre grupos de fungos,

em Porto e Salvador

Para verificar se as diferencas encontradas nas médias amostrais obtidas em
todos os tempos e intervalos aplicados ao ensaio para cada fungo do Porto e Salvador
sdo estatisticamente significativas, foi realizado o teste de hipéteses Kruskal-Wallis para
comparar trés ou mais grupos independentes, ou seja, grupos que se caracterizam por
individuos distintos e ndo pareados, seguido do teste de comparacdes multiplas de
Dunn. O p - valor (designado de p) foi determinado, tendo sido consideradas as
diferencas como estatisticamente significativas quando o seu valor é menor que o nivel

de significancia adotado, ou seja, p < 0,05.
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Na Tabela 29, quando analisados os resultados para as amostras representantes
dos grupos de fungos do Porto (A. fumigatus, P. glabrum e A. alternata), e de Salvador
(P. citrinum e A. sydowii), conjuntamente, foi possivel verificar que existe diferenca
estatisticamente significativa com p = 0,000, entre a mediana percentual geral da area
contaminada no controlo (Md = 59,00) e a area contaminada apds a irradiacdo de 1
minuto (Md = 0,00), 2 minutos (Md = 0,00) e 5 minutos (Md = 0,00), segundo o teste de
Dunn. Faz-se notar que as letras minusculas do alfabeto romano (a, b, ab) presentes nas
tabelas indicam quando existe diferencas significativas nos testes de comparacdes

multiplas de Dunn.

Tabela 29: Caracterizacdo da amostra total, fungos do Porto e Salvador, segundo os
tempos de irradiacdo (T") sem intervalo (s/i).

Tamanho Desvio Mediana
T amostral Média " Minimo (Md) Maximo p-valor*
(n) Padrao
Controlo 15 70,61° 22,77 29,40 59,00 100,00
1 15 29,78 41,81 0,00 0,00 100,00
0,000
2' 15 11,74° 23,30 0,00 0,00 58,70
5' 15 11,74 24,30 0,00 0,00 58,70

* Teste de Kruskal-Wallis. *» Pés-teste (post-hoc) de Dunn, letras iguais indicam que n3o houve diferenca
significativa entre os grupos.

Quando analisados os resultados das amostras apenas com o grupo de fungos do
Porto, o mesmo comportamento pode ser observado (p = 0,000) na Tabela 30, indicando
que existe diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05). Verifica-se, portanto, o
efeito atuante da radiacdo UV-C logo apds o primeiro minuto de exposicdo. Entretanto,
com 2 minutos houve um melhor aproveitamento e a energia ionizante revelou ter
maior desempenho na reducao da carga flngica, atuacao que se repete igualmente com

5 minutos de exposicdo.
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Tabela 30: Caracterizacdo da amostra total segundo o tempo de irradiagdo (T") sem
intervalo (s/i) na cidade do Porto.

Tamanho Desvio Mediana
T amostral Média - Minimo (Md) Maximo p-valor*
(n) Padrao
Controlo 9 60,012 17,84 29,40 59,00 100,00
1' 9 20,86° 36,00 0,00 0,00 100,00
0,000
2 9 6,52° 19,57 0,00 0,00 58,70
5' 9 6,52° 19,57 0,00 0,00 58,70

* Teste de Kruskal-Wallis. * Pés-teste (post-hoc) de Dunn, letras iguais indicam que n3o houve diferenga
significativa entre os grupos.

Em adicao, quando foram analisadas exclusivamente as amostras representantes
dos fungos de Salvador (Tabela 31), o percentual de contaminacao do controlo (Md =
100,00) mostrou que também existe diferenca estatisticamente significativa (p = 0,007)
do percentual de contaminagdo apds 2 minutos de irradiacdo (Md = 0,00) e do
percentual de contaminacdo apds 5 minutos de irradiacdo (Md = 0,00), segundo o teste

de Dunn.

Tabela 31: Caracteriza¢cdo da amostra total segundo o tempo de irradiacdo (T") sem
intervalo (s/i) na cidade de Salvador.

Tamanho Desvio Mediana
T amostral Média - Minimo (md) Maximo  p-valor*
n) Padrao
Controlo 6 86,332 21,17 59,00 100,00 100,00
1' 6 43,172 49,60 0,00 29,50 100,00
0,007
2' 6 19,57° 30,31 0,00 0,00 58,70
5' 6 19,57° 30,31 0,00 0,00 58,70

* Teste de Kruskal-Wallis. @ > 2® Pés-teste (post-hoc) de Dunn, letras iguais indicam que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos.

A comparacdo entre as espécies de fungos de Porto e Salvador revelou que
apenas para a espécie A. alternata, e relativamente as restantes, foram observados
resultados estatisticamente significativos (p = 0,025), e que sdo apresentados na Tabela

32.
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Tabela 32: Mediana de percentual fingica segundo o T" sem intervalo (s/i) de acordo

com cada espécie de fungo analisado
Tempo de irradiagdo (T")

Espécie Controlo 1' 2! 5' p-valor**
A. fumigatus 59,00 0,00 0,00 0,00 0,239
P. glabrum 58,70 0,00 0,00* 0,00* 0,056
A. alternata 59,00 0,00 0,00* 0,00* 0,025
P. citrinum 100,00 100,00 0,00 0,00 0,112
A. sydowii 100,00 0,00 0,00 0,00 0,081

** Teste de Kruskal-Wallis. — ndo houve validagdo de dados, todos os valores sdo iguais a zero.

Na tabela 33 sdo apresentados os resultados do teste para do fungo A. alternata
em que se observa que o percentual mediano de contaminagdo do controlo (Md = 59%)
é estatisticamente diferente do percentual apds o tempo de irradiacdo de 1 minuto (Md

=0%), 2 minutos (Md = 0%) e 5 minutos (Md = 0%), segundo o teste de Dunn.

Tabela 33: Caracterizacdo segundo o tempo de irradiacdo (T") sem intervalo (s/i) para a
espécie Alternaria alternata.

Tamanho Desvio Mediana
T amostral Média - Minimo (md) Maximo  p-valor*
(n) Padrao
Controlo 3 58,90° 0,17 58,00 59,00 59,00
1 3 9,67° 16,74 0,00 0,00 29,00
0,025
2' 3 0,00° 0,00 0,00 0,00 0,00
5' 3 0,00° 0,00 0,00 0,00 0,00

* Teste de Kruskal-Wallis. > Pés-teste (post-hoc) de Dunn, letras iguais indicam que n3o houve diferenca
significativa entre os grupos.

A varidvel I também foi estatisticamente avaliada a fim de observar a
relevancia em aplicar ou ndo um intervalo entre os tratamentos com UV-C para grupos
de fungos distintos. Para tanto, tomou-se os tempos de irradiacdo, 1, 2 e 5 minutos com
0 objetivo de comparar se a aplicacdo de um [P entre as irradiacdes de igual tempo
influenciaria no percentual de contaminacdo por fungos. De um modo geral,

considerando apenas o tratamento no T" de 1 minuto para a o conjunto de Porto e
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Salvador, existe diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre o percentual
mediano de contaminacdo do controlo e o T" de 1 minuto sem intervalo e com os I"®? de
5 e de 20 minutos, com p = 0,000 (Tabela 34). O percentual mediano de contaminacdo
do controlo (Md = 59%) mostrou que existe diferenga estatisticamente significativa do
percentual apds o tempo de irradiacdo de 1 minuto (Md = 0%), 2 minutos (Md =0%) e 5

minutos (Md = 0%) segundo o teste de Dunn.

Tabela 34: Caracterizacdo da amostra total, fungos do Porto e Salvador, de acordo com
os I"P entre as irradiacdes de 1 minuto.

Tamanho Desvio Mediana
|rep amostral Média " Minimo (Md) Maximo p-valor*
(n) Padrao
Controlo 15 70,61° 22,77 29,40 59,00 100,00
s/i 15 29,78 41,81 0,00 0,00 100,00
0,000
5' 15 11,74° 23,12 0,00 0,00 100,00
20' 15 9,76° 21,22 0,00 0,00 58,70

* Teste de Kruskal-Wallis. > Pés-teste (post-hoc) de Dunn, letras iguais indicam que n3o houve diferenca.
significativa entre os grupos.

Nas Tabelas 35 e 36 a seguir apresentadas, consideram-se os ensaios no T" de 2
e 5 minutos para o conjunto de Porto e Salvador, com analise dos I"™" nos tempos de
irradiagdao de 5 e 20 minutos respetivamente. Os resultados indicaram a existéncia de
diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) entre o percentual mediano de
contaminacdo do controlo e os referidos T" sem intervalo e com os I"®® de 5 e de 20
minutos, com p = 0,000 para ambos. O percentual mediano de contaminagdo do
controlo (Md = 59%) mostrou-se diferente estatisticamente do percentual apds o tempo
de irradiacdo de 1 minuto (Md = 0%), 2 minutos (Md = 0%) e 5 minutos (Md = 0%)

segundo o teste de Dunn para ambas as analises.
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Tabela 35: Caracterizacdo da amostra total, fungos do Porto e Salvador, de acordo com
os I"®P entre as irradiaces de 2 minutos.

Tamanho Desvio Mediana
|rep amostral Média - Minimo (Md) Maximo p-valor*
(n) Padrao
Controlo 15 70,61° 22,77 29,40 59,00 100,00
sfi 15 11,74° 23,30 0,00 0,00 58,70
0,000

5' 15 9,79* 21,24 0,00 0,00 58,70
20' 15 15,71° 26,97 0,00 0,00 59,00

* Teste de Kruskal-Wallis. ® Pés-teste (post-hoc) de Dunn, letras iguais indicam que n3o houve diferenca.
significativa entre os grupos.

Tabela 36: Caracterizacdo da amostra total, fungos do Porto e Salvador, de acordo com

os I"P entre as irradiagdes de 5 minutos.

Tamanho Desvio Mediana
|rep amostral Média " Minimo (Md) Maximo p-valor*
(n) Padrao
Controlo 15 70,61° 22,77 29,40 59,00 100,00
sfi 15 11,74 24,30 0,00 0,00 58,70
0,000
5' 15 14,51° 31,36 0,00 0,00 100,00
20' 15 26,26° 32,95 0,00 0,00 100,00

* Teste de Kruskal-Wallis.  ® Pés-teste (post-hoc) de Dunn, letras iguais indicam que n3o houve diferenca.
significativa entre os grupos.

Ao averiguar separadamente os grupos (Tabela 37), o mesmo comportamento
ocorre quando se analisam os fungos do Porto (p = 0,001), ou seja, observa-se a
existéncia de diferencga estatisticamente significativa entre o percentual mediano de
contaminacdo do controlo e o T" de 1 minuto sem intervalo e com os I® de 5 e de 20

minutos, segundo o teste de Dunn.
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Tabela 37: Caracterizacdo da amostra total segundo o I™P entre as irradiacdes de 1
minuto para os fungos do Porto.

Tamanho Desvio Mediana
|rep amostral Média - Minimo (Md) Maximo p-valor*
(n) Padrdo
Controlo 9 60,01° 17,84 29,40 58,70 100,00
sfi 9 20,86° 36,00 0,00 0,00 100,00
0,001
5' 9 20,90° 36,02 0,00 0,00 100,00
20' 9 3,22° 9,67 0,00 0,00 29,00

* Teste de Kruskal-Wallis. ® Pés-teste (post-hoc) de Dunn, letras iguais indicam que n3o houve diferenca.
significativa entre os grupos.

Entretanto, de acordo com as amostras de fungos de Salvador, o percentual
mediano de contamina¢do do controlo (Md = 100%) é estatisticamente diferente (p =
0,020) do percentual mediano apds os intervalos de 5 e 20 minutos entre as irradiacdes

de 1 minuto, conforme mostra a Tabela 38, segundo o teste de Dunn.

Tabela 38: Caracterizacdo da amostra total segundo o intervalo entre as irradia¢des de
1 minuto para os fungos de Salvador.

Tamanho Desvio Mediana
Irep amostral Média N Minimo (Md) Maximo p-valor*
n) Padrao
Controlo 6 86,33 21,17 59,00 100,00 100,00
sfi 6 43,17% 49,60 0,00 29,50 100,00
0,020
5' 6 26,45° 43,00 0,00 0,00 100,00
20' 6 19,57° 30,31 0,00 0,00 58,70

* Teste de Kruskal-Wallis. > > Pés-teste (post-hoc) de Dunn, letras iguais indicam que n3o houve diferenca.
significativa entre os grupos.

Resultados similares foram encontrados quando se analisou os I™P nos tempos
de irradiacdo de 2 e de 5 minutos e que podem ser observados no conjunto de tabelas

no Apéndice 4.

Observa-se entdo que a aplicacdo da radiacdao UV-C sobre os fungos provenientes

das madeiras de cobertura reunidos em grupo por cada localidade, produz um efeito
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positivo e, portanto, considera-se como um bom resultado a atuacdo da radiacdo sobre
fungos em superficies deste material. Independente de ter havido alguma variagao nas
condicbes de humidade e temperatura da madeira, foi possivel afetar e alterar a
velocidade da contaminagdo nas superficies. Na avaliacao efetuada, e tendo em conta
as condicOes de laboratdrio usadas, o comportamento manteve-se semelhante entre
diferentes fungos e entre madeiras de espécies e localidades distintas. Isso significa que
o método proposto apresentou grande probabilidade para funcionar, mesmo com uma
grande variedade de fatores, indicando que a radiacdo UV-C podera ser uma ferramenta
alternativa de suporte aos tratamentos classicos usados para a conserva¢ao da madeira.

Como observado (Tabela 29), a andlise estatistica descritiva forneceu dados
percentuais que indicam existir alguma diferengca para as distintas condi¢bes de
irradiacdo de 1, 2 e 5 minutos (doses de 0,1714 J/cm?, 0,3483 J/cm? e 0,8708 J/cm?);
para o tempo de 1 minuto a eficacia foi menor, mas foi igual entre o tempo de 2 e de 5
minutos e para todos os fungos ensaiados. Por outro lado, a duplicacdo da dose com
intervalos de repouso nao revelou ser vantajosa. Quando esses dados foram verificados
pela andlise estatistica inferencial, foi possivel perceber que existe uma diferenca
estatisticamente significativa entre o controlo e os tempos de atuacdo de radiacao
analisados. Porém, nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as atuac¢des
de 1 minuto, 2 minutos e 5 minutos.

Diferencas de sensibilidade a radiagdao UV-C foram observadas para diferentes
espécies de fungos sujeitos aos ensaios. Observando a Tabela 29, os dados indicam que
P. glabrum e A. alternata conseguem ser totalmente eliminados no tempo de 2 e 5
minutos de irradiacdo, enquanto as restantes espécies mantém alguma taxa de
crescimento e que é igual no tempo de 2 e 5 minutos.

S3o vdrios os autores que descreveram diferencas de comportamento
relativamente a diferentes géneros e espécies de fungos. De acordo com Rangel et al.
(2006) esse tempo pode variar conforme a sensibilidade dos isolados a radia¢gdo UV-C,
interagindo de forma distinta entre os diversos organismos bioldgicos e o uso de uma

mesma dose pode apresentar diferentes niveis de eficacia. A capacidade de resisténcia
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de alguns géneros e espécies de fungos a exposicdo a radiacdo UV-C foi relatada por
Valero et al. (2007) que abordam os efeitos da radiorresisténcia sobre esporos
melanizados de Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger, Cladosporium herbarum,
Penicillium janthinellum e A. alternata na preven¢ao da degradac¢ao de uvas passa;
verificaram que o numero de esporos viaveis cultivados em placas, irradiados sob
diferentes tempos, apresenta reduc¢ao de 25% apds 10 segundos para todos os fungos
exceto para A. alternata e A. Carbonarius. Estas demonstraram maior resisténcia a
radiacdo e, por isso, necessitando de maior tempo de exposicdo, facto relacionado com
a presenca de pigmentos nas suas estruturas. Por seu lado, Huang, Zou, Luo e Liu (2015)
obtiveram éxito ao utilizarem a radiac3o germicida na dose de 0,4 J/cm? sobre casca de
meldo infetada com o fungo A. alternata. Nascimento (2009) destaca que essa mesma
resisténcia é observada no fungo A. fumigatus, o qual apresenta pigmentos nos esporos.
Com o uso desse mesmo recurso, Green, Scarpino, Jensen, Jensen e Gibbs (2004)
alcancaram o percentual de 90% na inibicdo do desenvolvimento de esporos de A. flavus
e A. fumigatus irradiados com a dose de 0,035 e 0,054 J/cm?. Contudo, A. fumigatus
mostrou-se menos suscetivel aos raios germicidas. Begum et al. (2009), verificaram que
uma irradiacdo com UV-C de pelo tempo 15 segundos produziu reduc¢des de 80% a 90%
nos esporos viaveis cultivados em placas de agar, para as espécies A. flavus, Penicillium
corylophilum e Eurotium rubrum. Contudo, para A. niger essa reducdo foi de apenas
62%, mostrando uma diferenga de sensibilidade nao so relativamente ao género, mas
também a espécie. Terao et al. (2019), observou um efeito de 98% no controlo do
crescimento vegetativo de A. flavus sobre produtos de estrutura lenhosa (cascas
lignificadas de sementes de oleaginosas) e a necessidade de doses de radiacdo UV-C a
partir de 0,1 J/cm? para proporcionar o controlo do fungo A. flavus sobre superficie da
casca de castanha infetadas.

Também Moza, Mironescu e Mironescu (2012) mostraram a diferenca para duas
espécies de Penicillium sp. isoladas de materiais em ambiente interno, inativacdo entre
4% a 9% para uma espécie e entre 10% a 15% para a outra, ambas testadas sob iguais

condicbes. Em sintonia, também os ensaios desenvolvidos e aqui partilhados revelaram
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alguma diferenca entre a eficdcia da radiacdo usada em P. glabrum e P. citrinum, sendo
a espécie P. glabrum mais suscetivel. Diferengas menos notdrias foram observadas entre
A. fumigatus e A. sydowii. Indicaram, igualmente, redugdes de sobrevivéncia de 72,6 %
e 100% para os fungos A. fumigatus e A. alternata, respetivamente, para o tempo de
irradiacdo de 2 minutos ininterruptos e correspondendo a uma dose de 0,3483 J/cm?,
assinalando que a energia radiante podera vir a atuar de modo eficiente como agente
inibidor do desenvolvimento de estruturas flngicas melanizadas na superficie da
amostra e nessa condigao.

A presenca de pigmentos escuros nos fungos, compostos meldnicos na parede
de estruturas vegetativas e esporos, parece ser responsavel pela maior resisténcia que
apresentam a radia¢do. Quando submetidas as condi¢des de laboratério, espécies como
Alternaria sp. apresentam baixa ou nenhuma capacidade de esporulacdo, podendo
manter inatividade quando os niveis de iluminancia sdo muito baixos (Walker et al.,
2010; Liu, Wei, Guo, & Tan, 2014; Tofoli, Domingues & Ferrari, 2015). Em aparente
colaboragdo, nos ensaios desenvolvidos, essas condigbes indicam podem ter
contribuido para limitar o crescimento desse fungo durante o periodo de incubacdo
apos a limpeza, proporcionando indices de reducao elevados. Tendéncias a alteracoes
no metabolismo fungico, provocadas por fatores como a luz e a nutricdo, foram
observadas nos ensaios laboratoriais realizados por Jacobson, Hove e Emery (1995), e
podem causar importantes modificacdes na fase de crescimento e reprodugao fungica.
Leach (1962), destaca a condi¢do claro/escuro como uma necessidade para estimular a
producao de pigmentos de resisténcia a radiacdao UV.

A andlise dos nossos resultados demonstrou que a aplicacdo de radiacdo UV-C
(254 nm), nas condicOes de aplicacdo descritas e padronizadas neste trabalho) foi efetiva
na reducdo do desenvolvimento de varias espécies de fungos filamentosos inoculados
na superficie de duas espécies distintas de madeira, Macaranduba (Manilkara) e Abeto
(Abies). Através da andlise estatistica inferencial, foi possivel perceber que existe uma
diferenca estatisticamente significativa entre o controlo e os tempos de atuacdo de

radiacdo analisados (1, 2 e 5 minutos). Embora a diferenca entre a eficacia verificada
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para uma irradiacdo de 1, 2 ou 5 minutos ndo se tenha revelado estatisticamente
significativa, foi notdrio que o tempo de 1 minuto foi menos eficaz, com uma taxa de
inibicdo que variou entre 22,1%, para a espécie mais resistente, e 83,1% para a espécie
mais sensivel. Contudo, para o tempo de 2 e 5 minutos o resultado foi exatamente o
mesmo para todos os fungos.

Os resultados apresentados demonstram que este tipo de radiagao, quando
aplicada de forma direta e continua sobre uma superficie dura, rugosa e irregular, como
as madeiras de cobertura, sem revestimentos (policromias e vernizes), provoca uma
diminuicdo efetiva da carga fungica nesse material. Ndo foram identificados trabalhos
gue abordassem ensaios deste tipo neste substrato, e por isso a comparacdo de
resultados foi feita com outros materiais e produtos.

Caracteristicas do material a irradiar, como a textura e dureza da sua superficie,
sao reconhecidas como influenciando a eficdcia de descontaminacgdo por este processo
(Hon & Chang, 1984). Bintsis et al., (2000) rsaram raios germicidas (254 nm) em
materiais de superficies duras contendo biomassa microbiana, obtendo um 6étimo
resultado de inibicdo na germinacdo de esporos fungicos e favorecendo a reducdo da
guantidade de propagulos ativos e em desenvolvimento. O metal também se caracteriza
por ser uma superficie dura e foi testada por Ozcelik (2007), que utilizou os raios UV-C
na desinfecdo e esterilizacdo de equipamentos médico-hospitalares e instrumentacdo
odontoldgica, tendo concluido que esse recurso apresenta energia suficiente para
inativar todos os tipos de fungos e bactérias em superficies expostas, num tempo de
atuacgdo entre 1 a 75 minutos. Contudo, este método tem sido avaliado em outros tipos
de materiais ou ambientes. Testando superficies de material plastico, Cardoso (2007)
observou reducgao de carga microbiana, obtendo uma boa eficacia com irradiagdes com
raios UV-C por um tempo superior a 30 segundos. Aguiar et al. (2002) utilizou este tipo
de radiacdo UV-C para a desinfecdo da agua, encontrando probabilidades para atingir
100% de inativagdo microbiana com exposi¢ao de 3 e 5 minutos. Outro exemplo de éxito
foi alcancado por Menzies, Popa, Hanley, Rand e Milton (2003) no controlo de

microrganismos presentes no ar ambiente de areas internas infetadas e geralmente mal
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ventiladas, com reducdo de 99% da carga microbiana vidvel nas superficies expostas.
Por outro lado, Nascimento et al. (2014) observaram redugées superiores a 95% por
irradiacdo de superficie de mangas e meldes colonizadas pelos fungos A. alternata,
Fusarium pallidoroseum, Mpyrothecium roridum, Colletotrichum gloeosporioides e
Lasiodiplodia theobromae, atingindo o controlo do desenvolvimento fuingico com a dose
de 0,132 J/cm?. A eficiéncia do processo esta dependente da intensidade de radiacdo
UV-C e do tempo de exposicdo no local.

Na perspetiva de utilizacdo associada a area museoldgica, Elamin et al. (2018)
avaliaram o efeito da radiagdo UV-C sobre papéis para embalagens de artefactos
museoldgicos, infetados com fungos dos géneros Penicillium e Chaetomium, obtendo
eficicia com a dose de 118 J/cm?, sendo esse valor estimado como o referencial minimo
para aplicacOes na protecdo de colecoes em museus sem |lhes causar danos. Martins
(2009) destaca que esses fungos sao frequentes em locais de arquivos, téxteis e outros
materiais de natureza celuldsica e sua ocorréncia tem relacdo com os indices de HR no
ambiente. A UV-C podera ter seu uso em arquivos nos casos em que os documentos nao
estejam diretamente sujeitos a radiacdo, protegidos pelos seus invélucros, ou seja,
acondicionados em caixas, possibilitando atingir niveis de manutencdo e higienizacdo da
atmosfera e eliminar uma elevada parcela de esporos flungicos em suspensao sem que
os raios germicidas atinjam os documentos. Havendo algum dano a superficie, esse
ficara restringido a embalagem e nao afetard os documentos. Também Ciferri (1999) e
Saarela et al. (2004) avaliaram os efeitos de raios germicidas UV-C sobre superficies de
material organico de bens patrimoniais contaminadas com fungos do género
Penicillium, concluindo que se pode alcancar uma taxa de destruicdo de até 99%. Em
idéntico contexto, de conservacdo museoldgica, llies et al. (2019) relatam estudos
implementados numa uma igreja em madeira cujo microclima interno proporcionou a
presenca de fungos a contaminar superficies em diferentes bens patrimoniais e
concluem que a monitorizagdo/inspec¢do, condicdes de limpeza e um ambiente
adequado contribuem para desacelerar o processo de deterioracdo dos objetos

abrigados no interior de edificios histéricos ao longo do tempo.
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Moza et. al. (2012) concluem que, além da resisténcia natural de cada espécie e
das circunstancias ambientais em que se encontra, fatores com o de tempo de
irradiacdo, distancia entre a fonte e o substrato e a dose de energia a ser aplicada,
exercem forte influéncia nos resultados de descontaminagao do material. No estudo
aqui apresentado, todos esses parametros foram ensaiados e previamente
estabelecidos, de forma a serem igualmente aplicados a todas as condi¢des avaliadas e
ser possivel fazer comparacdo dos resultados obtidos.

Como se pode concluir, os resultados de reducdo de desenvolvimento dos fungos
sujeitos aos ensaios e apresentados neste documento, corroboram o efeito antimicdtico
obtido por meio da utilizacdo da radiacdao UV-C (254 nm), em sintonia com a literatura
supra referenciada. Fica assim demonstrado que poderd ser um recurso com bom
desempenho como estratégia alternativa aos produtos quimicos de elevada toxicidade,
com efeitos de nocivos para a saude e de dano para os bens culturais, na inibicdo ou
reducdo do desenvolvimento de fungos filamentosos sobre as superficies de madeiras.
Todavia, fica claro que a eficiéncia dos raios germicidas apresenta variagdes conforme a
natureza do substrato, o método de exposicdo a irradiacdo e o género ou até espécie a
que o fungo pertence.

A aplicacdo da radiagcdo UV-C apresenta-se como uma técnica ambientalmente
segura para a destruicdo de fungos e com elevado potencial econémico para ser
utilizada em novas propostas de intervencdo, sendo entdo necessarios mais estudos
sobre as potencialidades da radiacdo UV dentro dos limites que compreendem os

efeitos germicidas.

10.4. Conceito da prova: resultados quantitativos do efeito da radiagdao UV-C

sobre UAs com fungo selecionado

Considerando as limitacbes observadas na quantificacdo visual do

desenvolvimento fungico diretamente na madeira, a eficiéncia da radiacdao UV-C foi
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avaliada por um método de contagem de UFC/ml, usando P. citrinum sobre UAs de
madeira de Magaranduba. Os resultados obtidos foram estatisticamente analisados
pelo pds-teste de Dunn e os outliers removidos pelo teste de ROUT (Robust regression
and Outlier removal, Q=1%, GraphPad Prism ®).

Como observavel na Figura 75 (ensaio apds 1 hora de incubacdo das amostras
inoculadas), a exposi¢do a radiagao levou a uma reducao consideravel da carga fungica
relativamente ao grupo de controlo; a irradiacdo de 2 minutos levou a uma reducdo de
63,9% da carga fungica e a de 5 minutos a 77,6% de redugao, com diferenga estatistica
apenas para o tempo de 5 minutos. Quando avaliada a diferenca entre os dois tempos
de irradiacdo, verifica-se que ha uma diferenca estatisticamente significativa entre

ambos, tendo o tempo de 5 minutos mostrado um melhor desempenho.
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Figura 75: Redug¢do do nimero de UFC/mL com o fungo Penicillium citrinum apds ensaio com a
radiacdo UV-C para os tempos de 2 e 5 minutos (1 hora apds inoculagdo) indicando diferengas
estatisticamente significativas (p < 0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido de pds-teste de Dunn. >
Letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

Quando a incubacdo que antecedeu a irradiacdo foi de 24 horas (Figura 76),
também se observou uma reducdo significativa em relacdo ao grupo de controlo, de
75,2% para o tempo de irradiagdo de 2 minutos (p = 0,0005) e de 82,5% para 5 minutos
(p = 0,0001). A estatistica revela que ndo existe significancia estatistica quando

comparados os ensaios de 2 e de 5 minutos.
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Figura 76: Redugdo do nimero de UFC/mL com o fungo Penicillium citrinum apds ensaio com a
radiacdo UV-C para os tempos de 2 e 5 minutos (24 horas apds inoculacdo) indicando diferencgas
estatisticamente significativas (p < 0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido de pds-teste de Dunn. ®°
Letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

Um resultado idéntico ao anterior foi observado quando foi utilizado um tempo
de 10 dias de incubacdo das UAs antes da irradiacdao (Figura 77). Uma reducdo
significativa foi observada, 77,9% para o tempo de 2 minutos de irradiagao (p = 0,0009)
e 90,0% para 5 minutos (p = 0,0001). No entanto, entre os tempos de irradiacdo de 2 e

5 minutos ndo ha diferenca estatisticamente significativa.
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Figura 77: Redugdo do nimero de UFC/mL com o fungo Penicillium citrinum apds ensaio com a
radiacdo UV-C para os tempos de 2 e 5 minutos (10 dias de inoculagdo) indicando diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido de pds-teste de Dunn. & ®
Letras iguais indicam que ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

Por fim, quando as UAs foram submetidas a 10 dias de incubacdo, irradiadas e

incubadas por mais 10 dias (Figura 78), foi observado um percentual de reducdo

176



significativo de UFC em relacdo ao grupo de controlo, em que um maior tempo de
irradiacdo resultou em carga fungica mais baixa, 86,9% para o tempo 2 minutos e 94,6%
para 5 minutos. Do ponto de vista estatistico, 5 minutos (p = 0,0081) mostrou a
existéncia de diferencga estatisticamente significativa enquanto o tempo de 2 minutos (p
= 0,0934), apresenta o p > 0,05 e portanto, ndo apresenta diferenca estatistica
significativa. Quando comparados os tempos de irradiacdo entre si, os resultados

mostram diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 78: Redugdo do numero de UFC/mL com o fungo Penicillium citrinum apds ensaio com a
radiagdo UV-C para os tempos de 2 e 5 minutos (10 dias de inoculagdo antes da irradiagdo + 10 dias
de incubagdo apds irradiagdo) indicando diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05). Teste de
Kruskal-Wallis seguido de pds-teste de Dunn. * ® Letras iguais indicam que n3o houve diferenca
significativa entre os grupos.

Assim, os resultados confirmam que a acdo continua da radiacdo UV-C sobre as
UAs (madeira de Macaranduba) pelos tempos de 5 minutos, apresenta diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05) indicando que houve reducdo da carga fungica
para o fungo testado e em todas as condi¢des usadas. Contudo, para o tempo de 2
minutos, o resultado ndo apresentou significancia estatistica em todas as situacdes
estudadas, no entanto préximo desse valor.

Com a realizagdo deste ensaio, como conceito da prova, controlado e com um
numero amostral maior em relacdo a analise descritiva dos resultados, constatou-se,
claramente, a existéncia de uma diferenca consideravel entre o controlo e as amostras
irradiadas por 2 ou 5 minutos, como tinha sido indicado pela analise baseada no método

visual de desenvolvimento micelial. Contudo, nesta analise e para este fungo, o tempo
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de 5 minutos foi mais eficaz que o tempo de 2 minutos na reducao do ndimero de
UFC/ml. Em contrapartida, pela andlise estatistica baseada na comparac¢do de imagens,
a avaliagao feita configurou um efeito semelhante entre os dois tempos usados. Esta
ligeira diferenca observada é perfeitamente compreensivel, tendo em consideragdo a
sensibilidade do método usado para a sua avaliacdo e o facto de a andlise quantitativa
ser feita sobre a totalidade da amostra ao contrario da analise parcelar no método

visual.
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CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdao desenvolvida orientou-se para uma temdtica de grande relevo
para as politicas e praticas inerentes a intervencao no patriménio histérico edificado, a
bem da sua preservac¢do sustentada: as estruturas em madeira de suporte a cobertura
de edificios histdricos. Através dela, considera-se, terd sido real¢ada a sua importancia,
e logo aimportancia da sua preservacao, pelo seu cardter documental relativo a técnicas
tradicionais de construcdo, que se apresentam, ergonomicamente compativeis com o
desempenho funcional de um edificio, e pelo seu carater de protecdo a todo um sistema
construtivo. Neste caso, o interesse foca-se nos edificios histéricos, principalmente os
gue servem de contentor a um conteudo que se traduz em bens culturais da igreja, de
arquivos e, em especial, museus.

N3o obstante tal realce, justo e legitimo, assinalam-se vulnerabilidades
especialmente decorrentes das caracteristicas ambientais e de acesso, tipicas de tais
estruturas, que potenciam o desenvolvimento de formas de vida que delas se
alimentam, xil6fagas, e as deterioram. Apesar de haver maior sensibilidade publica e das
entidades de tutela para a acao de formas de vida macroscépicas, como os insetos, e
haver investigacdo associada a gestdo da sua atividade, o mesmo ndo se passa com
formas de vida microscdpicas, como fungos, que se desenvolvem mais discretamente e
se propagam por via drea, contaminando outros espacos e materiais, com efeitos
nocivos para pessoas e bens culturais. Expdem-se, também, as metodologias
tradicionais adotadas para intervencdo de prevencdo ao seu desenvolvimento e, em
caso de falha, de resposta, para sua eliminagao. Perante as evidéncias dos seus, também
nocivos, efeitos para a salde e estabilidade dos materiais, pondera-se a possibilidade
de considerar a radiacdo UV-C como alternativa mais ambientalmente sustentavel. Para
suportar tal hipétese, apresentam-se as suas caracteristicas germicidas, isto §,

microbicidas.
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Apesar de se registar investigacdo cientifica desenvolvida ensaiando a aplicacdo
da radiagdao UV-C e tendo os fungos como alvo de interesse, ndao se identificaram
estudos que os considerassem no contexto de interesse. Assim, assumiu-se o desafio de
desenvolver um estudo laboratorial cuja ambi¢ao ndo poderia ultrapassar o carater de
exploratdrio, atendendo a sua complexidade e tempo necessario.

Para que o pretendido contributo pudesse, efetivamente, constituir-se como um
avanco para o conhecimento e para a mitigacdo do problema, o estudo laboratorial teve
de se suportar em contextos reais concretos, a partir dos quais foi possivel identificar os
géneros e, quando possivel, as espécies, dos fungos mais frequentes e as madeiras de
suporte. Como se pretendeu estender a escala do contributo, perspetivando climas
tropicais onde as condi¢des ambientais sdao promotoras de microbiota, considerou-se
um contexto no Brasil, para além de um no Porto. Em concreto e por paralelismo, a
Igreja Basilica de Nossa Senhora da Concei¢dao da Praia, em Salvador, e a Igreja Matriz
de Santo lldefonso, no Porto.

Suportes e fungos foram replicados em laboratério. Apds extenso trabalho de
ensaios, foi possivel identificar que as espécies fungicas mais comuns nas madeiras das
estruturas estudadas pertencem ao filo Ascomycota, com maior representacdao dos
géneros Aspergillus, Penicillium, Alternaria e Chaetomium, tratando-se de fungos
filamentosos.

Os resultados da exposicao a radiacdao UV-C, na faixa dos 254 nm, dos fungos
selecionados, avaliada durante o intervalo de tempo proposto, sdo significativos e
promissores em relagdo a inibicdo de crescimento e redug¢dao de carga flngica nas
superficies das unidades amostrais.

A analise estatistica descritiva indica que os fungos mostram sensibilidade a
radiacdo UV-C, com possibilidade de redu¢cdes médias de contaminacdo superiores a
50%.

Do ponto de vista da estatistica inferencial ndo-paramétrica, houve diferenca
significativa entre o percentual fungico do controlo e o percentual fungico de todos os

tempos de radiagdo analisados. Porém, os dados ndo mostram a existéncia de diferencas

180



entre os ensaios com a aplicacdo dos diferentes tempos de irradiacdo e nem entre os
diferentes intervalos de repouso propostos. Apesar do tamanho reduzido da amostra e
da limitacdo no numero de fungos testados, foi possivel confirmar que, nas condicdes
experimentais usadas para o tipo de avaliagcdo efetuada, a utilizagdo de UV-C aplicada
sobre fungos em superficies de madeiras é eficaz na reducdo do seu desenvolvimento.
Porém, para uma utilizacdo alargada a aplicagao pratica, serd necessario avaliar melhor
qual o tempo de irradiacdo minimo mais eficaz, intervalos entre aplicacdes, e que
apresente eficacia para qualquer ou a maioria dos fungos envolvidos em situagdes
patoldgicas de estruturas de cobertura em madeira.

Embora as diferentes espécies fungicas tenham exibido algumas diferencas de
sensibilidade aos raios germicidas, as amostras infetadas apresentaram uma resposta
positiva apds exposi¢do a radiagdo UV-C. Para se garantir uma mais ampla aplicabilidade
serd necessario estudar uma gama mais alargada de espécies habitualmente envolvidas
nestas situacdes, para assegurar a eficacia das intervencdes, de carater profilatico ou
curativo, independentemente das espécies fungicas envolvidas.

E importante salientar que processos de desinfecdo e esterilizacdo com radiacdo
UV-C ndo sao tradicionais e reconhecidamente aplicados a madeira. No entanto, atingiu-
se um alto nivel de significancia no estudo desenvolvido. Para as seis diferentes espécies
de fungos testadas, foi obtida uma boa resposta de inibicdo durante a exposicdo a
radiacdo UV-C no comprimento de onda referido (254 nm), em todos os tempos de
exposicdo ensaiados, isto é, em todas as doses.

Pelo que foi mostrado, poderemos prever que a agao da radiacdo UV-C nas
superficies das madeiras podera ser um agente inibidor do desenvolvimento fungico e,
assim, conter o processo de avan¢o de um fungo instalado ou a invasdao de outras
espécies fungicas filamentosas de bolor e mancha. Complementarmente, poderd
proporcionar uma consideravel reducao da contaminacao fungica pela inativacdo dos
esporos em suspensdo na atmosfera interna dos locais de cobertura, favorecendo ainda

mais a estabilidade dos materiais e mitigando o risco de problemas de saude.
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A sua eficiéncia dependera das condices de limpeza das superficies, pelo que,
ndao obstante os seus efeitos benéficos, dentro dos limites expostos, a limpeza de
manutencdo dos espacos de cobertura ndo devera ser negligenciada.

Pelo baixo custo dos recursos necessarios, a implementacdo de sistema
suportado na metodologia adotada podera vir a ser exequivel. Apesar da necessidade
de mais ensaios para estabelecimento das condi¢des 6timas de operabilidade, o extenso
estudo conduzido da suporte e incentivo ao seu desenvolvimento futuro. Perspetiva-se
em formato de sistema de iluminacdo, apetrechado com ldampadas germicidas a emitir
nos 254 nm, de facil acesso no mercado, estrategicamente distribuidas para alcangar
toda a area de interesse, atendendo a condi¢bes de diferenciada iluminancia e ligado a
sistema de controlo automatico regulado para um funcionamento de acordo com os

tempos de exposicdo apurados.
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APENDICES

Apéndice 1 - Memoria de calculo: Dose de radiagao UV-C

Dadas as informagte s sobee a montagem:

* Poéncia imadiada, 7 -~ 24 W;

* Comprimento da lampada, I, ~ 2833 cnx
+ Distincia ontre as limpadas, d - 1.6 om:
= Distincia para a amostra, r — 1dcm;

+ Amada amostra, A -~ 4 om?;

So considrarmos cada lampada como a soma do diversas limpadas de comprimento infinitesimal
dz, podemos calcular 2 dose emitidas por cada uma dessas para entio obter 2 doso total.

Inicialmente, obemos a distancia de cada sogmento infinitesimal. Para a lampada contral (%),
essa distancia wera dada por

1Vt =, (13}

enquanto que pam as [ampadas oxtornas () e %) 2 distincia sera dada por

Iy ia (2)

Considerando que 2 poséncia emitida pela lampada € homogencamente distribuida por todz ela,
a cmisso de cada scgmento infiniesimal sord J ~ Pdz/ L. Considerando também goo a emissio
€ isotropica, uma amostra do Snca A a uma distincia [ receberd somente A /(47l*) da dose emitida
Logo,

Funaa =~ P+ Fa t 1, 3)

* A dr TR | dr PA L
"“[,_,,‘ = L '/:,,'u(:nr:)t. N 2:1.-—“““’('27) @

1
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L2 A dr 5 A dr rA L
R P— arctan (=)
—rz A=l L rg WA L el d ?m]

Substibrinda ox valones:
24 x4 2633
F _— — | W - LO0M0S W 1)
Y EEm ) {‘.’:-c]i_]l ' ®)
Zdx4d 2E33
e _—— nretan {—} W= [LDIT W 7l
Errl:'EE.ﬂ-E-:-c VI + 155 2 x4 4 LG

Foowa = Fy + Fa + Py = (000303 + 0.00G05 + OUNIB0E) W o— 511 mW. (141

Em | minuio, aemrgia depositada. wrd

E e Pt =911 x 60 ml = 8.8 ml. )

Lago, a dose em wm minmo serd 0U13665 1fem? — 13865 1/m®.

Podemos mefipeT a conta. de uma forma. mais aprmimads, o gue resultand cum o solado mais
commervadar, sto &, uma dose de UV ligeiramente maior. Pam isso nio consideramas as |impadas
oo ohjelos com comgrimentn & sim coma ohjetos pontuais.

Adqui considsramas também gue aomissia € isotrdpica (igual em todax as direpies). A mdiacio
¢ emitida em todas as dinspdes e a uma distancia r cobre uma dwa A sk de mic rl. Logo, a
radingho que chega me drea A& simplesmentes proporcional a A/ (4 )

Postanio,

A A A
PoRt Rt RB=-Pl—+-—+-—
Pt Py {mi;‘inf*mgj
24 x4 1 . 1 . 1 W LA (1
ix {H' 1.6 T8 TR 16 ’ :
&, cam issa, apds | mimmo, eremos
E — Pt — 11.6] = 80 ] — 80§.83 m]. (11

Finalmenie, a dose de UV em | minuio serd 017418 1 fem® — 17408 1,/m®. Nesw caso a doss €

2

27.44'% maior, o goo & a umz estimativa mais coneETvadom f‘limllmmpntinu“]

206



Apéndice 2 - Tabelas de imagens obtidas durante os ensaios com radiagiao UV-C

PORTO
Aspergillus fumigatus - F1P" - 12 Ensaio
IRRADIACAO SEM INTERVALO

Controlo (C-) SEM
fungo / SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de i i i UAlimpa eirradiada
. L ) s UAlimpa eirradiada
SEMirradiagdo irradiagdo

. . Taxa de contaminagdo
apos 15 dias ¢

: 3% : 3 Auséncia superficie
UAL s, T 1 minuto 2 ; 2 : Plana + Auséncia
ad ‘ superficies Lateral (0%)

TR _ ! Auséncia superficie
UA4 - 2 minutos R PN o ¥; L < Plana +Auséncia
¥ . 3 | superficies Lateral (0%)

Auséncia superficie
UA7 5 minutos Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de UAlimpa e apés 15

SEM irradiacdo irradiacdo UAlimpa Taxa de contaminagdo

dias

Auséncia superficie
Plana + Presenga
superficie Lateral

(58,7%)

Controlo
(C+)

SEM
irradiacdo
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PORTO
Aspergillus fumigatus - F1P" - 12 Ensaio
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 5min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiacdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de A irradiad
SEM irradiagdo irradiagdo 'mpa elrradiada

UA2 1 minuto

UAS : AR 1 2 minutos

UA8 | \ 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de
SEM irradiagdo irradiacdo

Controlo : 1A SEM
(C+) Vi : irradiacdo

208

UA limpa eirradiada

UA limpa e apds 15
dias

Taxa de contaminagdo

Presenca superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(100%)

Presenca superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(29,4%)

Presenca superficie
Plana + Presenga
superficies Lateral
(100%)

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana + Presenca
superficie Lateral

(58,7%)




PORTO
Aspergillus fumigatus - FIP" - 12 Ensaio
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 20min

Controlo (C-) SEM fungo
/ SEMirradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de UAlimpa eirradiada

UAlimpa eirradiada Taxa de contaminagdo

SEM irradiagdo irradiagdo apods 15 dias

: ~ Auséncia superficie
UA3 g i . | 1minuto £ P Fosat i Plana +Auséncia
] % - " superficies Lateral (0%)

v y ] ; Auséncia superficie
UAG6 v ‘ r 2 minutos 9% Y ot WELN Plana +Auséncia

superficies Lateral (0%)

Auséncia superficie

) 3 p . Plana + Presenca
UA9 2 F e 5 minutos

superficie Lateral
(58,7%)
UAinfectada e apds 7 meses Tempo de UAlimpa eapds 15 L
Taxa de contaminagdo

SEMirradiagdo irradiacdo

» dias

Auséncia superficie

: Plana +Presenga

(C+) 5 \ irradiacdo 7 e | y L i superficie Lateral
B 1] ¢ : (58,7%)

Controlo : 1A SEM
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PORTO

Penicillium glabrum - F2P" - 12 Ensaio Controlo (C-) SEM

IRRADIACAO SEM INTERVALO fungo/SEM irradiagao
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de . . X UA limpa eirradiada X .
. L. . . UAlimpa eirradiada , X Taxa de contaminagdo
SEM irradiagdo irradiagdo apos 15 dias

_ b Auséncia superficie
UAL e ¥, 1minuto e b Plana +Auséncia
o3 superficies Lateral (0%)

s : . T Auséncia superficie
UA2 2 minutos Sg & @ - ; i Plana + Auséncia
e, ? : superficies Lateral (0%)

Auséncia superficie
UA3 5 minutos Plana + Auséncia

superficies Lateral (0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de UA L UA limpa e apds 15
SEM irradiagdo irradiacdo 'mpa dias

¢« B

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Controlo ¥ SEM b By : St ; L Plana +Presenga
(C+) irradiagdo : : v Ly superficie Lateral
, 3 Pl (58,7%)

210



PORTO Controlo (C-) SEM
Penicillium glabrum - F2P" - 12 Ensaio . on/sr;\: diacs
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 5min ungo/oEh Irradiagao
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de UA limpa eirradiada

SEM irradiagdo irradiagdo UAlimpa eirradiada

apés 15 dias Taxa de contaminagdo

Presenca superficie
. o . § . o i Plana + Auséncia
UA1 5 1 minuto . A AR b . .
superficies Lateral
(29,4%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA2 8 2 minutos

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA3 b 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de
SEMirradagﬁ irradiacdo

«

UA limpa e apds 15

R Taxa de contaminagdo
dias

Auséncia superficie
Plana +Presenga
superficie Lateral

(58,7%)

Controlo o : SEM

(C+) i irradiagdo
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PORTO Controlo (C-) SEM
Penicillium glabrum - F2P" - 12 Ensaio . Or}sr;\:_ diacs
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 20min ungo/oEh Irradiagao
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de UA limpa eirradiada

UAlimpa eirradiada Taxa de contaminagdo

SEM irradiagdo irradiagdo apds 15 dias

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA1 1 minuto

Auséncia superficie
Plana +Auséncia
' superficies Lateral (0%)

UA2 Y 2 minutos

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA3 i 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de
SEM irradiagé

s

UA limpa e apds 15

UA limpa dias

Taxa de contaminagdo

irradiacdo

Auséncia superficie
Plana +Presenga
superficie Lateral

(58,7%)

Controlo o SEM
(C+) irradiagdo

PP T INSCE AR
«
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PORTO
Alternaria alternata - F3P" - 12 Ensaio
IRRADIACAO SEM INTERVALO

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de UAlimpa eirradiada

UAlimpa eirradiada

SEM irradiagdo irradiagdo apds 15 dias Taxa de contaminacdo

el S Auséncia superficie
UA1 R i 1 minuto o S Ly s Plana + Auséncia
% : : : Es superficies Lateral (0%)

4 ; Auséncia superficie
UA2 5 ¢ 2 minutos o ! e iy Plana + Auséncia

superficies Lateral (0%)

- o Auséncia superficie
UA3 5 minutos ; . o= " Plana + Auséncia

superficies Lateral (0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de UA limpa e apds 15

SEM irradiagio irradiacio Taxa de contaminagdo

dias

Auséncia superficie

1 : : Plana + Presenga

(C+) irradiacdo @ > 8 %7 G o superficies Lateral
' : (58,7%)

Controlo
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PORTO Controlo (C-) SEM
Alternaria alternata - F3P" - 12 Ensaio f On/srgNT. diacs
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 5min ungo/>EMIrradiacao
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de UAlimpa eirradiada

SEM irradiacio irradiacio UAlimpa eirradiada apés 15 dias Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana +Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA1 £ 1 minuto

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA2 : 2 minutos

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA3 RS 1 3 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de AL AL s 15 di Taxa d taminaca
SEM irradiacdo irradiacio |mp impa e apds ias Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana +Presenga
superficies Lateral
(58,7%)

Controlo SEM
(C+) ; 3 i irradiagdo
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PORTO Controlo (C-) SEM
Alternaria alternata - F3P" - 12 Ensaio f On/sr;v?. diacs
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 20min ungo/>EMIrradiacao
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de UAlimpa eirradiada

SEMirradiagdo irradiacdo UAlimpa eirradiada

Taxa de contaminagdo

apos 15 dias

Ausencia superficie
Plana +Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA1 \ 1 minuto

Ausencia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA2 7 ol 7 2 minutos

Presenca superficie
. - : ; ; g Plana +Auséncia
UA3 5 minutos 7 i A i , .
4 superficies Lateral
(29,4%)

UAlimpa e apds 15
dias

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

T N
SEM irradiagdo irradiacio axa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana +Presenga
superficies Lateral
(58,7%)

Controlo
(C+) iy irradiagdo
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SALVADOR Controlo (C.) SEM
Chaetomium globosum - F1B" - 12 Ensaio . On/sr:NT. diacs
IRRADIAGAO SEM INTERVALO ungo/sEVITradiagan |

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de X . . UAlimpa eirradiada . .
UAlimpa eirradiada Taxa de contaminagdo

SEMirradiagdo irradiacdo apos 15 dias

Auséncia superficie
% A ) b ; e 5 Plana + Auséncia
UA1 : ; i 1 minuto g , ( =z L.

: #1; 4 w6 @ superficies Lateral
: (0%)

Auséncia superficie
Rk s TS . 5 : S e Plana +Auséncia
UA2 ¥ ; 2 minutos ) & L .

£ AP e superficies Lateral
: (0%)

Presenca superficie
e . & Plana +Presenca
UA3 © o 5 minutos A % -

: wile . : R superficies Lateral
(100%)

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de . UAlimpa eirradiada L
UA limpa Taxa de contaminagdo

SEM irradiagdo irradiacdo

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Controlo :
(C+) 2 ’ : Pl irradiagdo
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SALVADOR Controlo (C-) SEM
Chaetomium globosum - F1B’ - 12 Ensaio . On/sr;\:. diacs S
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 5min HNBO/SENIITTAdIStas 8
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de UAlimpa eirradiada

UAlimpa eirradiada

T N
SEM irradiagdo irradiacdo apés 15 dias axa de contaminagdo

- Auséncia superficie
3 . - g o pe it Plana +Auséncia
UA1 s o : 1 minuto FEEe : £ -
: ; A superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
; . e ’ T L Plana +Auséncia
UA2 Z 2 ; 2 minutos g = : e o L.
S superficies Lateral
(0%)

: Presenca superficie
-4 VR ) ;i AR : : 7 Plana + Presenca
UA3 5 4 5 minutos & - : -
; superficies Lateral
(100%)

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de
SEM irradiagdo

.).

AL UAlimpa eirradiada T d tami N
im i ) xa ntamina
irradiacdo pa apos 15 dias 2 eco 590

=

o g
; Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Controlo £ ST SEM

(C+) : » el irradiacdo
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SALVADOR Controlo (C-) SEM
Chaetomium globosum - F1B’ - 12 Ensaio . on/sr:'\: diach
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 20min ungo/sEMITraciagao |
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de UA limpa eirradiada

apés 15 dias Taxa de contaminagdo

SEM irradiagdo irradiagdo UAlimpa eirradiada

Auséncia superficie
; ; . r : e Plana +Auséncia
UA1 5 : 1 minuto e v O -
i X = superficies Lateral
(0%)

3 Auséncia superficie
A . ; > 7 i : Plana + Auséncia
UA?2 2 ~ 2 minutos - = 3z : X L.
& B superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
R . e § y - A Plana + Auséncia
UA3 B g 5 minutos [ : ’ o L.
; 2 : superficies Lateral
(0%)

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UAlimpa eirradiada
SEMirradigéo irradiacdo

apds 15 dias
g > B

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Controlo £ A 9 SEM

(C+) 2 '- & irradiacdo
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SALVADOR

Penicillium citrinum - F2B’ - 12 Ensaio Controlo (C-) SEM

SEM INTERVALO fungo/SEM irradiagdo
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de . . . 3 i . .
UAlimpa eirradiada UAs apds 15 dias Taxa de contaminagdo

SEM irradiagd irradiagdo

Presenca superficie
5 ) G el A ; 3 Plana +Presenca
UA1 ? 1 minuto IR » e 4 %y . .
,- v . superficies Lateral
(100%)

-|  Auséncia superficie
' L. A N s e, s ~ Plana+Pp
UA2 V*f A 2 minutos 3 g3 | 4 ana - resenca
} o : superficie Lateral
(58,7%)

Auséncia superficie
: s gl 7 . Bk i ES : S Plana +Auséncia
UA3 5 minutos i : ¥ 4 ..
¥ ; superficies Lateral
(0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de UA limpa e apds 15

SEMirradiacdo irradiacdo Taxa de contaminacdo

dias

R Presenca superficie
Controlo [ ; SEM ; . ; Plana +Presenca
(C+) % " irradiacio S : , £ 2 : superficies Lateral

(100%)
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SALVADOR Controlo (C-) SEM
Penicillium citrinum - F2B’ - 12 Ensaio £ on/sr;\:' diacs
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 5min ungo/sENITradiacdo
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de . . . , . .
. L. . - UAlimpa eirradiada UAs apés 15 dias Taxa de contaminagdo
SEMirradiacdo irradiacdo

Presenca superficie
% . RO % : : Plana + Presenca
UA1 ! 1 minuto b ST ; X A -
: ¥ superficies Lateral
(100%)

Auséncia superficie
4 . / oL R > Plana +Auséncia
UA2 3 . 2 minutos 7y : -
y : superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
: . Va2 : s Plana + Auséncia
UA3 $ 5 minutos EEES By Pl Y : .
% ; & superficies Lateral
(0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

UAlimpa e apds 15
SEM irradiagdo

. Taxa de contaminagdo
dias

irradiacdo

Presenca superficie
Plana +Presenca
superficies Lateral
(100%)

Controlo SEM
(C+) L 2 (50 irradiagdo
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SALVADOR

Penicillium citrinum - F2B’ - 12 Ensaio Controlo (C-) SEM

IRRADIACAO COM INTERVALO DE 20min fungo/SEMirradiagao
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de . . X 3 i X .
UAlimpa eirradiada UAs apds 15 dias Taxa de contaminagdo

SEMirradiagdo irradiagdo

T

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
Plana + Presenga
superficie Lateral

(58,7%)

UA2

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

UA3 & %8 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de . UA limpa e apds 15
. - . - UA limpa
SEM irradiagdo irradiagdo

Taxa de contaminagdo

dias

Presenca superficie
Plana +Presenga
superficies Lateral
(100%)

Controlo
(C+)

SEM
irradiagdo
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SALVADOR Controlo (C-) SEM
Aspergillus sydowii - F3B" - 12 Ensaio ; or}sr;)’\:' diach
SEM INTERVALO ungo/sEMIrradiacao
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de . i . 3 i . .
. L. . . UAlimpa eirradiada UAs apés 15 dias Taxa de contaminagdo
SEM irradiagdo irradiagdo

: ; Auséncia superficie
’ : . R R Wk 9 e Plana + Auséncia
UA1l o 1 minuto : 4 v ; .
N T ; superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
; & . X e : ; : Plana +Auséncia
UA2 AT Tl 2 minutos * ..
o RERK , superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie

i e ) ‘ 3 ok : Plana + Auséncia
UA3 &3 % 5 minutos & 3 \ . . L.
o ¥ 4 e ’ i ? : superficies Lateral
D RS it e L : (0%)
UAinfectada e apds 7 meses Tempo de . UA limpa e apds 15 L
. - . . UA limpa Taxa de contaminagdo
SEM irradiagdo irradiagdo

dias

Presenca superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(100%)

Controlo \
(C+) i S8 irradiacdo
N

222



SALVADOR Controlo (C-) SEM
Aspergillus sydowii - F3B" - 12 Ensaio . on/sr:'\: diacs
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 5min ungo/oEh Irradiagao
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de . . X 3 i X .
. L. . . UAlimpa eirradiada UAs apés 15 dias Taxa de contaminagdo
SEM irradiagdo irradiagdo

Presenca superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral (0%)

UA1 / \ ¥ 1minuto

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA2 LN AURaRE 2 minutos

: g A Auséncia superficie
UA3 & . 3 ; 5 minutos / Plana + Auséncia
: ¢ y superficies Lateral (0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de
SEM irradiéo

§

UA limpa e apds 15

R Taxa de contaminagdo
dias

irradiacdo

Presenca superficie
Plana +Presenga
superficies Lateral
(100%)

Controlo £ ¢ AR SEM
) B w2 S irradiacdo
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SALVADOR Controlo (C-) SEM
Aspergillus sydowii - F3B" - 12 Ensaio . on/sr:'\: diacs
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 20min ungo/oEh Irradiagao
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de . . X 3 i X .
. L. . . UAlimpa eirradiada UAs apés 15 dias Taxa de contaminagdo
SEMirradiagdo irradiagdo

‘ Auséncia superficie
X% i . E: ; > -4 Plana + Auséncia
UA1 y / { 1 minuto R ¥ ¢ ..
¢ ; ¥ superficies Lateral
(0%)

: ! Auséncia superficie
¢ } ‘ . b i : Qe N Plana +Auséncia
UA2 § S 2 minutos i y 3 2 R : L.
: : superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie

% . ) S Plana +Auséncia
UA3 3 = 5 minutos % - % ..
! superficies Lateral
(0%)
UAinfectada e apds 7 meses Tempo de ) UAlimpa eap6s 15 L
. - . .. UA limpa Taxa de contaminagdo
SEM irradiagdo irradiagdo

ias

*E

Presenca superficie
Plana +Presenga
superficies Lateral
(100%)

Controlo
(C+)
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PORTO

Aspergillus fumigatus - F1P”" Controlo (C-) SEM
DUPLICATA fungo/SEM irradiagdo
IRRADIACAO SEM INTERVALO
UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de . i . UA limpa eirradiada . .
. L. . L. UAlimpa eirradiada Taxa de contaminagdo
SEM irradiagdo irradiagdo

apos 15 dias

: Auséncia superficie
) RIT Lalenss R e o5 Plana + Auséncia
UA1 1 minuto o » : : : x -
S superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
; TS & ) ey s Plana +Auséncia
UA2 > L 2 minutos 3 -
, £ ; superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie

. N A Plana + Auséncia
UA3 5 minutos & S ? ¥ 3 -
. superficies Lateral
(0%)
UAinfectada e apds 7 meses Tempo de . UA limpa e apds 15 L
. - . L. UA limpa Taxa de contaminagdo
SEMirradiacdo irradiagdo

dias

Auséncia superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(58,7%)

Controlo FRig SEM
(C+) Ty irradiagdo
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PORTO
Aspergillus fumigatus - F1P”" Controlo (C-) SEM

DUPLICATA fungo/SEM irradiacdo
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 5min

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de UAlimpa eirradiada

UAlimpa eirradiada Taxa de contaminagao

SEM irradiagdo irradiagdo apo6s 15 dia

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

UA1 R PR * 1 minuto

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

UA2 2 minutos

Auséncia superficie
Plana + Auséncia

UA3 e g & > minutos superficies Lateral
(0%)
UAinfectada e apds 7 meses Tempo de X UA limpa e apéds 15 L
UA limpa Taxa de contaminagao

SEM irradiagdo irradiacdo

dias

Auséncia superficie
Plana +Presenca
superficies Lateral
(58,7%)

Controlo
(C+)

SEM
irradiagdo |
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PORTO
Aspergillus fumigatus - F1P”" Controlo (C-) SEM
DUPLICATA

fungo/SEM irradiagdo
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 20min

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UATI irradiad UAlimpa eirradiada
SEM irradiagdo irradiagdo 'mpa elrradiaca

apés 15 dias Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
) et Ta s T Plana + Auséncia
UA1 1 minuto . s e g L
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
) e, i I B o 1 Plana +Auséncia
UA2 2 minutos S, 3 " ..
. & superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
. . g 2> Plana + Auséncia
UA3 5 minutos & " -
superficies Lateral
(0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de UATL
SEM irradiagdo irradiacdo 'mpa

UA limpa e apds 15
dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana +Presenca
superficies Lateral
(58,7%)

Controlo 5oy SEM
(C+) Ry irradiagdo
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PORTO
Penicillium glabrum - F2P”" Controlo (C-) SEM

DUPLICATA fungo/SEM irradiacdo
IRRADIACAO SEM INTERVALO

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de UA limpa eirradiada

UAlimpa eirradiada Taxa de contaminagdo

SEM irradiagdo irradiagdo

apos 15 dias

Auséncia superficie
Plana + Presenca
superficie Lateral

(58,7%)

UA1 1 minuto

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

UA2 : s 2 minutos

Auséncia superficie
Plana + Auséncia

UA3 : 3 5 > minutos superficies Lateral
(0%)
UAinfectada e apds 7 meses Tempo de . UA limpa e apds 15 L
irradiacao UA limpa Taxa de contaminagdo

dias

Presenca superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(29,4%)

Controlo
(C+)

seM PRl
irradiagdo | o

228



PORTO
Penicillium glabrum - F2P”"
DUPLICATA
IRRADIAGAO COM INTERVALO DE 5min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiacdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de
SEM irradiagdo irradiagdo

UA1 1 minuto

UA2 : 3 2 minutos

UA3 v 5 minutos [

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

irradiacdo

Controlo
(C+)

SEM

UAlimpa eirradiada

irradiacio | e

229

UA limpa eirradiada

apés 15 dias Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

Auséncia superficie
Plana +Auséncia
superficies Lateral (0%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA limpa e apds 15 L
Taxa de contaminagdo

dias

Presenca superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(29,4%)




PORTO
Penicillium glabrum - F2P”" Controlo (C-) SEM

DUPLICATA fungo/SEM irradiacdo
IRRADIAGAO COM INTERVALO DE 20min

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de . . X UA limpa eirradiada
. L. . . UAlimpa eirradiada
SEM irradiagdo irradiagdo
B s —

Taxa de contaminagdo

apos 15 dias

Ty

: - 28 Auséncia superficie
UA1 Iminuto [ = o e[S ety Plana +Auséncia
4 . ; superficies Lateral (0%)

: 15 Auséncia superficie
UA2 ... : 2 minutos - T 2 i Plana + Auséncia

superficies Lateral (0%)

Presenca superficie
Plana + Auséncia

UA3 AL 2o 5 minutos superficies Lateral
(29,4%)
UAinfectada e apds 7 meses Tempo de . UA limpa e apds 15 L
- . L~ UA limpa R Taxa de contaminagdo
iacdo irradiagdo dias

SEM irrad
¥ =N
Presenca superficie
3 o3 : Plana +Auséncia
irradiagdo = e : S : ’ superficies Lateral
e e (29,4%)

Controlo
(C+)

230



PORTO
Alternaria alternata - F3P”" Controlo (C-) SEM

DUPLICATA fungo/SEM irradiagdo
IRRADIACAO SEM INTERVALO

UAs infectadas e apds 7 meses i i i
p Tempo de UAlimpa e irradiada UAlimpa eirradiada

. L. Taxa de contaminagao
SEM irradiagdo irradiagdo ap6s 15 dias ¢

Presenca superficie
- i . i Plana + Auséncia
UA1 1 minuto -
' superficies Lateral
(29,4%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

UA2 | -8 2 minutos

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

UA3 ’ G 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de UA limpa e apds 15

SEMirradiacdo irradiacdo Taxa de contaminacdo

dias

Auséncia superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(58,7%)

Controlo
(C+)

SEM
irradiacdo

231



PORTO
Alternaria alternata - F3P”"
DUPLICATA
IRRADIAGAO COM INTERVALO DE 5min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UATI irradiad UA limpa eirradiada
SEM irradiagdo irradiagdo 'mpa elrradiaca

apds 15 dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
5 TP . : Plana + Auséncia
UA1L < 1 minuto i = 3 L.
¥ : : : superficies Lateral
(0%)

e Auséncia superficie
¥ , . 2 3 A Plana + Auséncia
UA2 gy 2 minutos o ! e : -
i y g superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie

a5 ) , 3 Plana +Auséncia
UA3 el 5 minutos % " e -
b superficies Lateral
(0%)
UAinfectada e apds 7 meses Tempo de . UA limpa e apds 15 L
. - . . UA limpa . Taxa de contaminagdo
SEMirradiacdo irradiagdo dias

Auséncia superficie
Plana +Presencga
superficies Lateral
(58,7%)

Controlo 2 3 ' SEM
(C+) = irradiagdo

232



PORTO
Alternaria alternata - F3P”"
DUPLICATA
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 20min

Controlo (C-) SEM =
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UATI irradiad UA limpa eirradiada
SEM irradiagdo irradiagdo 'mpa elrradiaca

apds 15 dias

Taxa de contaminagdo

Presenca superficie
i . e h 4 Plana +Auséncia
UA1l . 1 minuto . .
- i f ) superficies Lateral
(29,4%)

: Auséncia superficie
A 2 . o ¢ / e or Plana +Auséncia
UA2 ’ 2 minutos " 8 N ..
3 y superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie

. . - : p e Plana + Auséncia
UA3 ¥ ; 5 minutos - A -t ..
superficies Lateral
(0%)
UAinfectada e apds 7 meses Tempo de . UA limpa e apds 15 L
. - . . UA limpa . Taxa de contaminagdo
SEMirradiacdo irradiagdo dias

Auséncia superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(58,7%)

Controlo | : ‘ SEM
(C+) o irradiagdo

233



SALVADOR

Penicillium citrinum - F2B"" Controlo (C-) SEM
DUPLICATA fungo/SEM irradiagao
IRRADIACAO SEM INTERVALO
UAs 1nfectad.as ¢ e%poi 7 meses Tempo <~:Ie UA limpa e irradiada UA limpa ¢ irradiada Taxa de contaminagdo
SEM irradiagdo irradiagao

apos 15 dias
e T

Presenca superficie

2 ' £ Pl ¥ Plana + Presenca

UA1 4 1 minuto o : 5 superficies Lateral
(100%)

Auséncia superficie

. s - Plana + Auséncia

UA2 2 minutos g = oo, 4 superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie

3 o it . b o < Plana + Auséncia
UA3 . ; ; > minutos ¥ superficies Lateral
(0%)
UA infectada e apds 7 meses Tempo de . UA limpa e apds 15 L
SEM irradiagdo irradiacdo UA pa dias Taxa de contaminagao
y : : & Auséncia superficie
Controlo SESSEENEEESEHE & SEM % : £ b Plana + Presenca
(C+) i Y irradiagdo [ A e "_ ; superficies Lateral
’ - . %, (58,7%)
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SALVADOR
Penicillium citrinum - F2B”
DUPLICATA
IRRADIAQAO COM INTERVALO DE 5min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e ap6s 7 meses Tempo de

SEM irradiacio imadiagao U/ mpa ¢ imadiada

UA1 JEH e 1 minuto

UA 2 & 2 minutos

UA3 | - 4 sminutos

UA infectada e ap6s 7 meses Tempo de
SEM irradiagdo irradiacdo
257 T

Controlo [Faes e SEM
(C+) ; Pt irradiagdo

235

UA limpa e irradiada
apos 15 dias

Taxa de contaminagéo

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

Taxa de contaminacéo

Auséncia superficie
Plana + Presenga
superficies Lateral
(58,7%)




SALVADOR
Penicillium citrinum - F2B”"
DUPLICATA
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 20min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

SEM irradiagdo irradiagdo UAlimpa eirradiada

UA1 ; 1 minuto

UA2 & s 2 minutos

UA3 2 z 2 : 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

SEirriagﬁo ) irradiacdo UAlimpa

Controlo Ay il 4 SEM
(C+) ; ; ’ M8 irradiacdo

UA limpa eirradiada
apds 15 dias

UAlimpa e apds 15

_dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Presenca superficie
Plana +Presenca
superficies Lateral
(100%)

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(58,7%)




SALVADOR
Aspergillus sydowii - F3B""
DUPLICATA
IRRADIAGCAO SEM INTERVALO

Controlo (C-) SEM

fungo/SEM irradiagdo i

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

SEM irradiagdo irradiagdo UAlimpa eirradiada

UA1 3 1 minuto

UA2 Fot 2 minutos

UA3 : 2 " , 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de
SEM irradiacdo irradiacdo

P

Controlo -_ ¢ SEM
(C+) i L : 8 irradiagdo

UA limpa eirradiada
apds 15 dias

UAlimpa e apds 15
dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(58,7%)




SALVADOR
Aspergillus sydowii - F3B""
DUPLICATA
IRRADIAGAO COM INTERVALO DE 5min

Controlo (C-) SEM

fungo/SEM irradiagdo i

UAs infectadas e apés 7 meses Tempo de

SEM irradiacio irradiagiio UAlimpa eirradiada

ua1 SRSl 1 minuto

UA?2 X v ; i 2 minutos

UA3 g . 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de .
. - . - UA limpa
SEM irradiagdo irradiagdo i

*x

Controlo ‘ SEM
(C+) N ~ 8 irradiacdo &

UA limpa eirradiada
apds 15 dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

UA limpa e apds 15
dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(58,7%)




SALVADOR
Aspergillus sydowii - F3B""
DUPLICATA
IRRADIAGAO COM INTERVALO DE 20min

Controlo (C-) SEM

fungo/SEM irradiagdo |

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de AL irradiad
SEMirradiacdo irradiacdo fmpa elrradiada

UAL + M 1minuto

UA2 : : 2 minutos

UA3 ‘ e 5 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

SEM irradiagdo ) irradiacdo

Controlo s 8! SEM
(C+) B = 8 irradiagio

UAlimpa eirradiada
apos 15 dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana +Presenga
superficie Lateral

(58,7%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
Plana +Auséncia
superficies Lateral
(0%)

UA limpa e apéds 15
dias

Taxa de contaminagao

Auséncia superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(58,7%)




PORTO
Aspergillus fumigatus - F1P"""
TRIPLICATA
IRRADIAGAO SEM INTERVALO

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apés 7 meses Tempo de

UA limpa eirradiada
SEM irradiagdo irradiacdo

UAlimpa eirradiada i X
apos 15 dias

Taxa de contaminagdo

Presenca superficie
3 . . . : Plana + Presenca
UA1 1 minuto - ..
superficies Lateral
(100%)

Auséncia superficie
. } . A e, | 1y } i Plana +Presenga
UA2 vy 4y S e 2 minutos ML LA g : > 2 -
; ¥ R superficie Lateral
(58,7%)

Auséncia superficie
s v . . : Plana +Presenga
UA3 5 minutos " 3 : - . -
20 PR < of superficie Lateral
(58,7%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de
SEM irradiagdo irradiacdo
X

UA limpa e apds 15
UA limpa 'mp P

Taxa de contaminagdo

Presenca superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(100%)

Controlo 7 SEM
(C+) irradiagdo




PORTO
Aspergillus fumigatus - F1P"""
TRIPLICATA
IRRADIAGAO COM INTERVALO DE 5min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UALI irradiad UAlimpa eirradiada
SEMirradiagcdo irradiacdo fmpa elrradiada

ap6s 15 dias Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
) ) g : Plana +Presenca
UA1 ¢ . : 1 minuto ; -
Y i - superficie Lateral
(58,7%)

Auséncia superficie
. ; ) i 5 Plana +Presenca
UA?2 s 2 minutos 4 T e s . .
BT 3 ; superficie Lateral
(58,7%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA3 ; X 4 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de - d taminacs
SEM irradiacdo irradiacdo dias axa decontaminacao

AT

Presenca superficie
Plana +Presenga
superficies Lateral
(100%)

Controlo 3 SEM
(C+) irradiagdo




PORTO
Aspergillus fumigatus - F1P"""
TRIPLICATA
IRRADIAGAO COM INTERVALO DE 20min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UALI irradiad UAlimpa eirradiada
SEMirradiacdo irradiacdo fmpa elrradiada

ap6s 15 dias Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral (0%)

UA1 g 1 minuto

Auséncia superficie
) : N R R ; 1 Plana + Presenga
UA2 s L 2 minutos 9 .
d . : superficie Lateral
(58,7%)

Auséncia superficie

g : ) e ¥ Plana +Presenca
UA3 ; 5 minutos ..
; superficie Lateral
(58,7%)
UAinfectada e apds 7 meses Tempo de . UAlimpa e apds 15 .
. L« . - UA limpa R Taxa de contaminagdo
SEM irradiagdo irradiagdo dias

Presenca superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(100%)

Controlo ; SEM
(C+) irradiagdo




PORTO
Penicillium glabrum - F2P"""
TRIPLICATA
IRRADIAGAO SEM INTERVALO

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UAlimpa eirradiada
SEM irradiagdo irradiagdo

UAlimpa eirradiada i X
apos 15 dias

Taxa de contaminagdo

: Auséncia superficie
z ) R AT SNy Plana + Auséncia
UA1 1 minuto Vi gty ® L
: i y superficies Lateral
(0%)

: Auséncia superficie

o 0 3 ) 2 i Plana +Auséncia

UA2 2 minutos N e . ..

superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
ey . e R A 3 Plana +Auséncia
UA3 : . 5 minutos : ! gat -
¥ superficies Lateral
(0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de
SEMirradiacdo

UA limpa e apds 15
dias

. L. UA limpa Taxa de contaminagdo
irradiagdo

Auséncia superficie
Plana + Presenca
superficie Lateral

(58,7%)

Controlo ; : SEM
(C+) ¢ : irradiagdo




PORTO
Penicillium glabrum - F2P"""
TRIPLICATA
IRRADIAGAO COM INTERVALO DE 5min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UALI irradiad UAlimpa eirradiada
SEMirradiagcdo irradiacdo fmpa elrradiada

ap6s 15 dias Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
- ; . : . P a2 Plana +Auséncia
UA1 Riar 1 minuto : : ; - . .
: ; superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
) i Plana + Auséncia
UA2 2 minutos ..
; superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
A a ) LTt e, Plana +Auséncia
UA3 : e 5 minutos ..
: - - : superficies Lateral
(0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de
SEMirradiacdo

UA limpa e apds 15
dias

. - UA limpa Taxa de contaminacgdo
irradiacdo

Auséncia superficie
Plana +Presenca
superficie Lateral

(58,7%)

Controlo ‘_'f-,: : SEM
(C+) ety S irradiagdo




PORTO
Penicillium glabrum - F2P"""
TRIPLICATA
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 20min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiacdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

. . . UAlimpa eirradiada
SEM irradiacio irradiacdo UAlimpa eirradiada

. ) Taxa de contaminagdo
apos 15 dias

Auséncia superficie
g . ; W%, , > Plana + Auséncia
UA1 - 1 minuto < e .
3 it superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
e . 3 e AR Plana +Auséncia
UA2 ; X 2 minutos : : -
$o8 superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
R . 3 % ) 4 % Plana + Auséncia
UA3 : 5 minutos y 500 -
: superficies Lateral
(0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de
SEMirradiacdo

UA limpa e apds 15
dias

. L. UA limpa Taxa de contaminagdo
irradiagdo

Auséncia superficie
Plana + Presenga
superficie Lateral

(58,7%)

Controlo i SEM
(C+) ey : irradiagdo




PORTO
Alternaria alternata - F3P"""
TRIPLICATA
IRRADIAGCAO SEM INTERVALO

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UALI irradiad UAlimpa eirradiada
SEMirradiagcdo irradiacdo fmpa elrradiada

apos 15 dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
El . 3 3 A Plana +Auséncia
UA1 = . 1 minuto R . ¢ , . .
4 = superficies Lateral
(0%)

: Auséncia superficie
v 3 . L o T Plana + Auséncia
UA2 > - 3 2 minutos : o ..
z superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
i . Sl oy F o g Plana +Auséncia
UA3 v8 3 5 minutos . .
i ¢ superficies Lateral
(0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

UAlimpa e apds 15
SEM irradiacdo

irradiacio UAlimpa dias Taxa de contaminagio

Auséncia superficie
Plana + Presenga
superficie Lateral

(58,7%)

Controlo : = SEM

(C4) - @ irradiagdo




PORTO
Alternaria alternata - F3P"""
TRIPLICATA
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 5min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UALI irradiad UAlimpa eirradiada
SEMirradiagcdo irradiacdo fmpa elrradiada

apos 15 dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
. : 5 . s P Plana + Auséncia
UA1 1 minuto 2 T posh ¢ ! ..
: superficies Lateral
(0%)

] Auséncia superficie
! 2 3 SR Plana +Auséncia
UA2 2 minutos X L.
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
: : ) i : o s Plana + Presenca
UA3 5 minutos / : ..
& 3 : superficie Lateral
(58,7%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

UAlimpa e apds 15
SEM irradiacdo

irradiacio UAlimpa dias Taxa de contaminagio

Auséncia superficie
Plana + Presenga
superficie Lateral

(58,7%)

Controlo : o = SEM

(C4) 2 - @l irradiacdo




PORTO
Alternaria alternata - F3P"""
TRIPLICATA
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 20min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UALI irradiad UAlimpa eirradiada
SEMirradiagcdo irradiacdo fmpa elrradiada

apos 15 dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
: 4 . : % Plana +Auséncia
UA1 = : 1 minuto - 7 ! 3 L.
a3 a ) superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
« ) ¥ : oraey . Plana + Presenga
UA2 5 5 2 minutos g L e A 5 L.
3 ; ; A superficies Lateral
(58,7%)

Auséncia superficie
) o Y S : ) Plana + Presenca
UA3 5 minutos A, . .
N ; ’ superficies Lateral
(58,7%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

UAlimpa e apds 15
SEM irradiacdo

irradiacio UAlimpa dias Taxa de contaminagio

Auséncia superficie
Plana + Presenga
superficie Lateral

(58,7%)

Controlo Z SEM

(C+) : - @ irradiacio




SALVADOR
Chaetomium globosum - F1B"""
TRIPLICATA
IRRADIAGCAO SEM INTERVALO

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UALI irradiad UAlimpa eirradiada
SEMirradiacdo irradiacdo fmpa elrradiada

apos 15 dias

Taxa de contaminagdo

Gl Auséncia superficie
T i . 1 v 1 : Plana +Auséncia
UA1 1 minuto X £ % ..
: ; : superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
" & ) S : Plana +Auséncia
UA2 % =8 2 minutos % : . .
TG ¢ superficies Lateral
(0%)

, Auséncia superficie
4 £ ) el o : Sl ien s Plana + Auséncia
UA3 f 7 ~ = &2 5 minutos - o -
7 7 & . superficies Lateral
(0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

UA limpa e apéds 15
SEMirradiaé irradiacdo

R Taxa de contaminagdo
dias

Presenca superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(100%)

Controlo [RESE ; .24 SEM
(C+) o | irradiacdo




SALVADOR
Chaetomium globosum - F1B"”*
TRIPLICATA
IRRADIAGAO COM INTERVALO DE 5min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de . . .
. . . s UAlimpa eirradiada
SEM irradiagdo irradiagdo

UA1l e : 1 minuto

UA2 - S < 2 minutos

UA3 e & = 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

SEM irradiaﬁ

irradiacdo UAIma

Controlo oy 3% SEM
(C+) S | irradiacdo

UAlimpa eirradiada
apds 15 dias

Taxa de contaminacgdo

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

UA limpa e apds 15
_dias

Taxa de contaminagdo

Presenca superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(100%)




SALVADOR
Chaetomium globosum - F1B"""
TRIPLICATA
IRRADIAGAO COM INTERVALO DE 20min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

SEM irradiacio irradiacdo UAlimpa eirradiada

UA1 : ' M 1 minuto

UA2 - : 2 minutos

UA3 . : A 5 minutos

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

SEM irradiagdo irradiacdo

Controlo R 5 SEM
(C+) ; ‘ S irradiagdo

UAlimpa eirradiada
apos 15 dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
Plana + Auséncia
superficies Lateral
(0%)

UA limpa e apds 15
_dias

Taxa de contaminagdo

Presenca superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(100%)




SALVADOR
Penicilium citrinum - F2B"""
TRIPLICATA
IRRADIAGCAO SEM INTERVALO

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UALI irradiad UAlimpa eirradiada
SEMirradiagcdo irradiacdo fmpa elrradiada

apos 15 dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
: . : : 20 B - =3 Plana +Auséncia
UA1 . p 1 minuto 5 F = - ..
5 i superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
S ) i1 § g8 ; Plana +Auséncia
UA2 iy S 2 minutos [riffyx . .
; il X ¢ 3 . superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
. = 1 St : Plana +Presenca
UA3 5 minutos - F - ..
p : I it : superficie Lateral
it et i : (58,7%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

UAlimpa e apds 15
SEM irradiagéo

. s UA limpa R Taxa de contaminagdo
irradiagdo P dias ¢

Presenca superficie
Plana + Presenga
superficies Lateral
(1000%)

Controlo 5 : : SEM

(Cc+) g N e ® irradiacdo




SALVADOR
Penicilium citrinum - F2B""’
TRIPLICATA
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 5min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de AL irradiad
SEMirradiagcdo irradiacdo fmpa elrradiada

UAlimpa eirradiada

ap6s 15 dias Taxa de contaminagdo

: Auséncia superficie
N § . ; . ; Plana + Auséncia
UA1 3 1 minuto : Py 42 -
3 : superficies Lateral
(0%)

. Auséncia superficie
- . ' : ; i ] Plana +Auséncia
UA2 2 minutos §# 2 o ey . .
: - : superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie

. i . 4 ? : Plana +Auséncia
UA3 . 3 5 minutos 4 & ..
: superficies Lateral
(0%)
UAinfectada e apds 7 meses Tempo de . UA limpa e apds 15 .
X - . - UA limpa . Taxa de contaminagdo
SEM irradiagéo irradiacdo ] dias

Presenca superficie
Plana + Presenga
superficies Lateral
(100%)

Controlo ._’ s : SEM

(C+) Exe ] S ® irradiacdo




SALVADOR
Penicilium citrinum - F2B"""
TRIPLICATA
IRRADIACAO COM INTERVALO DE 20min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UALI irradiad UAlimpa eirradiada
SEMirradiagcdo irradiacdo fmpa elrradiada

apos 15 dias

Taxa de contaminagdo

: Auséncia superficie
o ) #7 8 ; Plana +Auséncia
UA1 ; 1 minuto A i : ..
: 7 superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
A8 T ; ) 2 T A A : Plana + Auséncia
UA?2 Rl U - 2= 2 minutos y i 4 & : .
s : 1 superficies Lateral
(0%)

Auséncia superficie
: o ) " ! ; Plana + Auséncia
UA3 ¢ 5 minutos ¢ 3 / : ! 4 ..
superficies Lateral
(0%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

UAlimpa e apds 15
SEM irradiacdo

. Taxa de contaminagdo
dias

irradiacdo UAllmp

D RS

Presenca superficie
Plana + Presenga
superficies Lateral
(100%)

Controlo 7 s s SEM

(C+) ; ® irradiacdo




SB3:G11ALVADOR
Aspergillus sydowii - F3B"""
TRIPLICATA
IRRADIAGAO SEM INTERVALO

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UALI irradiad UAlimpa eirradiada
SEMirradiagcdo irradiacdo fmpa elrradiada

ap6s 15 dias Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
: o . : S | : & : Plana +Presenca
UA1 : g L 1 minuto ¥ y : : ! -
: . superficie Lateral
(58,7%)

y Auséncia superficie
2 . S ; D o ’ Plana + Presenca
UA?2 E 2 minutos J . . : * ..
iy ’ ¢ i superficie Lateral
(58,7%)

Auséncia superficie
P raeE . el : s Plana +Presenca
UA3 : e s 5 minutos e B L.
. : superficie Lateral
(58,7%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de
SEMirradiacdo

UA limpa e apds 15
dias

. . UA limpa Taxa de contaminacgdo
irradiacdo

Presenca superficie
Plana +Presenga
superficies Lateral
(100%)

Controlo ; i SEM
(C+) SRS jrradiagdo




SALVADOR
Aspergillus sydowii - F3B""”
TRIPLICATA
IRRADIAGAO COM INTERVALO DE 5min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apds 7 meses Tempo de

UALI irradiad UAlimpa eirradiada
SEMirradiagcdo irradiacdo fmpa elrradiada

apos 15 dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
) ; sk : S i Plana +Presenca
UA1 3 e st 1 minuto il e £C45 1 e .
50 ; it 2 superficie Lateral
(58,7%)

; Auséncia superficie
x . ; ; o : : Plana +Presencga
UA2 . 2 minutos g 3 (g8 Y L.
2 i J superficie Lateral
(58,7%)

Auséncia superficie
o . 3 . R R k- ) Plana + Presenga
UA3 x ; 5 minutos @& b, 35 -
e ? : superficie Lateral
(58,7%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de

UA limpa e apds 15
SEMirradiacdo

Ali T. . ~
irradiagio UAlimpa dias axa de contaminagio

Presenca superficie
Plana +Presenga
superficies Lateral
(100%)

Controlo FE SEM
(C+) i S irradiagdo




SALVADOR
Aspergillus sydowii - F3B""”
TRIPLICATA
IRRADIAGAO COM INTERVALO DE 20min

Controlo (C-) SEM
fungo/SEM irradiagdo

UAs infectadas e apés 7 meses Tempo de

UAlimpa eirradada
SEM irradiagdo irradiacdo

UAlimpa eirradiada ) R
apos 15 dias

Taxa de contaminagdo

Auséncia superficie
7 - . P Plana +Presenca
UA1 1 minuto A o 3 T 8 -
ik superficie Lateral
(58,7%)

; Auséncia superficie
) e Ro e s Plana + Presenca
UA2 : 2 minutos & g e : T
: g superficie Lateral
(58,7%)

Auséncia superficie
. i P < e Plana +Presenga
UA3 e : 5 minutos g . ' -
% superficie Lateral
(58,7%)

UAinfectada e apds 7 meses Tempo de
SEM irradiagdo

UA limpa e apds 15
dias

. - Taxa de contaminagdo
irradiagdo

Presencga superficie
Plana + Presenca
superficies Lateral
(100%)

Controlo v SEM
(C+) AR irradiagdo




Apéndice 3 - Graficos gerados pela estatistica descritiva dos Irep parao T" de 1

minuto em relagdo a todos os fungos analisados.

A. fumigatus - Observagao por intervalo de repouso para o Tir de 1'
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P. globosum - Observag3do por intervalo de repouso para o T de 1'
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A. alternata - Observagio por intervalo de repouso parao T"de 1'
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A. sydowii - Observagio por intervalo de repouso para o T" de 1'
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Apéndice 4: Tabelas de resultados da estatistica inferencial da amostra total para as
avalia¢des dos I"®P referentes aos T" de 2 e 5 minutos dos fungos de Porto e de

Salvador.

I"®P para o tempo de 2 minutos para os fungos do Porto

Tabela. Caracterizacdo da amostra total segundo o I"" entre as irradiacGes de 2' para os fungos de Porto.

Desvio

Irep Média " Minimo Mediana Maximo p-valor*
Padrdo
Controlo 60.01° 17,84 29,40 58,70 100,00
Sem intervalo 6.52b 19,57 0,00 0,00 58,70 0.000
5' 9.79° 20,76 0,00 0,00 58,70 ’
20' 13.11° 26,02 0,00 0,00 59,00

a,b,ab

*Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa entre os grupos.

I"®P para o tempo de 2 minutos para os fungos de Salvador

Tabela. Caracterizacdo da amostra total segundo o 1" entre as irradiacdes de 2' para os fungos de Salvador.

Irep Média Desvlo Minimo Mediana Maximo p-valor*
Padrao
Controlo 86.33° 21,17 59,00 100,00 100,00
Sem intervalo 19.57° 30,31 0,00 0,00 58,70 0,002
5' 9.78° 23,96 0,00 0,00 58,70 ’
20' 19.62° 30,39 0,00 0,00 59,00

*Teste de Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn. *®®® Letras iguais indicam que n3o houve diferenca significativa entre os grupos.

I"®P para o tempo de 5 minutos para os fungos de Porto

rep

Tabela. Caracterizacdo da amostra total segundo o | ™" entre as irradiacdes de 5' para os fugos de Porto.

Desvio

Irep Média " Minimo Mediana Maximo p-valor*
Padrdo
Controlo 60.01° 17,84 29,40 58,70 100,00
Sem intervalo 6.52° 19,57 0,00 0,00 58,70 0.001
5' 17.63° 36,48 0,00 0,00 100,00 ’
20' 26.13%° 27,28 0,00 29,40 59,00

a,b,ab

*Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. Letras iguais indicam que ndo houve diferenga significativa entre os grupos.



I"®® para o tempo de 5 minutos para os fungos de Salvador

"®P entre as irradiacdes de 5' para os fungos de Salvador.

Tabela. Caracterizacdo da amostra total segundo o |
L. Desvio .. . ‘.
Irep Média . Minimo Mediana Maximo p-valor*
Padrdo
Controlo 86.33° 21,17 59,00 100,00 100,00
Sem intervalo 19.57° 30,31 0,00 0,00 58,70 0.004

5' 9.83° 24,09 0,00 0,00 59,00 ’
20' 26.45" 43,00 0,00 0,00 100,00

*Teste de Kruskal-Wallis e pds-teste de Dunn. * b:ab | etras iguais indicam que nado houve diferenga significativa entre os grupos.



