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Resumo A investigacdo consistiu na identificagdo dos tipos de fungos existentes em diversos
edificios de habitacdo da zona norte de Portugal. Foram selecionados quatro edificios de
habitagdo e recolhidas trés amostras de fungos existentes em paredes e tetos. Esta recolha
serviu como base para o estudo do tipo de fungos existentes nos edificios. Houve especial
atencao em variar o local, tipo de construgéo, idade, tipo de revestimentos, tipo de pinturas,
exposi¢cdo solar, entre outros fatores. Esta identificagédo foi ponto de partida para a caracterizagdo
morfolégica dos fungos. Através do método fenotipico, foram isolados fungos do género
aspergillus, penicillun, cladosporium e alternaria. A caracterizagdo morfolégica e molecular dos
fungos isolados foi efetuada através de métodos genotipicos. Apdés a identificacdo e
caracterizagcdo dos fungos existentes serdo executados ensaios de crescimento acelerado de
fungos em materiais correntes (argamassas de cal, gesso ou cimento, em suportes de betdo ou
tijolo) e materiais com incorporagdo de nanoaditivos: didxido de titdnio (TiO2), cobre (Cu) assim
como nanoparticulas de cortica). Os resultados destes ensaios permitirdo desenvolver materiais
inovadores para a prevengdo de fungos em paredes e tetos.
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1. INTRODUGAO

A existéncia de microrganismos nos edificios causa inumeros problemas, quer para os utilizadores
quer para a durabilidade dos edificios. No caso dos utilizadores as alergias e problemas respiratérios
sdo os mais correntes. As manifestacdes alérgicas sdo extremamente frequentes na populagdo em
geral, ndo sendo restritas do ambiente interior dos edificios. Mas é indiscutivel que a presenca de
grande numero de fungos (entre os quais Aspergillus, Candida e Alternaria), constitui uma das
grandes causas das manifestac¢des alérgicas [1].

Para além dos problemas de saude, os fungos visualmente sdo muito desagradaveis, pois a sua
proliferagdo manifesta-se através de manchas escuras que acompanham a degradacao dos rebocos
e pinturas obrigando inUmeras vezes a reparagdo e pintura desses locais. O odor que libertam,
associado a humidade, tornam os locais com deficientes condi¢gdes de habitabilidade.Atualmente em
Portugal existe grande dificuldade em prevenir o aparecimento de fungos nos edificios. Os erros de
concegao e construgdo associados a uma baixa ventilagao dos edificios estdo entre as principais
causas. Na reabilitagdo de paredes e tetos verifica-se pouca eficacia dos produtos antifungicos
existentes, ou uma eficacia com durabilidade reduzida.

Cerca de 80% das patologias dos edificios estdo associadas a fissuras e humidade [2]. O excesso de
humidade torna o meio propicio para o desenvolvimento de microrganismos. Nos paises mais
desenvolvidos, o futuro da construgdo passa em grande parte pela reabilitagdo das construgdes
existentes. Uma das areas também com grande peso sera a manutencao de edificios. O custo da
correcao de patologias é elevado, comparado com a adogdo de medidas preventivas em fases
anteriores do processo construtivo.

A melhoria da qualidade do ar interior das edificagbes podera ter um grande avango com o melhor
conhecimento dos microrganismos. Os recentes desenvolvimentos em nanotecnologia vieram
contribuir para o desenvolvimento de solugbes eco-eficientes para a construgdo ou reabilitagdo de
edificios. Assim as limitagbes existentes nos materiais de construgdo sdo quebradas com a
introdugdo da nanotecnologia como potenciadora de novos produtos com novas funcionalidades.

2. PATOLOGIAS EM EDIFIiCIOS

Atualmente os edificios comecam a ser analisados como um todo. Os problemas de mau
desempenho comecgam a ser entendidos dentro de um contexto global e ndo de forma independente,
como anteriormente [3] [4].

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

O Centre Scientifique et Technique de la Construction (CSTC) na Bélgica, o Building Research
Establishement (BRE) na Inglaterra e a Agence Qualité Construction (AQC) em Franca, tém atuado
na area da patologia das construgdes, tanto no levantamento e analise dos problemas mais
frequentes, assim como nas solugdes para os evitar e reparar.

Existe uma preocupacdo crescente com a qualidade da construgdo, mas muitos dos edificios
construidos nos ultimos anos nao apresentam o desempenho e a durabilidade esperados. A falta de
sistematizagédo da informacao origina erros e patologias repetidos muitas vezes [4].

A AQC em Franga, criou um mecanismo de recolha e analise dos sinistros declarados as companhias
seguradoras — sistema SYCODES. Analisou, entre 1995 e 2015, 440.000 casos de sinistros
declarados as companhias seguradoras [2].

Estes dados, bastante recentes, vao de encontro a diversos estudos, onde a patologia relacionada
com a humidade e fissuracgéo representa cerca de 80% dos casos. Assim como as principais causas
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que estiveram na origem das manifestagdes observadas onde se salienta a existéncia de erros de
processo (projeto e construgdo), como a causa mais frequente [5].

Verifica-se que apesar de existirem diversos estudos em anos diferentes, no que se refere a natureza
das anomalias observadas, a partir das quais foi possivel diagnosticar as respetivas patologias, os
dados recolhidos sao bastante proximos. Ou seja, as humidades e fissuragdo representam mais de
80% das situagdes estudadas cujas causas em cerca de 80% das situagdes sado atribuidas a fase de
projeto ou de construgéo [5].

Os problemas patoldgicos s6 se manifestam apds o inicio da execugao propriamente dita, a ultima
etapa da fase de produgdo. Em relagao a recuperacdo dos problemas patologicos, podemos afirmar
que "as corregdes serdo mais duraveis, mais efetivas, mais faceis de executar e muito mais baratas
quanto mais cedo forem executadas” [6].

Quando se trata de patologias estruturais, que poem em risco os utilizadores dos edificios, devem ser
corrigidas de imediato ou o edificio é interditado ao uso. Outros tipos de patologias, como humidades,
fissuras, condensagdes, como nao tém riscos imediatos, muitas das vezes as suas corregdes vao-se
arrastando no tempo, mas normalmente contribuem para uma degradagédo da qualidade do edificio e
podem causar graves problemas aos utilizadores.

3. DESENVOLVIMENTO DE MICRORGANISMOS

Os fungos estéo entre os poluentes do ar interior mais importantes e menos compreendidos, sendo a
sua presencga frequente e ubiqua nos ambientes urbanos. Sdo organismos heterotroficos com um
didmetro aerodindmico compreendido entre 1 a 30 ym. Existem dois tipos morfoldgicos de fungos:
fungos filamentosos e fungos leveduriformes (leveduras) [7]. Alguns destes fungos produzem
metabolitos, tais como micotoxinas, que podem provocar reagdes alérgicas no hospedeiro [8].

Num edificio sao varios os fatores que potenciam o crescimento da populagdo microbiana, tais como
elevados niveis de humidade, ventilagdo reduzida, disponibilidade de nutrientes, temperatura
adequada ao seu desenvolvimento, a existéncia de fontes de contaminagao interiores (sistemas
AVAC, materiais de constru¢ao e decoracao, infiltragdes de agua, ocupantes), bem como as entradas
de ar [8].

Atualmente exige-se cada vez mais conforto térmico no interior dos edificios. O conforto térmico é um
conceito muito subjetivo que ndo implica uma temperatura exata. Trata-se de um estado de espirito
no qual a pessoa sente satisfagdo com o ambiente térmico. Os seres humanos sentem conforto numa
gama de temperaturas entre 20 e 26° C e com uma humidade relativa entre 30 e 85%. Com a
humidade relativa inferior a 50% podem sentir conforto até temperaturas de 28° C. Uma forma de
solucionar o problema pode ser a arquitetura bioclimatica, que permite manter os edificios em zonas
de conforto através de ventilagdo natural, sem ar condicionado nem aquecimento, evitando virus,
bactérias, polen e fungos como a legionela [9] [10]. Esta ventilagdo natural permite sentir as variagbes
sazonais, resultando uma melhor qualidade do ar e do bem-estar psicolégico dos utilizadores
(Fuente, 2013).

O emprego de materiais saudaveis, biocompativeis e higroscopicos, facilita a troca de humidade
entre a atmosfera e o edificio. O edificio deve respirar. Estes materiais evitam a condensacao e
tornam um clima interior mais saudavel. Materiais como a madeira, cortica, argila, gesso ou
argamassas a base de cal, ddo os melhores resultados [11]. O excesso de humidade permite o
aparecimento de organismos prejudiciais a saude, especialmente em caves ou em edificios que
sofrem inundagdes, assim como em zonas habitaveis onde ocorrem condensacdo ou entrada de
agua [9].

A remediagao de locais onde surge mofo e a prevengdo da sua ocorréncia sdo problemas presentes
devido ao esforco de melhorar o ambiente interno dos edificios. Os fungos s&do organismos
eucarioticos cujos nucleos sao dispersos em micélios (conjunto de hifas) continuos ou septados. Para
se desenvolverem precisam de substancias organicas de carbono. As fontes da sua energia séo
substancias simples que sao produzidas por divisdo enzimatica de materiais, como alimentos, couro,
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papel, plastico, pedras decorativas, betdo e argamassas. Produzem substancias volateis e
micotoxinas além de substancias simples que prejudicam a saude humana, causando asma,
problemas de pele, etc. [12].

O oxigénio é outra das condi¢cdes essenciais para a sua vida, assim como a humidade relativa até
80%, mas, para certos tipos, é suficiente humidade relativa em volta de 65%, a temperatura ideal é
de18a28°C,eopHentre5a7.

No essencial é necessario evitar a humidade na construgdo. Adicionalmente temos a desinfecéo e
aplicagao de biocidas nas superficies afetadas. As condi¢cbes internas dependem sempre dos
utilizadores e dos seus comportamentos. E sempre bom ventilar os edificios, reduzir os fatores que
promovem condensacgdes, reduzir a carga bioldgica, entre outros. Poderiamos reduzir a humidade de
maneira a atingir um minimo onde os parametros do ar interior fossem inadequados ao
desenvolvimento de fungos (humidade relativa cerca de 50%), mas constituiria outros riscos para a
saude, como a sequidao das mucosas [13]

O meio ambiente interno dos “edificios doentes” (especialmente destinados a comércio e servigos),
constitui um nicho ecolégico com o seu préprio meio bioquimico, fauna e flora. Estes edificios por
serem hermeticamente fechados, apresentam um dilema quanto a regulagdo da humidade e da
temperatura do ar que circula pelos ductos e pelo proéprio edificio, pois as diferentes espécies de
microrganismos tém diferentes combinagées de humidade e temperatura para se desenvolverem
[14].

4. REABILITAGAO DE EDIFiCIOS

Nos paises mais desenvolvidos o futuro da construgdo passa em grande parte pela reabilitagdo das
construgdes existentes. Uma das areas também com grande peso sera a manutengao de edificios ou
outro tipo de construgdes. Nestas fases o custo da corregcao de patologias é elevado, comparado com
a adogao de medidas preventivas em fases anteriores do processo construtivo.

O uso de produtos antifingicos na construgdo é amplamente publicitado por empresas que
comercializam materiais de construcao ou de limpeza. Quase todas as marcas de tintas possuem nos
seus catalogos tintas ou aditivos antifungicos. Para a sua limpeza o produto mais recomendado &
uma solugéo a 5% de hipoclorito de sddio (lixivia) em agua.

Os fungos s&o os agentes mais agressivos na deterioracdo da pintura. Os fungicidas mais comuns
para esta finalidade sao: iodo propinil butil carbamato, carbendazim, octilisotiazolinona, dicloro
isotiazolinona e piritionato de zinco [15].

Os produtos designados por biocidas compreendem uma vasta gama de substancias ativas e
preparagdes que as contém, de caracteristicas muito diversas e cobrindo um amplo leque de
utilizagbes. Tratam-se de produtos com beneficios para a protecdo da saude (humana e animal) e
para o ambiente, mas alguns deles comportam um risco potencial, pelo que a respetiva colocagao no
mercado pode requerer um processo de registo ou de autorizagdo. Para as tintas com agéao
fungicida/algicida, aditivo concentrado de fungicida para adicionar as tintas para uso no interior,
aditivo concentrado de fungicida/algicida para adicionar as tintas para uso no exterior e tintas com
acado inseticida ou repelente de insetos esse processo de registo ou autorizagdo é da
responsabilidade da Direcgdo Geral de Saude (DGS) [16].

Nas pinturas o crescimento dos fungos funciona como um bioindicador da eficiéncia dos biocidas
antifungicos usados. O uso de biocidas em tintas ou produtos de limpeza contribui em grande escala
para a contaminagdo de aguas superficiais e profundas [17]. O carbendazim é toxico para os seres
humanos, animais e plantas. A toxicidade em mamiferos conduz a anomalias e falhas na
espermatogénese [18]. Este composto surge nas aguas, solo e alimentos [19].

A resisténcia dos microrganismos aos biocidas também pode ser devido a biodiversidade existente
no local [20].

Sabe-se que os produtos com caracteristicas antifungicas sao prejudiciais para o ambiente e saude



Alexandre J. A. Jerénimo, José B. Aguiar, Nelson M. Lima

de pessoas e animais. Por este motivo, a industria das tintas investiga melhores tintas com biocidas
degradaveis, assim como consideram a inclusdo de nanoparticulas de prata, cobre, éxido de zinco e
diéxido de titAnio como aditivos para a protecgéo das tintas contra a degradagao microbiana, fisica e
quimica. No futuro, os biocidas degradaveis serdo substituidos por nanomateriais. Resultados iniciais
indicam que o uso de nanomateriais em tintas n&o resultara num maior nivel de exposi¢cao e que nao
havera um maior risco para a saude comparativamente aos produtos convencionais [21].

5. APLICAGAO DE NANOTECNOLOGIA

Na construgdo civil, os nanomateriais vao ter um papel importante no futuro (aplicagdes estruturais
em ceramicos, revestimentos, metais, compdsitos), assim como em muitas areas diversas:
cosmeética, tecnologias de informagao, biotecnologia, medicina, aplicacdo de sensores, aplicagdes
ambientais, entre muitas outras [22]. Os recentes desenvolvimentos da nanotecnologia vieram
contribuir para o envolvimento da construgdo de edificios nas questdes ambientais, de
sustentabilidade/reabilitagdo. Assim as limitagbes existentes nos materiais de construgdo séao
quebradas com a introdugao da nanotecnologia como potenciadora de novos produtos com novas
funcionalidades [23].

A nanotecnologia € considerada como uma das principais tecnologias do futuro. O termo
“nanotecnologia” é usado para produgao, analise ou utilizagdo de produtos com menos de 100
nanémetros (nm) como por exemplo particulas, peliculas ou tubos em pelo menos uma dimensé&o.
Em nanoescala os materiais tém novas propriedades muito importantes para o desenvolvimento de
novos produtos e aplicagdes. Nos ultimos anos, o uso de didxido de titdnio (TiO,) tem atraido
consideravelmente a atengcdo da comunidade cientifica e do setor industrial devido as suas
caracteristicas de autolimpeza das superficies e de purificagdo de alguns poluentes atmosféricos [24].

Diversos estudos sobre a propriedade purificadora das tintas e outros materiais, devido a adicédo de
diéxido de titdnio a escala nanométrica na presenca de luz ultravioleta mostraram um forte poder de
remogdo de gases como o oOxido nitrico, 6xido de azoto e didxido de azoto devido as suas
propriedades fotocataliticas [25].

A prevengao da ocorréncia de fungos em edificios, pode ser realizada usando métodos classicos
(pulverizacéo, pintura, etc.) ou novos métodos - que incluem o uso de nanotecnologia. As nanofibras
tém caracteristicas funcionais especificas (por exemplo, grande area de superficie) de acordo com a
sua produgdo e podem ser utilizadas para prevengado contra fungos filamentosos. O efeito das
nanofibras pode ser aumentado pela adigdo de nanoparticulas ou outra substancia antimicrobiana
[26].

As nanofibras como protecdo antimicrobiana sdo muito usadas em varias areas, como na medicina
para pensos respiraveis usados nas cirurgias, na reconstrugdo da pele e dos ossos [27], vasos
sanguineos, musculos e tecido nervoso, e também, transporte e administragdo controlada de drogas
ou células. Nos téxteis, componentes eletrénicos, tratamento de agua, etc. [28]. Nestes casos, 0
efeito antimicrobiano é obtido com a adicdo de nanoparticulas de prata em solugdo basica de
polimeros para nanofibras mas com este tipo de utilizagado libertam-se nanoparticulas de polimero e
diminui a atividade antimicrobiana [29]. A Nanospider ™ tem uma tecnologia, que permite a produgao
de nanofibras a partir de solventes de polimeros em agua, em acidos e assim por diante. Os tecidos
de nanofibra sdo produzidos sob a forma de téxteis ndo tecidos. O tecido de nanofibra & fino,
enquanto os tecidos fortes sao porosos, os buracos formam a estratificagao de fibras com orientacao
diferente [30]. O polimero sozinho é usado como um apoio para agente de nanoparticulas com efeito
antimicrobiano. Sdo usados nanodiamante, cobre, titanio, zinco e, na maioria das vezes, prata e
cobre [31]. Os seus beneficios sao: baixo custo, facil aplicagdo e pode ser aplicado de varias formas.

Um estudo realizado na Republica Checa com recolha de fungos na cidade de Litvinov confirmou a
existéncia de fungos do género Alternaria, Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Culvularia,
Epiccocum, Penicillium e Pithomyces. Com a identificagdo dos fungos selecionaram os mais
frequentes Aspergilus terreus, Aspergilus niger, Alternaria alternata e em placas petri compararam o
efeito de nanofibras de poli (alcool vinilico) (PVA) com adicdo de ides de prata e cobre, verificando



Alexandre J. A. Jerénimo, José B. Aguiar, Nelson M. Lima

assim as propriedades antifingicas destes materiais [26].

A nanotecnologia é util para a protecdo contra os fungos existentes em edificios. As maiores
vantagens sdo seu baixo custo e a sua facil aplicacdo na superficie. Através de resultados
experimentais com as nanofibras, que podem ser aplicadas no local onde aparecem os fungos, ou
nos locais onde é previsivel o aparecimento, verifica-se que com a adicdo de prata e cobre
conseguem-se bons resultados para a protecdo antifungica, sendo um método util de prote¢cdo dos
edificios contra a deterioracdo biolégica em alternativa aos métodos classicos (pulverizagdo de
biocidas e tintas) [26].

Os materiais antimicrobianos inorganicos sao geralmente constituidos por ides metalicos com agao
biocida e um substrato. O cobre e a prata sdo conhecidos como uma das nanoparticulas inorganicas
multifuncionais com atividade antibacteriana [32]. Entre os substratos, um dos fosfatos de calcio,
hidroxiapatita sintética (HAP, Caqo (PO4)s (OH)2) € 0 mais promissor, principalmente devido a sua alta
afinidade pelos microrganismos patogénicos. Estes materiais podem ser viaveis para multiplas
aplicagcdes (em novos edificios, hospitais e na reabilitacdo de construgbes de patriménio cultural).
Também para a protegdo de artefactos de pedra contra fatores ambientais (chuva &acida) e
biodeterioragao, sdo uma opgéao para diminuir o uso substancias téxicas [33].

Na area da medicina e farmacia existem estudos de desenvolvimento de formas farmacéuticas de
acgéao tépica com potencial antifungico de derivados da cortica. Em particular, sobre um subproduto da
industria corticeira, granulado de cortica. Considerando a agéo terapéutica ja comprovada deste
antifungico, os alvos da formulagdo s&o a pele e unhas. Atualmente a capacidade antioxidante
apresentada por alguns compostos existentes na cortica tem atraido a industria farmacéutica. Para
além disso, os compostos antioxidantes de origem natural podem tornar-se menos onerosos e/ou
menos toxicos do que os compostos sintéticos o que € promissor no desenvolvimento de novas
terapias [34]. Sera um material que podera ter interesse na area da construgao.

Algumas propostas referem-se a revestimentos fotocataliticos, nanoparticulas de prata e de silica
entre outras para uma redugéo dos microrganismos nos edificios [35].

Com a conexdo entre a biotecnologia, a engenharia civil e a nanotecnologia serd possivel
desenvolver solugdes que permitam a prevengao de fungos em paredes e tetos.

6. IDENTIFICAGAO DE FUNGOS

6.1 Introdugao

A identificacdo das espécies fungicas existentes em edificios de habitacdo na zona norte de Portugal.
Servira para criar uma solugdo com os fungos mais representativos que serdo pulverizados em
suportes que pretendem simular os materiais caracteristicos de paredes e tetos que estardo
colocados em estufas com condigdes ideais para acelerar o seu crescimento.

Em todas as regides do mundo existem fungos no interior dos edificios. Em climas moderados a
himidos as comunidades fungicas sdo dominadas pelos géneros Alternaria, Cladosporium,
Epicoccum, entre outra [36]. Os fungos desenvolvem-se a superficie, no interior de poros e fissuras
das paredes e tetos e tém um papel muito importante na degradacgéo da qualidade dos edificios e do
seu ambiente interior.

A composicao das comunidades fungicas tem sido caracterizada de forma muito simplificada e na
sua maioria as analises referem-se a monumentos e edificios antigos [37].

No interior dos edificios o crescimento de fungos em areas humidas, além dos problemas de higiene
e estéticos pode causar também problemas de alergia respiratéria. Os sintomas mais comuns sao
dores de garganta, rinite, tosse entre outros. No Pais de Gales verificou-se que 30 a 40% de
ocupantes de habitagdes “contaminadas” com fungos sofrem de asma. Penicilium e Cladosporium
sdo os fungos predominantes no interior das habitagdes [38]. Num estudo realizado nas cidades de
Séo Paulo e Sdo Bernardo do Campo no Brasil verificou-se que Cladosporium foi o género mais
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frequente, seguido pelos Penicillium e Aspergilus [39].

Em Portugal ndo existem dados na literatura sobre os fungos mais frequentes nos edificios.
Encontram-se alguns estudos de identificagdo de espécies fungicas em monumentos, mas no exterior
do edificio, por exemplo na Sé de Lamego [40]. Para identificar e discriminar microrganismos
(géneros, espécies e estirpes) existem métodos fenotipicos, que consideram as caracteristicas
morfolégicas, fisioldgicas e bioquimicas e métodos genotipicos que utilizam ferramentas moleculares
baseadas na andlise total, ou de segmentos do genoma. Os métodos fenotipicos baseiam-se em
fendmenos bioquimicos, fisiolégicos e bioldgicos, enquanto os métodos genotipicos detetam
polimorfismos ao nivel dos acidos nucleicos, ou variagao alélica ao nivel de enzimas [41].

Na Figura 1 encontra-se o fluxograma do procedimento usado para a caracterizagdo morfoldgica e
molecular de fungos.
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Figura 1 - Fluxograma usado na identificacao dos fungos

6.2 Recolha das amostras

As amostras para a visualizagdo e isolamento de fungos foram recolhidas em varios dias, por
raspagem direta e pontual, utilizando-se laminas esterilizadas. O material amostrado foi colocado em
folhas de aluminio, que foram imediatamente isoladas. No total foram recolhidas 12 amostras.

Selecionaram-se varios locais na zona norte para recolha de amostras de fungos existentes em
paredes e tetos de diversas construgdes Figura 2.
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Figura 2 - Locais de recolha de amostras de fungos

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

Tabela 1 - Locais de recolha dos fungos.

N2 AMOSTRA| LOCAL RECOLHA CARACTERISTICAS AMBIENTE
1 Construgdo com mais de 35 anos. Casa ndo Teto da cozinha
2 SENDIM [ 10.03.2017 |habitada desde 2005, rebocada, areada e Parede da cozinha
3 pintada com tinta de dgua. Parede do quarto
4 Construgdo com cerca de 20 anos. Teto do quarto
> VILA REAL | 11.03.2017 [Apartamento tltimo piso, paredes e tetos em | Teto do quarto (armario)
6 gesso projetado e pintada com tinta acrilica. Teto s6tdo
7 Construgdo de 2006. Habitacdo unifamiliar Teto WC
8 PORTO | 11.03.2017 [tetos em gesso cartonado e pintura acrilica Teto do corredor
9 com proteccdo anti-insectos. Teto quarto
10 Construgdo com cerca de 25anos. Tetoem
1 VILA REAL | 11.03.2017 [reboco estanhado, local ja foi pintado varias Teto WC
12 vezes com pintura anti fungos.

6.3 Visualizagdo ao microscopio eletrénico

Com recurso ao microscopio eletronico de varrimento (MEV) existente no Laboratério de Servigos de
Caracterizagdo de Materiais (SEMAT) da Universidade do Minho foram visualizadas as amostras
recolhidas. Com essa visualizacao verificamos a existéncia de fungos.

6.4 Caracterizagdao morfoldgica de fungos

Apés amostragem, procedeu-se ao isolamento das espécies fungicas no Laboratério de Micologia da
Micoteca da Universidade do Minho. Para poder determinar o género do fungo e efetuar a sua
caracterizagdo morfologica, foi feita numa primeira fase a inoculagdo em meio de cultura DRBC (Agar
Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol Base).

Sempre que necessario, devido ao aparecimento de contaminagdes, as amostras foram repicadas
para novo meio de cultura. A obtengéo dos isolamentos demorou em média 3 a 5 dias em estufa a
25°C e no escuro. Apds a obtengdo das culturas puras os isolamentos foram mantidos em meio PDA
(Potato Dextrose Agar).

Na Figura 3, apresenta-se um esquema do processo de inoculagdo das placas em meio de cultura.
Parte do material obtido da coleta sera colocado a crescer em 4 placas com meio DRBC, a 25°C no
escuro, durante 3 a 5 dias. O restante material sera guardado para ser utlizado posteriormente na
meta gendmica. Foram preparadas 12 amostras x 4 placas= 48 placas + 2 para controlo.
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Posteriormente isolaram-se os fungos crescidos para placas de 45 mm num meio de cultura diferente:
MEA; PDA.

Amostra 1
Amostra 2
Amostra 3
Amostra 4
Amostra 5
Amostra 6
Amostra7
Amostra 8
Amostra 9

Amostra 10

Amostra 11
Amostra 12

Figura 3 — Esquema da inoculagéo de placas em meio de cultura

O exame direto dos fungos isolados permite a determinacdo da cor da colonia e outras
caracteristicas, como a quantidade de esporos, a presenga ou auséncia de esclerécios e o tipo de
estruturas reprodutivas. Para determinar o género a que pertence o fungo isolado, € necessario
observar microscopicamente.

Através do método fenotipico, foram isolados fungos do género aspergillus, penicillun, cladosporium e
alternaria. Houve fungos que foram isolados e nao foi possivel identificagdo através deste método.

Assim, podemos afirmar que fungos do género asperqillus, penicillun, cladosporium e alternaria,
existem em paredes e tetos contaminados em habitagbes da zona norte de Portugal. As amostras
foram recolhidas em habitagdes com idades entre 10 e 35 anos localizadas em Sendim, Vila Real e
Porto, cujos materiais usados nos rebocos foram o gesso, gesso cartonado, reboco e reboco
estanhado.

6.5 Caracterizagdao morfolégica e molecular de fungos

Para a extragdo de acido desoxirribonucleico (ADN) das espécies fungicas foi usado o
homogeneizador FastPrep-24 Classic Instrument (Figura 5) que oferece a maxima velocidade e
desempenho para a lise de amostras biolégicas. O homogeneizador inclui kit Fast DNA, que rapida e
eficazmente isola 0 genoma do ADN de varias fontes.

Com a execugdo das etapas descritas na Figura 6foi possivel obter a identificagdo molecular dos
fungos isolados. Na Figura 7podemos ver uma imagem da reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
que é uma técnica rotineira de laboratério usada para fazer mdltiplas copias (milhdes ou bilhdes) de
uma regiao especifica do ADN.

Posteriormente a PCR é enviada para um laboratério externo, onde é efetuada a sequenciacao
molecular. Com essa sequenciagdo e através do site: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/, mais
conhecido por BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), introduzimos a sequenciagdo e é
possivel identificar o tipo de fungo (Figura 8).
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Figura 5 - Homogeneizador FastPrep-24 ™ Classic Instrument

Métodos genotipicos

!

Crescimento de fungos
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liquido

!

Extragdo do ADN

|

Amplificagdo do ADN
(PCR)

!

Limpeza do produto da
amplificagdo

!

Sequenciagdo e
identificagdo molecular.

Figura 6 — Etapas usadas para identificagdo molecular dos fungos isolados

Com a identificagdo dos fungos existentes nos edificios objeto de estudo com a sua caracterizagao
morfolégica e molecular, vamos criar uma mistura com os fungos mais representativos das amostras
recolhidas, para podemos efetuar ensaios de crescimento acelerado em laboratério, em diferentes
suportes.

Investigadores efetuaram a comparacédo de diversos métodos para avaliar a variagdo temporal do
crescimento de fungos em materiais de construgéo, tendo obtido variacdo de resultados entre eles.
Deve ser encorajado o uso de varios métodos para obter informagdes sobre o numero de células
vivas, bem como a biomassa fungica total em superficies de materiais de construgao [42].

Figura 7 — Imagem da PCR
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Figura 8 - Identificacdo molecular do fungo através no site BLAST

7. CONCLUSOES

Podemos afirmar que fungos do género aspergillus, penicillun, cladosporium e alternaria, existem em
paredes e tetos contaminados em habitagbes da zona norte de Portugal. As amostras foram
recolhidas em habitagdes com idades entre 10 e 35 anos localizadas em Sendim, Vila Real e Porto,
cujos materiais usados nos rebocos foram o gesso, gesso cartonado, reboco e reboco estanhado.

Sabe-se que os produtos com caracteristicas antifungicas correntes sao prejudiciais para o ambiente
e saude das pessoas e animais. As caracteristicas antifungicas destes produtos vao diminuindo com
o tempo.

Esperamos comprovar as propriedades antifungicas das argamassas nanoaditivadas (TiO,, Cu e
nanoparticulas de corti¢ca). Os resultados obtidos poderao ser um ponto de partida para uma transigao
das protegdes antifingicas correntes para novas protegdes antifungicas recorrendo a nanoaditivos.

Essa transigdo de prote¢des antifungicas vai permitir uma melhoria da qualidade das construgbes, a
saude dos utilizadores assim como a qualidade ambiental.
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