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RESUMO

A Pedra Natural ¢ um material amplamente utilizado no patrimoénio histérico e
arquitetonico, estando sujeita a processos de deterioracdo resultantes da acdo de fatores
ambientais, bioldgicos e quimicos. Entre estes, destacam-se a biodeterioragdo por
microrganismos e presenca de dgua, que favorecem a colonizagio bioldgica e promovem
alteragoes fisico-quimicas e estéticas nos substratos pétreos. Neste contexto, o presente
estudo pretende desenvolver novos revestimentos organicos com propriedades
antimicrobianas e hidrofobicas, baseados em polimeros dendriticos derivados de L-lisina
funcionalizados com diferentes acidos gordos. Para tal, foram sintetizados dendrdes de
geracdes GO e GI1 através de reacdes de amidagdo e hidrdlise, sendo posteriormente
caracterizados por RMN, FTIR e espetrometria de massa. Adicionalmente, avaliou-se a
atividade antimicrobiana contra microrganismos associados a biodeterioracao, bem como
a eficacia hidrofobica, compatibilidade estética e durabilidade dos revestimentos
aplicados em substratos pétreos. Os resultados obtidos demonstram o potencial destes

compostos como alternativa inovadora e sustentavel para prote¢ao do patrimonio pétreo.

Palavras-chave: biodeterioragdo; dendrimeros; prote¢do de patriménio; revestimentos

hidrofébicos; sustentabilidade.



Development of novel dendritic polymers based on natural aminoacids for biocidal

and hydrophobic coating application on Natural Stone

ABSTRACT

Natural stone is a material widely used in historical and architectural heritage, and
is subject to deterioration processes resulting from environmental, biological, and
chemical factors. Among these, biodeterioration by microorganisms and the presence of
water stand out, favoring biological colonization and promoting physical-chemical and
aesthetic changes in stone substrates. In this context, the present study aims to develop
new organic coatings with antimicrobial and hydrophobic properties, based on dendritic
polymers derived from L-lysine functionalized with different fatty acids. To this end, GO
and G1 generation dendrons were synthesized through amidation and hydrolysis reactions
and subsequently characterized by NMR, FTIR, and mass spectrometry. In addition, the
antimicrobial activity against microorganisms associated with biodeterioration was
evaluated, as well as the hydrophobic efficacy, aesthetic compatibility, and durability of
the coatings applied to stone substrates. The results obtained demonstrate the potential of
these compounds as an innovative and sustainable alternative for the protection of stone

heritage.

Keywords: biodeterioration; dendrimers; heritage protection; hydrophobic coatings;

sustainability.
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CAPITULO I - INTRODUCAO

O importante ¢ ndo parar de questionar. A curiosidade tem a sua propria razdo de existir.

— Albert Einstein
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A Pedra Natural tem sido utilizada em todo o mundo na construgao de patriménio
arqueologico e histérico, de modo que o desgaste, a conservacao e o restauro desta ¢ um
problema identificado desde a antiguidade (Hashim et al., 2024). Na época romana,
reconhecia-se a necessidade de manutencao regular da pedra ou do edificio, sobretudo se
se pretendesse a preservacao destes a longo prazo. A deterioragdo observada em
monumentos por todo o mundo resulta de uma combinacdo de fatores, tanto
antropogénicos como a guerra e o vandalismo, como naturais, incluindo a a¢ao climatica,

biologica e geoquimica (Dias ef al., 2023; Fermo et al., 2014; Ibrahim et al., 2021).

Os edificios historicos ¢ os seus elementos patrimoniais s30 na sua maioria
construidos por Pedra Natural, que consequentemente sofre deterioracdo ao longo do
tempo, provocados por mecanismos de meteorizacdo, poluicdo das areas urbanas,
deterioragdo devido a organismos € microrganismos (biodeterioracdo) e a presenga de sais
soluveis (Fermo et al., 2014; Hashim et al., 2024; Ilies et al., 2023). Posto isto, o desgaste
e a deterioragdo da Pedra Natural ameacam a preservacao do patrimdnio arqueolédgico e

historico construido (Delgado Rodrigues, 2022).

Um dos desafios mais relevantes na conserva¢ao de monumentos construidos em
Pedra Natural reside na complexa intera¢do entre o substrato pétreo, os microrganismos
e os fatores ambientais (Dias et al., 2023). A atividade bioldgica de diversas comunidades
microbianas, como bactérias e fungos, contribui significativamente para a degradagdo da
pedra, resultando frequentemente em alteragdes visuais indesejaveis (Lewis et al., 1988).
Este processo de biodeterioragdo manifesta-se, sobretudo, através de modificacdes
cromaticas na superficie do material, comprometendo ndo apenas a sua aparéncia estética,
mas também a sua integridade fisico-quimica (Dias et al., 2020b; Hashim ef al., 2024;

Warscheid & Braams, 2000).

O processo de biodeteriorag@o e crescimento dos microrganismos sao fortemente
influenciados pela disponibilidade de dgua, e estdo intimamente relacionados com as
propriedades do litotipo incluindo porosidade, distribuicdo do tamanho dos poros e
permeabilidade a dgua, nas suas diferentes formas fisicas (liquida, gasosa e adsorvida)
(Eyssautier-Chuine ef al., 2018). Para além disto, a 4gua ¢ considerada o fator externo
mais prejudicial e comum na deterioracdo da pedra, provocando altera¢des quimicas,
fisicas e estéticas nestes materiais através de reagdes quimicas, ciclos de congelagdo-

descongelagdo e recristalizagdo de sais a superficie (eflorescéncias salinas),
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enfraquecendo assim a estrutura da Pedra Natural (Hashim et al., 2024; Siegesmund et

al., 2002).

Neste sentido, existe a necessidade urgente de desenvolver revestimentos
antimicrobianos e hidrofobicos protetores que impegam a penetracao da agua na Pedra
Natural e limitem o crescimento de populagdes microbianas (Eyssautier-Chuine et al.,
2018; Hashim et al., 2024; Trovao & Portugal, 2023). Assim, o presente estudo visa
desenvolver novos materiais organicos e aplicar estratégias de protecao e conservacao da
Pedra Natural através de compostos antimicrobianos e hidrofobicos de forma a proteger
os monumentos por agdo de um efeito impermedavel, para mitigar a acdo da 4gua na pedra.
Esta abordagem pretende, simultaneamente, contribuir para a valorizagdo
socioecondmica dos recursos nacionais de pedra ornamental portuguesa e para a

salvaguarda de bens patrimoniais com elevado valor cultural.

Deste modo, tem-se que o objetivo geral da presente investigacdo centra-se no
desenvolvimento de novos revestimentos organicos com propriedades antimicrobianas e
hidrofébicas para protecao de Pedra Natural e testar a sua compatibilidade quimica, fisica,

estética, assim como a sua durabilidade quando exposta a fatores externos controlados.

O objetivo geral pode ser alcangado pela concretizacdo das seguintes tarefas (T)

implementadas:

T1. Sintese organica de polimeros dendriticos de varias classes;
T2. Caracterizagdo quimica e estrutural dos compostos;
T3.Estudo das propriedades antimicrobianas dos revestimentos desenvolvidos;

T4.Estudo da durabilidade dos revestimentos quando expostos a condigdes artificiais
climaticas desenvolvidas por envelhecimento acelerado em provetes de pedra

previamente selecionados;

T5. Avaliacdo da performance hidrofobica e da compatibilidade fisica, quimica e

estética dos revestimentos com os substratos em estudo.
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A presente dissertagao encontra-se estruturada em cinco capitulos. Em primeiro,
apresenta-se o Capitulo I com uma breve introducao ao estudo e seus principais objetivos,
contextualizando a problematica associada a deterioracao da Pedra Natural e a relevancia

do desenvolvimento de estratégias de prote¢dao inovadoras.

De seguida, o Capitulo II ¢ dedicado ao enquadramento tedrico, abordando
caracteristicas da Pedra Natural, os principais mecanismos de deterioragdo fisica, quimica
e bioldgica, com especial foco na biodeterioracdo microbiana e o papel da dgua, bem
como os fundamentos associados aos polimeros dendriticos, incluindo as suas

caracteristicas, propriedades e estratégias de sintese existentes.

No Capitulo III, encontra-se a parte experimental que descreve os métodos
utilizados neste estudo, incluindo a sintese organica dos polimeros dendriticos derivados
de L-lisina, os ensaios de atividade antimicrobiana e o estudo da eficacia hidrofobica e da
compatibilidade fisica, quimica e estética dos revestimentos aplicados em substratos

pétreos.

No Capitulo IV, sdo analisados e discutidos os resultados obtidos, relativamente a
caracterizacdo dos polimeros, avaliagdo da atividade antimicrobiana, estudo das
propriedades hidrofobicas, analise de alteragdes cromaticas e permeabilidade ao vapor de
agua. Por fim, no Capitulo V apresentam-se as conclusdes do estudo realizado e as

perspetivas futuras de investigagao.
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Para ser um bom observador ¢ preciso ser um bom teorico.

— Charles Darwin
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A protecao do nosso patriménio arquitetonico, além da clara importancia cultural
e histérica, tem um valor econémico e ecoldgico substancial (Fermo et al., 2014). Evora,
cidade Patrimonio Mundial Unesco desde 1986, terd o privilégio de ser Capital Europeia
da Cultura em 2027, uma distingao que destaca a riqueza cultural, historica e patrimonial
desta regido. O Alentejo, conhecido pelas suas paisagens vastas e tranquilas, ¢ também
um territorio repleto de monumentos de valor arqueologico e histérico como o Templo
romano de Evora, a Sé Catedral, a Igreja de Sdo Francisco e a Capela dos Ossos, que
testemunham séculos de civilizacao e diversidade cultural. Este reconhecimento ¢ uma
oportunidade tUnica para promover o legado material do Alentejo, reforcando a

necessidade de investigagdes voltadas para a prote¢do e valoriza¢do do patrimoénio.

A Pedra Natural, um recurso mineral versatil, ¢ essencial na arquitetura e
construgdo sendo apreciada pelas suas propriedades fisicas e mecanicas Unicas
(Strzatkowski, 2021). No entanto, a sua conservacao apresenta desafios significativos,
especialmente face aos efeitos adversos de fatores externos, que induzem gradualmente a
deterioragdo se ndo forem tomadas quaisquer intervengdes. Assim, ¢ fundamental
desenvolver solugdes sustentdveis e eficazes para a sua protecdo e valorizagdo,
considerando que uma parte substancial do patriménio cultural material assenta em

substratos pétreos (Hashim et al., 2024).
2.1. A Pedra Natural

A Pedra Natural é considerada um material de construcdo sustentavel e verde
devido ao seu baixo consumo de energia durante o processamento, reciclabilidade
significativa e aplicagdes de economia circular. A versatilidade faz da Pedra Natural um
excelente recurso para estruturas arquitetonicas interiores e exteriores, sendo utilizada
globalmente na constru¢do de patriménio arqueoldgico, histérico e moderno,
representando Historia, identidade e o legado das sociedades humanas (Strzatkowski,
2021; Tiano, 2016). As propriedades fisico-estruturais dos substratos pétreos, como a
porosidade e a rugosidade, desempenham um papel importante na interagdo com os
agentes de degradacdo, refletindo-se tanto nos processos de biodeterioracdo como na
eficacia dos tratamentos de conservacgdo aplicados (Cevheroglu Cira et al., 2018; Costa

etal., 2016).

A porosidade corresponde a presenga de espagos vazios na matriz interna da rocha,

os quais facilitam a absor¢do e reten¢do de a4gua, bem como a infiltracdo de poluentes e
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microrganismos (Gabriele et al., 2023). De forma geral, a porosidade pode ser
classificada como baixa quando inferior a 5 %, moderada para valores entre 5 e 15 % e
elevada quando superior a 15 %. Um substrato altamente poroso apresenta maior
vulnerabilidade a biodeterioragdo, uma vez que a sua estrutura favorece a retencao de
agua nos poros, criando microambientes humidos que facilitam a germinagao de esporos
e o subsequente desenvolvimento dos microrganismos (Cevheroglu Cira et al., 2018;

Noiriel et al., 2004).

Por sua vez, a rugosidade refere-se a morfologia superficial da rocha,
influenciando diretamente a adesdo de particulas e microrganismos. A rugosidade esta
fortemente correlacionada com a porosidade: quanto maior a porosidade, maior a
rugosidade e menor o brilho. Estas caracteristicas influenciam fortemente um processo
de acdo da dgua que leva ao enfraquecimento das estruturas, como a absorcao de 4gua por

capilaridade (Cevheroglu Cira et al., 2018; Costa et al., 2016).

De acordo com a literatura, os principais litotipos utilizados na constru¢ao de
monumentos incluem, por exemplo, marmore, calcario, granito, arenitos e xistos (Hashim
et al., 2024; Scheerer et al., 2009). De forma a abranger os principais substratos utilizados
no patriménio arquitetonico portugués, o foco desta investigacdo assentou em Pedras
Naturais frequentemente utilizadas desde estruturas megaliticas monumentais pré-
historicas até edificios modernos e contemporaneos (Tabela 1).

Tabela 1: Propriedades fisico-mecanicas dos litotipos de calcario, marmore e granito (adaptado de
Hashim et al., 2024)

Propriedade Calcario Marmore Granito
Densidade aparente [kg/m?] 2398+ 7 2714+ 6 2722 +5
Porosidade aberta [%] 7.80+0.20 0.40+0.02 0.05+0.01

Absor¢ao de dgua a pressao

atmosférica [%] 3.00£0.50 0.10+0.02 0.10+0.01

Conforme evidenciado na Tabela 1, o calcario apesenta uma porosidade moderada
(7.80%), o que indica uma estrutura interna altamente permeavel. Esta caracteristica,
aliada a absor¢dao de agua acentuada, torna este litotipo particularmente suscetivel a

retencao de humidade e a colonizagdo bioldgica (Noiriel et al., 2004).
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O marmore, por sua vez, apresenta uma porosidade significativamente inferior
(0.40%), revelando uma estrutura compacta e pouco permeavel. Para além disto, a sua
superficie de baixa rugosidade dificulta a adesdo microbiana. Apesar deste litotipo
apresentar porosidade baixa, possiveis variagdes texturais € quimicas (como maior teor
de MgO) podem aumentar a porosidade, reduzindo o brilho e aumentando a rugosidade

superficial (Cevheroglu Cira et al., 2018).

No caso do granito, este possui uma porosidade muito baixa, predominando
microfraturas, e com uma porosidade quase nula (0.05%) caracteriza-se por uma elevada
densidade e resisténcia mecanica, sendo o substrato potencialmente menos vulneravel a

biodeterioragdo (Sousa et al., 2005).

Figura 1: Amostras representativas dos trés litotipos referidos: calcario (a), marmore (b) e granito (c). As
amostras encontram-se sobre uma escala métrica e carta de calibragdo cromatica, utilizadas para
referéncia dimensional e analise visual padronizada

As propriedades fisico-quimicas entre os diferentes substratos pétreos sao
influenciadas pela composi¢do, microestrutura e processos ambientais. Neste sentido, o
marmore e o calcario tendem a ser mais porosos € suscetiveis a alteragdes ambientais,
enquanto o granito ¢ o mais resistente dos trés litotipos em estudo. Estas propriedades sdo
essenciais para prever a durabilidade e o desempenho dos substratos pétreos em contextos
construtivos e patrimoniais, tal como selecionar os revestimentos protetores mais
adequados a cada tipo de material. A compatibilidade entre substrato e tratamento ¢
importante, para maximizar a eficicia das intervengdes de conservacdo e garantir a sua

estabilidade a longo prazo (Cevheroglu Cira et al., 2018).
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2.2. Deterioracao da Pedra Natural

A preservacdo da Pedra Natural constitui uma responsabilidade partilhada no
mundo atual uma vez que os fenomenos de meteorizagdo e degradagdo sao persistentes e
de grande relevancia, com impacto global, afetando significativamente a dimensao
estética de materiais pétreos e comprometendo simultaneamente o seu valor econémico

e cultural (Ding et al., 2020; Hashim et al., 2024; N. C. Silva et al., 2024).

A Pedra Natural pode sofrer danos estruturais adicionais devido a fenémenos de
stresse térmico, associados a variagdes bruscas de temperatura, ou pela presenca de
materiais heterogéneos com diferentes coeficientes de expansdo térmica (Eyssautier-
Chuine et al., 2018; Gabriele et al., 2023). Estas altera¢des sao fortemente influenciadas
pelas propriedades intrinsecas da pedra, nomeadamente a sua composi¢ao mineralogica,

textura, porosidade e caracteristicas térmicas e mecanicas (Stanaszek-Tomal, 2020).

A deterioracdo pode ser classificada em trés principais categorias, nomeadamente
fisica, quimica e estética. A deterioragdo fisica ou mecanica corresponde a perda de
resisténcia do substrato, tornando materiais anteriormente durdveis em estruturas frageis
e quebradigas. A deterioracdo quimica estd associada a perda de massa do material devido
a dissolugdo e transformagdao mineral mediada por processos metabolicos microbianos.
Por outro lado, a degradacao estética manifesta-se por alteragdes visuais, como manchas,
descoloragdo ou depositos superficiais, diminuindo consequentemente, o valor artistico e

cultural das obras (Stanaszek-Tomal, 2020).

Os fatores que influenciam a deterioracdo da pedra podem atuar de forma
simultanea e ser mutuamente dependentes. Contudo, um deles pode predominar em
relacdo aos outros, dependendo das caracteristicas do substrato, da composicdo da
comunidade biotica presente, assim como das condi¢des ambientais. Estes fatores podem
ser divididos em grupos, conforme apresentado na Figura 2 (Ilies et al., 2023;

(Stanaszek-Tomal, 2020).
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Figura 2: Fatores que causam deteorizag@o da Pedra Natural (adaptado de Stanaszek-Tomal, 2020)

Deste modo, como a atividade dos microrganismos e a a¢do da dgua estdo entre
os principais agentes responsaveis pela deterioracdo dos materiais pétreos, serdo estes

fatores o foco do presente estudo.
2.2.1. Comunidades Microbianas em Substratos Pétreos

Os danos na Pedra Natural causados por microrganismos sdo frequentemente
designados por biodeterioragdo (Sazanova et al., 2022). A colonizacdo por
microrganismos € o primeiro passo no processo de biodeterioracdo da Pedra Natural, e
tendo como interesse a durabilidade estética da Pedra Natural, o patrimonio pétreo nao
deve ser tao recetivo a colonizacao biologica (Gabriele et al., 2023; Ilies et al., 2023;
Tomaselli et al., 2000). Os microrganismos toleram uma ampla gama de variagdes
ambientais e, quando expostos a condi¢des favoraveis, como elevados niveis de humidade
e/ou exposi¢do a luz, proliferam com grande eficiéncia infiltrando-se nas fissuras das
pedras causando tensdes que podem fragilizar e fragmentar o substrato. Este fendmeno
aumenta a area de exposicao a agentes de degradacao potenciando a deterioracao estética

e estrutural dos monumentos (Ilies et al., 2023; Ding et al., 2020; Rosado et al., 2020).

No contexto do patrimoénio portugués, a colonizagdo de edificios € monumentos
historicos por fungos, algas e bactérias ¢ um fendémeno comum, frequentemente associado
a processos de deterioracdo visual e estrutural (Silva et al., 2024; Silva et al., 2025). Neste
sentido, nos ultimos anos, tém sido realizados diversos estudos nos quais se isolam e

identificam uma variedade de microrganismos associados a materiais pétreos, reforcando

10



CAPITULO II - FUNDAMENTO TEORICO

a relevancia deste problema (Dias et al., 2023; Silva et al., 2025; Joseph et al., 2021;
Skipper et al., 2022).

Em Silva et al. (2024), investigou-se a colonizag¢ao bioldgica do Mosteiro da
Batalha, em Portugal, devido a presenca de altera¢des superficiais significativas nos
elementos arquitetonicos em pedra, nomeadamente uma coloragdo cor-de-rosa
generalizada nas paredes e colunas. A coloragdo foi associada a formagao de biofilmes
por microrganismos produtores de pigmentos, em particular bactérias capazes de
sintetizar pigmentos carotenoides. Foram identificados varios géneros de bactérias
produtoras de pigmentos rosa-alaranjados, com destaque para Bacillus, Gordonia,

Serratia e Methylobacterium (Silva et al., 2024).

Segundo Philip J. A. Skipper (2022), algumas espécies de Bacillus produzem
acidos capazes de acelerar a degradagdo de substratos pétreos, como € o caso de Bacillus
cereus. Esta estirpe bacteriana produz pigmentos rosa-avermelhados (Figura 3) e forma
biofilmes sobre superficies de pedra, principalmente calcario, induzindo o fendmeno de
bioerosdo através da dissolugdo localizada de carbonato de calcio (Skipper et al., 2022;

Lewis et al., 1988; Z. Li & Li, 2022; Dias, et al., 2024).

Figura 3: Descoloragdo rosa das paredes e colunas do Mosteiro da Batalha (Portugal) devido a formagao
de biofilmes microbianos (adaptado de Silva et al., 2024)

O género Bacillus (Figura 4) encontra-se amplamente documentado em
diferentes bens do patriménio cultural, incluindo pinturas, frescos, catacumbas e
monumentos de pedra (Dias et al., 2023; Silva et al., 2025; Skipper et al., 2022). As
bactérias do género Bacillus sdo seres procariontes unicelulares, aerdbias e formadoras

de enddsporos, com grande versatilidade metabolica e capacidade de colonizar diversos

11
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habitats, como solo, agua e rochas. A formagao de enddsporos resistentes a multiplos
fatores de stresse ambiental proporciona a este género vantagens adaptativas
significativas, o que explica a sua sobrevivéncia e crescimento em ambientes hostis (Silva

et al., 2024; Scheerer et al., 2009).

Figura 4: Aspeto macroscopico das colonias bacterianas de Bacillus sp. (adaptado de Silva et al., 2024)

Um estudo realizado por Wonsuh Song (2010) focou-se na erosdo de minerais
graniticos induzida por bactérias do género Bacillus. Os resultados obtidos demonstraram
que estas bactérias intensificam a erosdo do granito e dos seus minerais constituintes,
formando cavidades microscopicas na superficie (microcavidades), particularmente
através do ataque acido a feldspatos, evidenciando assim o papel que a bactéria Bacillus
apresenta na biodeterioracdo de rochas silicatadas (Gaylarde & Baptista-Neto,

2021)(Song et al., 2010).

De acordo com Philip J. A. Skipper (2022), as pedras de calcario e marmore sao
soluveis em solucdes de acidos fracos e, por isso, particularmente vulneraveis a
biocorrosdo. Neste estudo, foram isoladas e identificadas bactérias do género Bacillus e
Micrococcus como parte do microbioma central as superficies pétreas analisadas (Skipper
et al.,2022). O Micrococcus sp. (Figura 5) ¢ uma bactéria procarionte unicelular, aerébia
e ndo esporulada. Ensaios realizados por Philip J. A. Skipper (2022) revelam que espécies
como Bacillus cereus, Bacillus safensis, Micrococcus luteus e Micrococcus roseus
demonstram capacidade de formar biofilmes e induzir bioerosdo, associados a dissolugdo
de CaCO:s, conduzindo a biodeterioracao de substratos pétreos (Silva et al., 2024; Skipper
etal., 2022).

12
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Figura 5: Aspeto macroscopico das colonias bacterianas de Micrococcus sp. (adaptado de Silva et al.,
2024)

No estudo desenvolvido por Inés Silva em 2025, focado no Convento de Cristo,
foram identificadas comunidades microbianas colonizadoras das superficies pétreas,
revelando o predominio de fungos liquenizados, nomeadamente Dirina, Xanthoria,

Verrucaria, Cystocoleus e Purpureocillium (Figura 6) (Silva et al., 2025).

Figura 6: Janela do Convento de Cristo em Tomar, Portugal, com (a) e sem biocolonizacéo (b) ( Silva et
al., 2025)

Relativamente aos fungos, Sterflinger (2010) e Warscheid (2000) referem-se a
estes como organismos heterotroficos que dependem de fontes externas de matéria
organica, de modo que ambientes urbanos e industrializados sdo particularmente
favoraveis ao seu crescimento devido a elevada disponibilidade de compostos organicos

e poluicdo atmostérica (Sterflinger, 2010; Warscheid & Braams, 2000).
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A Saccharomyces sp. (Figura 7) ¢ uma levedura anaerobia facultativa, capaz de
realizar respiragdo aerdbia na presen¢a de oxigénio e fermentagao alcodlica em condigdes
anaerobias (Sterflinger, 2010; Warscheid & Braams, 2000). Embora a Saccharomyces sp.
ndo seja tipicamente descrita como agente de biodeterioragdo de materiais pétreos, ¢
selecionada neste estudo como organismo modelo representativo de fungos unicelulares.
Esta levedura encontra-se amplamente caracterizada do ponto de vista genético,
fisiologico e metabolico, sendo que a sua utilizagdo permite estudar, de forma controlada
e reprodutivel, mecanismos celulares relevantes, nomeadamente respostas ao stress e
interagdes com superficies, que podem ser extrapolaveis para outros microrganismos com
potencial impacto na degradacgdo de pedra (Padilla-Garfias & Pefia, 2026; Vanderwaeren

et al., 2022).

Figura 7: Aspeto macroscéopico de colonias bacterianas de Saccharomyces sp. (adaptado de Dias ef al.,
2023)

2.2.2. Mecanismos de Atividade Microbiana

E fundamental uma compreensio dos mecanismos envolvidos na biodeterioragio
microbiana, de modo a desenvolver métodos apropriados para a sua mitigacdo (Scheerer
et al., 2009). Um dos mecanismos centrais na biodeterioracdo da pedra, consiste no
desenvolvimento de comunidades de células microbianas na superficie da pedra, os
designados, biofilmes microbianos (Figura 8) (Ding et al., 2020; X. Liu et al., 2020).
Estes promovem uma evidente alteracdo estética por descoloracdo da superficie da pedra
devido a pigmentos organicos — como clorofilas e carotenoides, que por sua vez
aumentam a absor¢do de radiagdo solar e promovem ciclos térmicos agressivos —
denegrindo eventuais detalhes esculpidos e padrdes naturais da propria pedra, como a sua

cor e textura (Dias ef al., 2020a; Romani et al., 2022; Vazquez-Nion et al., 2018).
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Figura 8: Estrutura de biofilme maduro na superficie de um substrato pétreo (a) (adaptado de Liu et al.,
2020). Micrografia de um biofilme maduro na superficie de uma rocha sob condigdes humidas (b)
(adaptado de Ding et al., 2020)

Com a formagao de biofilmes, os microrganismos atacam o substrato como uma
fonte de nutrigdo, onde este produz uma variedade de metabolitos que reagem
quimicamente com a superficie da pedra estando diretamente ligados a processos
bioquimicos, nomeadamente a produgdo de acidos organicos (oxalico, citrico, latico,
entre outros) e acidos inorganicos (sulfurico, nitrico e carbonico) que dissolvem minerais,
oxidam catides metéalicos (como Ca?", Mg**, Fe?") e desestabilizam a matriz pétrea
contribuindo para a biocorrosao (Figura 9). A quantidade e o tipo de acidos produzidos

variam de acordo com as espécies (Celi et al., 2025; Ilies et al., 2023; X. Liu et al., 2020).
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Figura 9: Esquema de biocorrosdo de acidos na pedra e exemplo de uma coluna de pedra deteriorada por
este processo bioquimico (adaptado de Liu ef al., 2020)

Outro mecanismo metabolico relevante é a acdo mecanica direta dos
microrganismos associada a penetracdo de hifas fingicas e liquenes, por exemplo, que
conduzem a ampliagdo de fraturas e aceleram a fragmentacao fisica e erosdo superficial

(Ding et al., 2020; X. Liu et al., 2020).

O esquema apresentado na Figura 10 resume, de forma simplificada, os

mecanismos de biodeterioragdo da Pedra Natural descritos anteriormente.

[ Mecanismos de Biodeterioracio da Pedra Natural ]

Formacio de Biofilmes Acdo Mecinica Direta
(alteragdo estética do substrato) (ampliacdo de fraturas fisicas)

Producio de Acidos Orginicos e Inorginicos
(dissolugdo mineral; oxidagdo de catides metalicos)

Figura 10: Mecanismos de biodeterioragdo da Pedra Natural
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A suscetibilidade da pedra a colonizagdo bioldgica, também designada por
biorecetividade, depende de propriedades intrinsecas como a composi¢ao mineralogica,
porosidade, rugosidade da superficie, caracteristicas térmicas e mecanicas bem como de
fatores ambientais externos, incluindo dgua, vento, temperatura, radiagdo ultravioleta e
poluentes atmosféricos (Dias et al., 2020b; Lee et al., 2022; Stanaszek-Tomal, 2020).
Areas com maiores niveis de polui¢do atmosférica revelam-se particularmente propicias
a colonizacao de superficies pétreas, devido aos poluentes presentes no ar, como 6xidos
de azoto, hidrocarbonetos e outros provenientes de fontes naturais ou antropogénicas,
funcionando como fonte de nutrientes e favorecendo o crescimento e a atividade

metabolica dos microrganismos (Gabriele et al., 2023; Tiano, 2016).

Embora as manifestacdes visiveis da biodeterioracdo possam variar desde uma
simples descoloracdo da superficie e formagcdo de manchas escuras, também podem
alcangar fendmenos mais severos como biopitting, que consiste na formagao de pequenos
pogos rocha como resultado da bioerosao induzida por microrganismos ¢ desintegragao

mineral (Figura 11) ( Rodrigues, 2022; Guo, 2022; Ilies ef al., 2023).

Figura 11: Biocolonizacdo (a) e biopitting (b) em superficies de calcario aplicado no Mosteiro dos
Jerénimos, Portugal (adaptado de Rodrigues, 2022)

Embora, até a data, os processos de biodeterioragdo ndo possam ser totalmente
interrompidos, estes podem ser retardados com uma combinagao de agdes de prevengao,
controlo e interveng¢ao (Ilies ef al., 2023; Alves et al., 2021; (Ledin et al., 2011); X. Liu e?

al., 2020). Uma das estratégias para alcancar esta prevengao envolve a aplicacdo de uma
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camada protetora na superficie da pedra, que dificulte a adesdo e o crescimento dos
primeiros microrganismos colonizadores, minimizando simultaneamente a deposigdo de
fonte de nutricdo e a presenca de 4gua nestes materiais (Gaylarde & Baptista-Neto, 2021).
Deste modo, prevenir a biocolonizagdo constitui uma medida eficaz para evitar o inicio

da biodeterioragao.
2.2.3. Estratégias de Controlo de Biodeterioragao

Perante a preocupagdo com os efeitos da colonizagdo biologica em substratos
pétreos historicos, tém sido desenvolvidos estudos sobre os principais agentes
microbioldgicos envolvidos, nomeadamente bactérias e fungos (Campostrini et al., 2025;
Celi et al., 2025; Sterflinger & Pifiar, 2013). Estes microrganismos tendem a formar
biofilmes estruturados que, pela sua elevada capacidade de adaptacdo as condigdes
ambientais, constituem fatores determinantes na degradacdo de materiais pétreos de valor
historico (Cappitelli et al., 2020). Neste contexto, o desenvolvimento de estratégias
preventivas, sustentdveis e eficazes, orientadas para a mitigacdo da biodeterioracdo, ¢
fundamental para a conservagdo do patriménio cultural (Celi ef al., 2025; Joseph et al.,

2021).

A conservagao do patrimonio cultural face a agdo microbiana requer a aplicagao
de técnicas para a remogdo e prevencdo de microrganismos indesejados. Para esse fim,
atualmente existem diversas estratégias de controlo da biodeterioracdo em materiais
pétreos, as quais se agrupam em trés grandes categorias: métodos bioldgicos, fisicos e
quimicos. Cada abordagem apresenta caracteristicas distintas quanto a eficécia,
compatibilidade com os materiais e impacto ambiental, sendo selecionada em funcao das

condig¢des especificas de cada intervencao (Cappitelli ef al., 2020; Celi et al., 2025).

Nesta seccdo, as estratégias de controlo de biodetioragdo serdo abordadas segundo

trés principais métodos: biologicos, fisicos e quimicos.

Métodos Biologicos

- Compostos naturais com acdo biocida: baseiam-se na utilizagdo de Oleos
essenciais e extratos vegetais, como Ocimum basilicum (manjericdo), reconhecido pelas
suas propriedades antimicrobianas e baixo impacto ambiental. A encapsulagcdo destes
extratos em suportes como silica mesoporosa permite uma libertacdo controlada e

prolongada. Apesar do seu caracter ecologico e biocompativel, ¢ um método dispendioso,
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a composicao varia consoante fatores ambientais e a interagdo com materiais patrimoniais

ainda ¢ pouco estudada (Trovao & Portugal, 2023).

Métodos Fisicos

- Remogao mecanica: realizada com recurso a escovas, espatulas ou jatos de agua;
¢ um método rapido e nao téxico, permitindo a rutura mecanica do biofilme, levando a
dispersdao dos microrganismos. Contudo pode comprometer a integridade de superficies
mais frageis e favorecer a migra¢do destes para o interior da pedra (Cappitelli et al.,

2020).

Figura 12: Biofilme a desenvolver-se numa superficie de marmore ap6s limpeza quimica combinada com
um tratamento mecanico (escovagem). A presenga de material intracelular (manchas verdes) indica que
algumas células mortas ndo foram totalmente removidas do marmore apos o tratamento de limpeza
(adaptado de Cappitelli et al., 2020)

- Radiagdo UV-C: utilizada para eliminar organismos fototroficos; ¢ considerada
segura e nao deixa residuos. No entanto, apresenta baixa capacidade de penetragado, requer

aplicagoes repetidas e pode ocorrer resisténcia microbiana (Cappitelli ef al., 2020).

- Limpeza a laser (Nd:YAG, Er:YAG, UV 355-532 nm): técnica sem contacto
direto, que altera a estrutura celular dos microrganismos por aquecimento, e ¢
ambientalmente segura. Apesar das suas vantagens, ao provocar aquecimento localizado
pode aumentar a porosidade do substrato, favorecer alteracdes cromadticas quando mal

calibrada, ¢ uma técnica dispendiosa e surgem dificuldades em eliminar partes incrustadas

do biofilme (Cappitelli et al., 2020).

- Choque térmico, micro-ondas e gelo seco: métodos que promovem a inativagao
microbiana por desnaturagdo proteica. Apesar da sua eficacia, apresentam limitagdes em
termos de portabilidade e podem provocar microfissuras nos materiais tratados (Cappitelli

et al.,2020).
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Métodos Quimicos

Os revestimentos antimicrobianos apresentam-se como estratégia na conservagao
preventiva de materiais patrimoniais, atuando diretamente na inibicdo da proliferacdo
microbiana e na mitigacdo dos efeitos da biodeterioracdo (Zand et al., 2022). A sua
aplicacdo sobre os substratos visa ndo s6 prevenir a adesao microbiana, como também
reduzir a carga biologica existente, contribuindo para a preservacdo da integridade

estética e estrutural dos materiais pétreos (Mu et al., 2021; Trovao & Portugal, 2023).

De acordo com a literatura consultada e publicada em revistas da 4rea, atualmente
podem encontrar-se as seguintes classes de revestimentos antimicrobianos

tradicionalmente utilizados para protegao pétrea:

- Biocidas tradicionais: como Biotin R e Preventol RS0 apresentam eficacia
varidvel consoante a espécie microbiana e das caracteristicas do local de aplicagdo. Estes
contém sais de amoénio quaterndrio, que destroem as membranas celulares dos
microrganismos, levando & morte microbiana. Tém a vantagem de ser de facil aplicagdo,
baixo custo e acdo antimicrobiana eficaz. Todavia, apresentam elevada toxicidade
ambiental, curto efeito exigindo reaplicacdes frequentes e podem ter impacto negativo

sobre os materiais patrimoniais (Trovdo & Portugal, 2023).

- Revestimentos a base de nanoparticulas metalicas (Ag, Cu, ZnO, TiO2, MgO) e
nanocompdsitos (AgCl/ZnO): revestimentos protetores altamente eficientes na inibig¢ao
de bactérias e fungos, atuando por rutura das membranas celulares e interferéncia nos
processos metabolicos, induzindo a morte microbiana Contudo, existem preocupagdes
quanto ao custo, toxicidade ambiental e escassez de estudos que comprovem a sua

durabilidade em contexto patrimonial (Mu et al., 2021; Valenzuela et al., 2020).

Figura 13: Imagens microscopia eletronica de varrimento (SEM) de pedra calcério ndo tratada (a) e pedra
calcario tratada com AgCl/ZnO (b) (adaptado de Mu et al., 2021)
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Por observa¢do da Figura 13, o revestimento dos nanocompdsitos AgCl/ZnO
estdo densamente dispersos na superficie da pedra de calcario, formando uma camada

protetora que impede a colonizagdo microbiana invasiva.

- Biopolimeros: como o quitosano, sdo solu¢cdes mais sustentaveis e
economicamente viaveis para o controlo microbiano. Este biopolimero rompe as
membranas micrcobianas em contato direto, promove a libertagdo do conteudo
intracelular, levando a lise microbiana. No entanto, apesar do seu potencial ecologico,
apresentam limitagdes quanto a durabilidade em condigdes ambientais adversas, como
exposicdo a radiacdo UV, humidade e variagdes térmicas, podendo por vezes causar
descoloracdo em substratos pétreos, conforme ilustrado na Figura 14 (Eyssautier-Chuine

et al.,2018; Silva et al., 2024).

%68 z8Enm

Figura 14: Imagens de microscopia eletronica de varrimento (SEM) da pedra calcario sem revestimento
(a) e com revestimento (b) de CHGCA-TPP-a (quitosano-glicerol-acido citrico-tripolifosfato de sodio). A
seta indica os fragmentos do revestimento aplicado (adaptado de Silva et al., 2024)

2.2.4. Acio da Agua na Pedra Natural

As condigOes necessarias para ocorrer colonizagdo biolégica variam consoante a
espécie do organismo envolvido e da porosidade dos substratos, porém a agua ¢
reconhecida como o agente externo mais prejudicial e comum na deterioracdo de
monumentos pétreos, sendo também o principal fator que favorece o crescimento
microbiano (Fermo ef al., 2014). A quantidade e disponibilidade de dgua, determinam a
velocidade a qual uma superficie ¢ colonizada, sendo por isso que a maioria dos
tratamentos para a preven¢do da biodeterioracdo tem por fim reduzir este fator

(Eyssautier-Chuine et al., 2018; Gabriele et al., 2023).

Em ambientes com elevada humidade, precipitagdo atmosférica, condensagao
superficial, ascensdo por capilaridade e exposi¢do a luz, os microrganismos proliferam

com facilidade nas superficies pétreas, intensificando os processos de biodegradacdo
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(Gabriele et al., 2023). Devido a sua estrutura porosa, a pedra permite a penetragdo de
agua, a qual desencadeia alteragdes fisicas, quimicas e estéticas, através de reacdes
quimicas, ciclos de congelacdo-descongelagdo e recristalizacdo de sais a superficie

(eflorescéncia) como se observa na Figura 15 (Alves ef al., 2021; Benavente et al., 2021).

Eflorescéncia Salina
(p6 esbranquigado)

Efeitos Erosivos
(arredondamento)

Figura 15: Eflorescéncias salinas e efeitos erosivos em pedras graniticas numa estrutura histérica na
cidade de Chaves, Portugal (adaptado de Alves et al., 2021)

A 4gua também atua como veiculo para a dissolugdo e transporte de sais soluveis
no interior da matriz pétrea. Estes sais, ao cristalizarem nos poros, provocam tensdes
internas provocando reagdes corrosivas localizadas, contribuindo para a sua fratura e
fragmentacdo (Ding et al., 2020). Este fendémeno ¢é agravado pela presenga de fontes de
humidade como a chuva, a humidade relativa do ar e a ascensdo capilar a partir do solo,
que potenciam a lixiviagdo de elementos minerais e promovem o inchago e posterior
erosao das superficies, limitando assim a durabilidade ao longo do tempo (Alves et al.,

2021; Gabriele et al., 2023).

Os processos de deterioragdo da pedra induzidos pela dgua sdo ainda
intensificados pela poluicdo atmosférica e pela atividade microbiolédgica, levando a
alteracOes estéticas visiveis, como a perda de cor e o escurecimento da superficie,
conforme mencionado anteriormente (Ilies ez al., 2023). Assim, como na auséncia de agua
o crescimento microbiano € dificultado, desenvolver revestimentos antimicrobianos e
hidrofobicos representa uma estratégia promissora para mitigar os efeitos da degradagao

e salvaguardar a integridade da Pedra Natural (Hashim et al., 2024; Romani ef al., 2022).
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2.2.5. Estratégias de Controlo de Deterioracio por Acio da Agua

Desde a Antiguidade, t€ém sido aplicados diversos compostos hidrofobicos de
origem natural, como Oleos (azeite), resinas, ceras e claras de ovo, com o intuito de
proteger superficies pétreas da acdo da agua (Pamplona et al., 2007). Contudo, estes
materiais revelaram limitagdes consideraveis, sobretudo ao nivel da durabilidade,
estabilidade quimica e reversibilidade dos tratamentos, o que impulsionou o
desenvolvimento de formulagdes mais eficazes baseadas em polimeros naturais e

sintéticos com propriedades adicionais, como a autolimpeza e a protegao UV (Gabriele et

al., 2023).

Os revestimentos hidrofobicos atuam como barreiras protetoras aplicadas sobre
os materiais pétreos, impedindo a infiltracdo da 4gua e de substancias nela dissolvidas,
ndo eliminando microrganismos, mas prevenindo a sua adesdo (Gabriele et al., 2023).
Estes revestimentos ao reduzirem a hidrofobicidade e a retencao de 4gua nas superficies,
diminuem significativamente a biorecetividade e, consequentemente, a adesdo

microbiana e a formacao de biofilmes (Guo, 2022).

O fendmeno de hidrofobicidade esta associado a baixa energia livre de superficie
do soélido, a qual ndo ¢ suficiente para romper as ligagdes intermoleculares entre as
moléculas de dgua, nomeadamente as ligagdes de hidrogénio, responsaveis pela elevada
tensao superficial da 4gua. Consequentemente, a interagdao dgua—soélido ¢ energeticamente
desfavoravel, prevalecendo as forcas de coesdo no interior da gota, o que resulta em
angulos de contacto elevados e no escoamento da agua sobre a superficie. A presenga de
rugosidade superficial pode intensificar este comportamento hidrofébico, ao reduzir a

area efetiva de contacto entre a gota de dgua e o substrato s6lido (Romani et al., 2022).

Este principio, inspirado pela natureza, deu origem ao conceito de superficies
hidrofobicas e superhidrofobicas (Jafari et al., 2013; Latthe et al., 2014). As folhas de
16tus sdo um dos exemplos mais famosos de superficies superhidrofobicas naturais, e as
suas propriedades repelentes a agua sdo conhecidas como "efeito 16tus". A elevada
hidrofobicidade da superficie desta planta ¢ atribuida aos efeitos combinados dos micro
e nanorelevos superficiais das suas folhas (Figura 16) (Collins & Safiuddin, 2022; Guo,

2022; Karapanagiotis & Manoudis, 2022).
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Figura 16: Gota de 4gua sobre uma folha de l6tus e estrutura de superficie correspondente (adaptado de
Guo, 2022)

Com base na forma como a gota de dgua interage com uma superficie so6lida, a
superficie pode ser categorizada como hidrofilica, hidrofébica ou superhidrofobica, de
acordo com o angulo de contacto (&) estatico que se verifica entre uma gota de agua e a
superficie (Collins & Safiuddin, 2022; Latthe et al., 2014). Uma superficie ¢ considerada
hidrofilica quando o @ com a agua ¢ inferior a 90° (Figura 17a), hidrofébica quando o 6
se compreende entre 90° e 150° (Figura 17b) e superhidrofébica, quando o angulo de

contacto ¢ superior a 150° (Figura 17c¢).

(a) b) \ ©) ( \Wi

Superficie Hidrofilica Superficie Hidrofobica Superficie Superhidrofébica
0 < 90° 90° <0 <150° 0>150°

Figura 17: Esquema de superficie hidrofilica (a), hidrofobica (b) e superhidrofobica (c) (adaptado de
Latthe et al., 2014)

Para aplicagdes de revestimentos hidrofobicos na pedra, pretende-se atingir
valores de angulos de contacto superiores a 90°, e idealmente superiores a 150° na
superficie tratada. Ao aumentar a tensdo interfacial sélido-liquido, as substancias
hidrofobicas limitam a permeabilidade e reduzem a penetracao de agua liquida na matriz

mineral (Karapanagiotis & Manoudis, 2022; Latthe ef al., 2014).

Os modelos de Wenzel e Cassie—Baxter, ilustrados na Figura 18, sdo referidos na
literatura para explicar a relagdo entre a rugosidade superficial e o comportamento

hidrofobico das superficies (Cao et al., 2020; Latthe et al., 2014).
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(a) (b)

Figura 18: Representacdo esquematica do comportamento de uma gota de 4gua numa superficie rugosa
em estado de Wenzel (a) e estado de Cassie-Baxter (b) (adaptado de Latthe et al., 2014)

A Figura 18a corresponde ao modelo proposto por Wenzel, em que a gota de agua
permanece em contacto total com a estrutura rugosa da superficie e assume que o aumento
da rugosidade intensifica o comportamento da superficie, isto é, superficies hidrofobicas
tornam-se mais hidrofobicas, enquanto superficies hidrofilicas se tornam mais
hidrofilicas. Contudo, este modelo revela limitagdes na descri¢do de superficies com
estruturas de dupla escala e, portanto, o modelo de Cassie-Baxter foi proposto (Cao et al.,

2020; Latthe et al., 2014).

Por observagao da Figura 18b, verifica-se que no modelo de Cassie-Baxter, a gota
de agua assenta sobre as irregularidades de uma superficie rugosa, ficando ar retido nos
espacos vazios entre essas irregularidades. A presenga destas bolsas de ar reduz o contacto
direto entre a agua e o solido, originando uma interface composta por so6lido, liquido e ar.
Esta diminui¢do da area de contacto torna a adesdo da dgua a superficie energeticamente
menos favoravel, conduzindo a angulos de contacto mais elevados e, consequentemente,

aum comportamento hidrofébico mais pronunciado (Cao et al., 2020; Latthe et al., 2014).

Neste sentido, um revestimento hidrofobico ideal para ser eficaz deve combinar
repeléncia a agua, boa adesdo ao substrato, resisténcia ao desgaste e reduzir a
permeabilidade da pedra, mas sem comprometer a sua permeabilidade original ao vapor
de 4gua, permitindo o reequilibrio do teor de humidade de acordo com as condig¢des
ambientais (Eyssautier-Chuine ef al., 2018). Os revestimentos devem assim aderir aos
materiais porosos, mas evitar a formagcdo de uma fina camada depositada nas suas
superficies que dificultem as trocas naturais de vapor de agua entre a pedra e o ambiente

(Gabriele et al., 2023).
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De acordo com a literatura consultada e publicada em revistas da area, podem
encontrar-se as seguintes classes de revestimentos hidrofobicos tradicionalmente

utilizados para protecao pétrea:

- Alcoxisiloxanos: polimeros a base de silicio que possuem boa estabilidade
quimica devido a elevada resisténcia da ligagdo Si-O, baixa energia superficial e boa
resisténcia ao stress térmico. Contudo, podem induzir alteragdes cromaticas, apresentar
durabilidade limitada e ndo sdo suficientemente eficientes se ndo forem combinados com

outros tipos de tratamentos (Gabriele et al., 2023).

- Acrilicos: polimeros como o Paraloid B72 e B44 empregues ha muito tempo
como revestimentos protetores para obras de arte em pedra ao ar livre. No entanto, a sua
vulnerabilidade a foto-oxidacdo leva a diminuicdo da eficacia hidrofobica e
consequentemente ao envelhecimento prematuro (Ibrahim et al., 2021; Vingotte et al.,

2019).

- Materiais hibridos: sistemas que combinam nanodxidos inorganicos (como SiO»,
TiO2, SnO,, Al203) com polimeros organicos, proporcionando elevada adesdo,
propriedades fotocataliticas e comportamento superhidrofobico. Apesar do seu
desempenho inicial promissor, tendem a sofrer perda de eficacia com o envelhecimento

(Costa et al., 2016; Ibrahim et al., 2021).

Figura 19: Micrografias TEM (microscopia eletronica de transmissdo) de nanocompositos poliméricos.
Dispersdo homogénea de nanoparticulas de TiO> com Paraloid B72 (a) e dispersdo homogénea de
nanoparticulas de ZnO com Paraloid B72 (b) (adaptado de Ibrahim et al., 2021)

- Fluoropolimeros: apresentam elevada repeléncia a dgua, mas sao dispendiosos e
prejudiciais para o ambiente devido a sua toxicidade, bioacumulagdo e persisténcia no
ambiente, sendo classificados como forever chemicals devido a presenca de fliior

(substancias perfluoroalquiladas, PFAS) (Takayanagi & Yamabe, 2000).
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E possivel verificar que apesar dos revestimentos antimicrobianos e hidrofobicos
que existem atualmente, serem eficazes, apresentam desafios e desvantagens, expondo
riscos significativos para a satde humana e para o meio ambiente (toxicidade e
bioacumulagdo), bem como para a integridade da Pedra Natural (Fidanza & Caneva,
2019). Estas limitagdes tém impulsionado a comunidade cientifica a desenvolver
alternativas aos tratamentos tradicionais, que sejam simultaneamente eficazes, duraveis e
compativeis com os substratos pétreos, assegurando mitigar os efeitos da degradacio
induzida pelos microrganismos, sem comprometer as propriedades estéticas, fisico-

quimicas e estruturais da Pedra Natural. (Cappitelli ez al., 2020; Fidanza & Caneva, 2019).

O desenvolvimento de novos produtos que possam constituir uma alternativa aos
revestimentos atuais tém de atender a um conjunto de caracteristicas relevantes. De
acordo com as Normas Europeias de Conservacao (EN 16581:2014), os revestimentos
destinados a pedra devem cumprir requisitos fundamentais, tais como: reduzir a absor¢ao
de agua liquida, manter a permeabilidade do substrato ao vapor de agua, preservar a
aparéncia original (cor e o brilho) e assegurar as propriedades fisicas e quimicas da pedra
(Hashim et al., 2024). Adicionalmente, estes revestimentos devem ser econdmicos e
ambientalmente sustentaveis, evitando produzir subprodutos nocivos prejudiciais para os
seres humanos e para o meio ambiente (Fermo et al., 2014; Gabriele et al., 2023) (Silva

etal., 2024).
2.3. Polimeros Dendriticos

Neste sentido, surge uma tecnologia de revestimento e prote¢do inovadora:
sistemas supramoleculares dendriticos. Esta nova abordagem procura aliar eficacia
antimicrobiana, hidrofébica, durabilidade, compatibilidade e sustentabilidade ambiental
(eco-friendly coatings), apresentando-se como uma alternativa promissora para a

conservagao preventiva de superficies pétreas (Hashim et al., 2024; Romani et al., 2022).

As estruturas dendriticas podem ser classificadas em dendrimeros monodispersos
e polidispersos, sendo o presente estudo centrado nos polimeros monodispersos,

especificamente nos dendrdes (Figura 20) (Walter & Malkoch, 2012).
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Figura 20: Esquema de subclasses de polimeros dendriticos (adaptado de Walter & Malkoch, 2012)

O termo “dendrimero” tem origem nas palavras gregas dendron e mer, que
significa semelhante a uma arvore e parte ou unidade, respetivamente. Este termo foi
aplicado por quimicos para descrever moléculas com caracteristicas semelhantes a
arvores em estrutura e aparéncia, apresentando também uma simetria estrutural

tridimensional (Cata ef al., 2023; Lyu et al., 2019; Patel & Patel, 2013).

Deste modo, os dendrimeros sdo macromoléculas sintéticas esféricas,
monodispersas, altamente ramificadas e polifuncionais, constituidas por unidades
repetitivas de ramificagdes designadas geragdes, quimicamente ligadas entre si por um
processo arborescente em torno de um nucleo central multifuncional. Estas ramificagdes
proporcionam uma vasta area superficial e um grande nimero de grupos funcionais na

periferia ( Cata ef al., 2023; Lyu et al., 2019).

Estes polimeros possuem uma estrutura ramificada regular e definida constituida
por trés partes distintas: um nucleo central onde se inicia o crescimento do dendrimero,
corresponde a geracdo 0 (GO); unidades de ramificacdo repetitivas, que permitem o
crescimento do dendrimero em camadas radiais geometricamente organizadas; e
numerosas funcionalidades terminais expostas na superficie anexadas as geragdes mais

externas (Figura 21) (Lyu et al., 2019; Ya-Ting Huang et al., 2023).
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Figura 21: Representacdo de um dendrimero composto por um nticleo central, unidades de ramificago
repetitivas (geracdes) e grupos terminais na superficie (adaptado de Ya-Ting Huang et al., 2023)

2.3.1. Caracteristicas e Propriedades dos Dendrimeros e Dendroes

Os dendrimeros, em virtude da sua estrutura globular e multifuncional, constituem
blocos de construgdo moleculares promissores para o desenvolvimento de revestimentos
inovadores aplicados a conservacdo do patrimonio pétreo. Por sua vez, os dendrdes
correspondem a fragmentos de dendrimeros, ou seja, a unidades ramificadas incompletas,
que crescem a partir de um ponto focal unico, de modo que possuem uma arquitetura
ramificada em geragdes sucessivas, mas nao formam uma estrutura tridimensional
fechada (Figura 20) (Walter & Malkoch, 2012). As propriedades estruturais facilmente
controlaveis, como o tamanho, forma, grau de ramificagdo e funcionalizacdo da
superficie, permitem adaptar os polimeros as necessidades especificas de substratos

distintos, assegurando compatibilidade quimica e eficécia hidrofobica (Lyu et al., 2019;

Patel & Patel, 2013; Ya-Ting Huang et al., 2023).

As caracteristicas estruturais dos dendrdes sdo Unicas, pois incluem o seu tamanho
nanoscopico e uniforme, superficie esferoidal, elevado grau de ramificacdo, cavidades
internas disponiveis, para além de propriedades fisico-quimicas interessantes, como baixa
viscosidade, elevada reatividade e multiplicidade de grupos finais que podem ser
funcionalizados quimicamente, provando serem polimeros muito versateis e aplicaveis

(Chabre & Roy, 2010; Moura et al., 2017).

Posto isto, como resultado da periferia multifuncional, os dendrdes apresentam
uma ampla gama de aplicagdes em diferentes campos de estudo, desde materiais
interfaciais formados a partir de dendrdes anfipaticos, aplicagdes biomédicas (membranas

responsivas a estimulos externos e sistemas de encapsulacdo de medicamentos),

29



CAPITULO II - FUNDAMENTO TEORICO

revestimentos (coatings) e retardantes de chama (Cata et al., 2023; Lyu et al., 2019; Patel
& Patel, 2013; Ya-Ting Huang et al., 2023). Os polimeros dendriticos também podem
fornecer propriedades repelentes a dgua e melhorar a adesdo na superficie. A
multifuncionalidade da periferia molecular possibilita ainda a introdugao de propriedades,
como capacidade antimicrobiana e autolimpeza, aspetos essenciais na prote¢ao de
superficies expostas a ambientes agressivos (Ledin et al., 2011; Sarode & Mahajan, 2024;

Walter & Malkoch, 2012).

Os dendrdes, assim como os dendrimeros, sdao a classe de polimeros dendriticos
que podem ser construidos com uma estrutura molecular bem definida, isto ¢, serem
monodispersos, ao contrario dos polimeros lineares. Esta monodispersidade oferece aos
investigadores a possibilidade de trabalhar com uma ferramenta para tamanhos escalaveis
bem definidos (Nanjwade et al., 2009; Walter & Malkoch, 2012). A arquitetura dendritica
altamente ramificada faz com que as moléculas adotem conformagdes globulares
tridimensionais para minimizar a sua energia livre, com um efeito imediato nas

propriedades macromoleculares (Sarode & Mahajan, 2024).

Entre os dendrimeros mais comuns e estudados destacam-se os poli(amidoamina)
(PAMAM), amplamente aplicados em sistemas de libertagdo controlada e atividade
antimicrobiana; os poli(propilenimina) (PPI), conhecidos pela sua elevada densidade de
grupos amina superficiais; e os poligliceréis (PGP), que apresentam elevada
biocompatibilidade e estabilidade quimica (Abbasi et al., 2014; Svenson & Tomalia,
2005). Estes sistemas tém sido extensivamente investigados devido a sua versatilidade
estrutural e a possibilidade de modificagdo quimica dos seus grupos terminais, permitindo

a sua adaptacdo a diferentes aplicagdes (Abbasi et al., 2014; Svenson & Tomalia, 2005).
2.3.2. Estratégias de Sintese Quimica

Os dendrdes sao construidos por meio de sintese gradual, o que os dota de
estruturas bem controladas (Lyu et al., 2019). A sintese de dendrdes pode ser alcancada
usando abordagens divergentes, convergentes ou uma combinacdo de ambas (Lyu et al.,

2019; Walter & Malkoch, 2012).

- Sintese Divergente

Na sintese divergente (Figura 22), o dendrdo ¢ construido a partir do nucleo e
desenvolve-se para a periferia, envolvendo duas etapas: ativacdo dos grupos funcionais

terminais e a adicdo de unidades monoméricas ramificadas, resultando na formagado de
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uma primeira camada de estrutura dendritica. No processo de extensao do nucleo, essa
camada ¢ ativada (desprotegida), resultando na primeira gera¢ao de dendrdes. A segunda
geracdo ¢ produzida pela adicdo de um mondmero a uma molécula sintetizada na etapa
anterior (Ya-Ting Huang et al., 2023). A repeticao destas reagdes resulta numa estrutura
tridimensional densa com um grande nimero de grupos funcionais nas extremidades,
podendo ser sintetizados até a geracdo 10 ou superiores (Sarode & Mahajan, 2024;

Sowinska & Urbanczyk-Lipkowska, 2014).

01’¥1’YL‘.

Figura 22: Ilustragdo da sintese divergente de dendrdes (adaptado de Ya-Ting Huang et al., 2023)

No entanto, defeitos estruturais sdo uma preocupacao critica para a sintese de
dendroes de elevada geracdo, uma vez que surgem inevitavelmente de reacdes
incompletas ou reagdes secundarias que ocorrem devido ao nimero crescente de reagdes

a medida que a complexidade do dendrdao aumenta (Ya-Ting Huang et al., 2023).

- Sintese Convergente

Na sintese de dendrdes pelo método convergente (Figura 23), a reacdo tem inicio
no grupo funcional terminal e desenrola-se até ao niicleo central do dendrdo, envolvendo
duas etapas: ligacdo dos grupos funcionais mais externos a uma geragao interna € a
ligacdo das geragdes internas ao nucleo (Ya-Ting Huang ef al., 2023). Como o método
convergente permite construir o polimero da periferia para o nicleo, entdo o numero de
reacdes de acoplamento necessarias para adicionar uma nova geragdo, usualmente 2 ou
3, € constante, reduzindo drasticamente a quantidade de produtos indesejaveis (Sowinska

& Urbanczyk-Lipkowska, 2014).

x—**f'*fi»

Figura 23: Ilustragdo da sintese convergente de dendrdes (adaptado de Ya-Ting Huang et al., 2023)
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Os polimeros preparados pelo método convergente sao mais homogéneos em
comparagdo com o0s obtidos pelo método divergente, dado que este ultimo tende a
acumular defeitos estruturais em geragdes superiores. A sintese convergente, por sua vez,
oferece um controlo mais preciso sobre as ramificacdes e grupos funcionais, reduzindo

ou suprimindo tais defeitos (Chabre & Roy, 2010).

Para além disto, esta abordagem facilita a purificagdo, uma vez que as impurezas
ou ramos de cadeias incompletas podem ser eliminados ao longo das diferentes etapas do
processo, resultando em dendrdes finais mais monodispersos (Lyu et al., 2019; Sarode &
Mahajan, 2024). A possibilidade de proceder a purificacdo em cada etapa da sintese
constitui assim uma das principais vantagens do processo convergente, originando
produtos mais homogéneos e com propriedades fisico-quimicas bem definidas (Lyu et al.,

2019).

Contudo, a sintese de grandes geragdes de dendrdes ¢ limitada por este método,
devido ao impedimento estereoquimico durante as reagdes do nucleo com as periferias, a
medida que a geragdo de dendrdes aumenta. Consequentemente os rendimentos e
eficiéncia das reacdes caem abruptamente (Sarode & Mahajan, 2024;Walter & Malkoch,
2012). Portanto, apenas dendrdes de baixa ordem de geragdao podem ser preparados com
sucesso usando o método convergente pelo que no presente estudo aplicar-se-4 o método

convergente.

Na sintese de dendrdes, a selecdo de um nucleo inicial € muito importante, uma
vez que ¢ a unidade basica da qual o tamanho, a forma e a multiplicidade do dendrao
dependerdo. As fungdes quimicas presentes no nucleo influenciam todo o processo de

constru¢do da molécula e a sua funcionalidade final (Sarode & Mahajan, 2024).

Uma estratégia promissora em bioquimica e quimica organica consiste na
utilizacdo de aminodcidos e acidos gordos como blocos de construcao, dada a sua
abundancia, biodegradabilidade e biocompatibilidade. Entre estes, destaca-se a L-lisina
(Figura 24) por possuir dois grupos amina reativos — um na cadeia lateral e outro no
carbono alfa — permitindo a sintese de estruturas ramificadas pela ligagdo de varias
camadas de mondmeros, sendo esta uma caracteristica essencial na sintese convergente

de dendrdes.
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Figura 24: Estrutura quimica da L-lisina (CsH14N202)

Esta molécula, em conjunto com acidos gordos, pode facilitar a introducdo de
funcionalidades especificas, como a hidrofobicidade. Nesse contexto, podem ser
sintetizados dendrdes baseados em L-lisina e 4cidos gordos, permitindo potencialmente
a combinacdo de propriedades hidrofilicas com as caracteristicas hidrofobicas dos acidos

gordos.

Este tipo de sistemas pode revelar-se particularmente interessante para aplicagdes
em revestimentos de Pedra Natural, uma vez que podera permitir o ajuste das
propriedades superficiais ¢ melhorar o desempenho dos revestimentos protetores,

nomeadamente ao nivel da aderéncia, durabilidade e resisténcia.
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Dividir cada dificuldade em tantas partes quantas forem necessdarias para melhor a resolver.

— René Descartes
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3.1. Materiais e Métodos

No presente trabalho de investigagdo, todos os reagentes e solventes foram
utilizados conforme recebidos, sem recurso a processos adicionais de purificacao ou de

secagem.

A cromatografia em camada fina (TLC) foi realizada em placas de aluminio
revestidas com Kieselgel 60 F254 (Merck). As elui¢cdes foram efetuadas com os eluentes
adequados, e a detecdo dos compostos decorreu numa camara de radiacao ultravioleta
(254 e 365 nm), que permite observar a fluorescéncia de compostos contendo ligacdes
duplas, triplas e anéis aromatico, com o auxilio de uma solugdo de acido fosfomolibdico

(revelador universal).

Os compostos obtidos foram caracterizados por ressonancia magnética nuclear
(RMN), espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e
espectrometria de massa (MS), sendo que 0 RMN permitiu a determinagdo da estrutura
molecular, o FTIR forneceu informagao sobre os grupos funcionais presentes, ¢ a MS

confirmou a massa molecular exata dos compostos sintetizados.

Na analise por Ressonincia Magnética Nuclear (RMN), todos os desvios quimicos
(0) sdo apresentados em ppm. As analises das estruturas por 'H-RMN e *C-RMN foram

realizadas num espectrometro Bruker Advance 111, utilizando-se CDCIls como solvente.

A andlise por FTIR foi conduzida num espetrometro Bruker Alpha Platinum-ATR,
na regido de 3500-500 cm™!. Os espetros de massa ESI-MS foram obtidos através de um
equipamento de HPLC Thermo Vanquish acoplado a um detetor DAD e a um
espetrometro de massa Thermo Orbitrap QExactive Focus. As andlises foram realizadas
no Laboratdrio de Analises do Servico de Anélise Elementar, Cromatografia e Massas da

Universidade de Salamanca (Espanha).
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3.2. Sintese Organica de Polimeros Dendriticos Derivados de L-lisina

No presente estudo, tem-se como objetivo sintetizar e avaliar o potencial
antimicrobiano e hidrofébico de polimeros dendriticos derivados do aminoacido L-lisina,
funcionalizados com &cidos gordos. Contudo, para viabilizar ataques nucledfilos e
acoplamentos subsequentes, recorreu-se a forma esterificada da L-lisina,

designadamente, éster metilico da L-lisina (Lys-COOMe-HCI) (J. Li & Sha, 2008).

0 0]
NH, HaC NH,
HO \O
NH, NH, . 2HCI
L-lisina Ester metilico da L-lisina
(Lys-COOH) (Lys-COOMe-HCI)

Figura 25: Estrutura das moléculas L-lisina (Lys-COOH) e éster metilico da L-lisina (Lys-COOMe-HCI)

A metodologia adotada para as sinteses de polimeros dendriticos, tendo como
ponto de partida o éster metilico da L-lisina (Lys-COOMe), ¢ descrita nas Partes A, B, C
e D consistindo essencialmente em duas etapas de sintese fundamentais: reagdo de
amidagio por meio de acoplamento e rea¢io de hidrolise (Agudo-Alvarez et al., 2024;

Theodorou et al., 2007).

A amidagdo por meio de acoplamento € o primeiro passo de sintese, e consiste na
funcionalizacdo das aminas da L-lisina (NH2) com um écido gordo, permitindo a criag@o
de novos grupos periféricos. Uma vez que o produto obtido na reacdo de amidagdo se
encontra sob a forma de éster (—COOMe), realiza-se a reacao de hidrélise com o objetivo
de o transformar em acido (—COOH), sendo nesta forma que se pretende obter os produtos

finais desejados.

A Figura 26 apresenta os produtos obtidos nas rea¢cdes de amidacao e de hidrolise,
sendo considerados de Geracdo 0 e tendo como designagdes GO(COOMe)-R e

GO(COOH)-R, respetivamente.
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Figura 26: Estrutura das moléculas GO(COOMe)-R e GO(COOH)-R

A partir do produto final obtido na Geragao GO, nomeadamente GO(COOH)-R, e

tendo como ponto de partida do éster metilico da L-lisina (Lys-COOMe), repetem-se

novamente as duas etapas de sintese descritas, amidacao e hidrolise, de modo a sintetizar

os polimeros de Geragdo 1 (Figura 27), tendo como designagdes G1(COOMe)-R e
G1(COOH)-R.

R R
CH2)4 o (CH2)4 0
CH2 CH2)4
%

CH2)4 CH2)4

NH SNH

>7R R >7R

o] 0

Figura 27: Estrutura das moléculas G1(COOMe)-R e G1(COOH)-R

Na sintese dos produtos de Geragdes GO e G1 pretende-se variar o comprimento

das cadeias laterais (R), por meio de diferentes acidos gordos, particularmente: acido

octanodico, acido hexadecanodico (também designado por 4acido palmitico), acido

eicosanoico (também designado por acido araquidico) e acido docosanoico (também

designado por acido behénico) (Figura 28).
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JL o JL

Acido Octanéico Acido Palmitico Acido Araquidico Acido Behénico

-

C H15 15H31 19H39 C21H43

J

Figura 28: Estrutura dos acidos gordos em estudo

Na seccdo seguinte (Parte A) ¢ descrito o Procedimento Geral para a sintese de
dendroes de Geragdo 0 e Geragdo 1, exemplificado para o 4cido palmitico, composto por

uma cadeia alifatica de 15 carbonos (Cis).
Parte A: Sintese de dendrdes derivados de Acido Palmitico

3.2.1. Sintese do Composto GO(COOH)-C15

0

=ZT

CsHa;
HO

CisHay
Figura 29: Estrutura do composto GO(COOH)-Cis
- Reacdo de Amidaciao

De acordo com Alvarez et al. (2024), num baldo em banho de 4gua aquecida a 50
°C, dissolveu-se acido palmitico (1.115 g, 4.5 mmol, 2.1eq.) em 10 mL de THF e 10 mL
de DMF, adicionando em seguida TEA (0.627 mL, 4.5 mmol, 2.1eq.). Apds 20 minutos,
adicionou-se HBTU (1.706 g, 4.5 mmol, 2.1eq.). Permitiu-se que a mistura reagisse
durante 1 hora, monitorizando a formag¢ao do intermediario reativo (HOBt) por analise
TLC (CHCl3/MeOH 9:1). Num outro baldo, a temperatura ambiente, dissolveu-se éster
metilico da L-lisina (500 mg, 2.14 mmol, leq.) em 10 mL de DMF, adicionando
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posteriormente TEA (0.627 mL, 4.5 mmol, 2.1eq.). Deixou-se a mistura reagir durante
uns minutos, adicionando-a em seguida a mistura do primeiro baldo. Obteve-se uma
solugdo sob a forma de precipitado branco, onde reagiu durante 1 hora a temperatura
ambiente. No final da reagdo, extraiu-se o THF no evaporador rotativo ¢ obteve-se uma
pasta solida. Esta foi filtrada a vacuo e lavada com agua fria para retirar a DMF presente,
e posteriormente com éter etilico frio de forma a remover possiveis vestigios de 4gua. Por
fim, colocou-se o produto obtido na bomba a vacuo durante 60 a 90 minutos. Obteve-se
o produto GO(COOMe)-Cis sob a forma de um sélido branco “solto” com rendimento de

92.4 %.

- Reacao de Hidrolise

Segundo Theodorou et al. (2007), num baldo em banho de 4gua aquecida a 50 °C,
dissolveu-se GO(COOMe)-Cys (1.2 g, 1.88 mmol, leq.), em 40 mL de CHCl3/MeOH
(9:1). Ap6s solubilizagao total, adicionou-se 5 mL de NaOH/MeOH (2M, 5eq.), onde a
reacdo foi mantida em agitagdo e monitorizada por TLC. A mistura reagiu durante 1 hora
e 30 minutos, e verificado o consumo total do éster acidificou-se a solu¢ao com HCI
0.4 M (pH 2-3). Sendo notdria a formagao de 2 fases imisciveis, procedeu-se a filtragdo
a vacuo, lavando a pasta obtida com agua e éter etilico frios. Para finalizar, colocou-se o
produto resultante na bomba a vacuo durante 60 a 90 minutos. Obteve-se o produto alvo
da reagdo GO(COOH)-Cjs sob a forma de um sdélido branco “solto” com rendimento de

99.7 %.
TH-RMN (400 MHz, CDCls): § (ppm) = 6.91 (s, 1H), 6.04 (s, 1H), 4.47 (s, 1H), 3.35-
3.18 (m, 2H), 2.29-2.18 (m, 4H), 1.66-1.53 (m, 6H), 1.27 (s, 52H), 0.90 (s, 6H).

13C-RMN (100 MHz, CDCls): & (ppm) = 178.10 (3 x C=0), 61.60 (1 x CH), 53.21-26.46
(32 x CHa), 17.71 (2 x CHa).

FTIR (ATR): 3293, 2953, 2914, 2847, 1711, 1641, 1556, 1469, 1422, 1385, 1289, 1270,
1248, 1228, 1209, 1190, 1115, 941, 769, 718, 688 cm™".

ESI MS (m/z): 623.5718 [M+H] .
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3.2.2. Sintese do Composto G1(COOH)-C15

e Aty

CH2)4
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Figura 30: Estrutura do composto G1(COOH)-C;s

- Reacio de Amidacao

Num baldo, em banho de agua aquecida a 50 °C, dissolveu-se GO(COOH)-C15
(1.0 g, 1.605 mmol, 2eq.) em 30 mL de THF e 15 mL de DMF, adicionando em seguida
TEA (0.235 mL, 1.686 mmol, 2.1eq.). Apos 20 minutos, adicionou-se HBTU (640 mg,
1.686 mmol, 2.1eq.). Permitiu-se que a mistura reagisse durante 1 hora, monitorizando a
formag¢do do intermediario reativo (HOBt) por analise TLC (CHCl3/MeOH 9:1). Num
outro baldo, a temperatura ambiente, dissolveu-se éster metilico da L-lisina (187 mg,
0.803 mmol, leq.) em 15 mL de DMF, adicionando posteriormente TEA (0.235 mL, 1.686
mmol, 2.1eq.). Deixou-se a mistura reagir durante uns minutos, adicionando-a em seguida
a mistura do primeiro baldo. Obteve-se uma solu¢do sob a forma de precipitado branco,
onde reagiu durante 1 hora a temperatura ambiente. No final da reagdo, extraiu-se o THF
no evaporador rotativo € obteve-se uma pasta soélida. Esta foi filtrada a vacuo e lavada
com agua fria para retirar a DMF presente, e posteriormente com éter etilico frio de forma
a remover possiveis vestigios de agua. Por fim, colocou-se o produto obtido na bomba a
vacuo durante 60 a 90 minutos. Obteve-se o produto G1(COOMe)-C;s sob a forma de um

solido branco “solto” com rendimento de 90 %.
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- Reacao de Hidrdlise

Num baldo, em banho de dgua aquecida a 50 °C, dissolveu-se G1(COOMe)-Cis
(930 mg, 0.679 mmol, leq.), em 30 mL de CHCI3/MeOH (9:1). Apds solubilizagao total,
adicionou-se 1.7 mL de NaOH/MeOH (2 M, 5eq.), onde a reagao foi mantida em agitagdo
e monitorizada por TLC. A mistura reagiu durante 3 horas, e verificado o consumo total
do éster acidificou-se a solu¢do com HCI 0.4 M (pH 2-3). Sendo notoria a formagao de 2
fases imisciveis, procedeu-se a filtragdo a vacuo, lavando a pasta obtida com agua e éter
etilico frios. Para finalizar, colocou-se o produto resultante na bomba a vacuo durante 60
a 90 minutos. Obteve-se o produto alvo da reacdo G1(COOH)-Cis sob a forma de um

sélido branco “solto” com rendimento de 87 %.

IH-RMN (400 MHz, CDCls): 5 (ppm) = 11.55 (s, 3H), 11.03 (s, 3H), 8.30-8.23 (m, 3H),
7.08-7.03 (m, 6H), 6.04 (s, 8H), 5.41-5.17 (m, 27H), 5.12 (s, 95H), 4.79 (s, 12H).

3C-RMN (100 MHz, CDCL): & (ppm) = 178.16 (7 x C=0), 61.55 (3 x CH), 53.37-26.43
(68 x CHy), 17.10 (4 x CHs).

FTIR (ATR): 3299, 2915, 2848, 1737, 1635, 1546, 1465, 1377, 1267, 1247, 1225, 1207,
1187, 1127, 1001, 947, 719 cm™.

ESI MS (m/z): 1378.2030 [M+Na] .

Parte B: Sintese de dendrdes derivados de Acido Octandico

3.2.3. Sintese do Composto GO(COOH)-C7

0

H
N C/Hs
HO

CJ’H‘IEJ

Figura 31: Estrutura do composto GO(COOH)-C;
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Utilizando o método descrito na Parte A seccdo 4.2.1., obteve-se o produto

desejado sob a forma de um sélido branco “solto” com rendimento de 97 %.

IH-RMN (400 MHz, CDCl3): & (ppm) = 6.83 (s, 1H), 6.21 (s, 1H), 4.57 (s, 1H), 3.34-
3.18 (m, 2H), 2.29-2.19 (m, 4H), 1.66-1.56 (m, 8H), 1.29 (s, 18H), 0.91 (s, 6H).

I3C-RMN (100 MHz, CDCL): § (ppm) = 174.34 (3 x C=0), 52.04 (1 x CH), 38.87-22.63
(16 x CHy), 14.09 (2 x CHa).

FTIR (ATR): 3349, 3304, 2953, 2919, 2851, 1722, 1639, 1587, 1540, 1465, 1416, 1378,
1244, 1203, 1180, 1138, 1033, 1006, 968, 949, 859, 794, 770, 722, 679, 646, 624 cm™".

ESI MS (m/z): 421.3037 [M+Na] .

3.2.4. Sintese do Composto G1(COOH)-C7
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Figura 32: Estrutura do composto G1(COOH)-C;

Utilizando o método descrito na Parte A sec¢do 4.2.2., obteve-se o produto

desejado sob a forma de um sélido branco “solto” com rendimento de 91 %.

TH-RMN (400 MHz, CDCl3): § (ppm) = 7.4 (s, 3H), 6.21 (s, 3H), 4.56 (s, 3H), 3.51-3.33
(m, 6H), 2.38-2.17 (m, 8H), 1.92-1.80 (m, 23H), 1.30 (s, 33H), 0.90 (s, 12H).

I3C-RMN (100 MHz, CDCl3): § (ppm) = 173.90 (7 x C=0), 52.67 (3 x CH), 39.12-25.80
(36 x CHy), 13.92 (4 x CHa).
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FTIR (ATR): 3290, 2923, 2854, 1733, 1634, 1589, 1538, 1461, 1377, 1231, 1207, 1180,
1142, 721, 681, 615 cm™.

ESI MS (m/z): 929.7011 [M+Na] "
Parte C: Sintese de dendrdes derivados de Acido Araquidico

3.2.5. Sintese do Composto GO(COOH)-C19

2T

CigHag
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Figura 33: Estrutura do composto GO(COOH)-Cyo

Utilizando o método descrito na Parte A secg¢do 4.2.1., obteve-se o produto

desejado sob a forma de um s6lido branco “solto” com rendimento de 94 %.

TH-RMN (400 MHz, CDCls): § (ppm) = 6.88 (s, 1H), 6.25 (s, 1H), 4.41 (s, 1H), 3.26-
3.18 (m, 2H), 2.26-2.17 (m, 4H), 1.66-1.49 (m, 8H), 1.28 (s, 67H), 0.91 (s, 6H).

I3C-RMN (100 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 173.99 (3 x C=0), 36.77 (1 x CH), 31.91-25.81
(40 x CHy), 14.03 (2 x CHs).

FTIR (ATR): 3293, 2952, 2913, 2847, 1710, 1639, 1557, 1470, 1422, 1387, 1314, 1282,
1265, 1249, 1233, 1215, 1202, 1137, 1117, 942, 769, 718, 688 cm".

ESI MS (m/z): 735.6968 [M+H] "
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3.2.6. Sintese do Composto G1(COOH)-C19
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Figura 34: Estrutura do composto G1(COOH)-Ci9

Utilizando o método descrito na Parte A seccdo 4.2.2., obteve-se o produto

desejado sob a forma de um so6lido branco “solto” com rendimento de 82 %.

TH-RMN (400 MHz, CDCL3): & (ppm) = 7.67 (s, 3H), 7.15 (s, 3H), 4.38 (s, 3H), 3.34-
3.13 (m, 6H), 2.22-2.11 (m, 8H), 1.62-1.47 (m, 21H), 1.25 (s, 134H), 0.86 (s, 12H).

13C-RMN (100 MHz, CDCls): § (ppm) = 174.54 (7 x C=0), 57.49 (3 x CH), 49.25-22.48
(84 x CHy), 13.70 (4 x CHs).

FTIR (ATR): 3303, 3088, 2915, 2848, 1735, 1636, 1543, 1466, 1377, 1278, 1263, 1248,
1232, 1214, 1200, 1183, 1140, 947, 719, 611 cm™.

ESI MS (m/z): 1579.4595 [M-H]".
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Parte D: Sintese de dendrdes derivados de Acido Behénico

3.2.7. Sintese do Composto GO(COOH)-C21
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Figura 35: Estrutura do composto GO(COOH)-C5;

Utilizando o método descrito na Parte A seccdo 4.2.1., obteve-se o produto

desejado sob a forma de um s6lido branco “solto” com rendimento de 99.7 %.

TH-RMN (400 MHz, CDCL3): & (ppm) = 6.63 (s, 1H), 5.86 (s, 1H), 4.45 (s, 1H), 3.30-
3.24 (m, 2H), 2.38-2.17 (m, 5H), 1.66-1.62 (m, 9H), 1.30 (s, 73H), 0.91 (s, 6H).

3C-RMN (100 MHz, CDCl3): 5 (ppm) = 104.60 (3 x C=0), 51.24 (1 x CH), 34.10-24.75
(44 x CHy), 13.96 (2 x CH).

FTIR (ATR): 3295, 2952, 2914, 2847, 1710, 1641, 1558, 1470, 1420, 1385, 1287, 1256,
1242, 1226, 1212, 1057, 942, 805, 767, 718, 688 cm’".

MS (m/z): 791.7592 [M+H]".
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3.2.8. Sintese do Composto G1(COOH)-C21
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Figura 36: Estrutura do composto G1(COOH)-C5;

Utilizando o método descrito na Parte A seccdo 4.2.2., obteve-se o produto

desejado sob a forma de um so6lido branco “solto” com rendimento de 88 %.

TH-RMN (400 MHz, CDCL3): & (ppm) = 7.68 (s, 2H), 7.14 (s, 3H), 4.38 (s, 2H), 3.91-
3.85 (m, 6H), 2.22-2.12 (m, 8H), 1.60-1.47 (m, 23H), 1.25 (s, 149H), 0.86 (s, 12H).

13C-RMN (100 MHz, CDCls): § (ppm) = 174.54 (7 x C=0), 57.50 (3 x CH), 48.83-22.48
(92 x CHy), 13.70 (4 x CH).

FTIR (ATR): 3302, 2915, 2849, 1733, 1635, 1549, 1468, 1377, 1211, 1131, 719,
608 cm™'.

MS (m/z): 1690.5800 [M-H] .
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3.3. Ensaios de Atividade Antimicrobiana

Procedeu-se ao estudo dos revestimentos sintetizados com o objetivo de avaliar o
seu potencial biocida contra microrganismos (MO) frequentemente associados a
biodeterioracdo de material pétreo (Dias et al., 2020a; Dias et al., 2020b). Para tal, foram
selecionados trés microrganismos obtidos em contexto de contaminagdo pétrea,
previamente isolados de Pedras Naturais expostas ao ar livre e apresentando alteragdes
estéticas, nomeadamente duas bactérias (Bacillus cereus € Microbacterium sp.) € uma

levedura (Saccharomyces cerevisiae).
3.3.1. Preparacao dos Meios de Cultura

Os meios de cultura utilizados para o crescimento das estirpes ao longo do
trabalho experimental foram Nutrient Agar (NA) da HiMedia® e Nutrient Broth (NB) da
Ox0id®. A preparacio destes meios foi executada de acordo com a Tabela 2, sendo que
em seguida, os meios foram esterilizados em autoclave durante 15 minutos a 120 °C,

assegurando a eliminag¢do de contaminantes microbiologicos antes da sua utilizagdo.

Tabela 2: Composic¢do dos meios de cultura selecionados.

Meio de Cultura Composicao Valores (g/L)
Peptona 5.0
Extrato de levedura 1.5
Nutrient Agar (NA) Extrato proteico 1.5
Agar 15.0
Cloreto de sodio 5.0
Peptona 5.0
Extrato de levedura 2.0
Nutrient Broth (NB)
Extrato proteico 1.0
Cloreto de sodio 5.0
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3.3.2. Preparacio dos In6culos

Colocou-se em tubos de ensaio, previamente esterilizados, o meio de nutriente
agar (NA) a chama e deixou-se solidificar, com o objetivo de formar rampas de
crescimento (Figura 37). Em seguida, repicaram-se os microrganismos em estudo, com
ansas descartaveis, para os tubos de ensaio contendo o meio NA solidificado. Os tubos
foram posteriormente incubados na estufa a 30 °C durante 48 horas. Apos este periodo,

as rampas foram armazenadas a 4 °C até sua utilizagdo.

Figura 37: Meio de nutriente agar (NA) (a) e rampas de crescimento do microrganismo B. cereus (b)

O meio de nutriente agar (NA) utilizado para o crescimento dos microrganismos,
¢ um meio de cultura comercialmente disponivel e geralmente indicado para a cultura de
microrganismos unicelulares e algumas leveduras, sendo constituido por extrato de
levedura, extrato de carne, peptona, cloreto de sodio e agar. Estes componentes fornecem

todos os nutrientes necessarios para o crescimento das bactérias e da levedura em estudo.

E de realcar que os tubos de ensaio foram tapados com algoddo nas suas
extremidades, sendo que este serve como “rolha” para conservar o meio NA impede que
haja contaminacao promovendo a esterilidade e permite a passagem de ar, funcionando

também como um filtro.
3.3.3. Preparacio das Solucoes

A solucdo Tween 20 (polissorbato) ¢ um detergente ndo idnico que permite
solubilizar polimeros dendriticos organicos. Deste modo, preparou-se uma solugao Tween

a 0.5% através de diluigdes sucessivas.
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Relativamente aos revestimentos organicos sintetizados, foram preparadas
solugdes com trés concentragdes distintas, nomeadamente 1000, 2000 e 5000 ppm, todas
em triplicado. Pesou-se 10 mg de cada revestimento para microtubos, aos quais se
adicionou 2 mL de solu¢do Tween 0.5%. As suspensdes resultantes foram submetidas a
agitacdo no vortex e ultrassons, obtendo-se solugdes-made com concentracdo de 5000
ppm. A partir destas, prepararam-se solugdes de 2000 e 1000 ppm por diluicdes
sucessivas. Para além disto, um revestimento comercial selecionado foi diluido para
obten¢do de solugdes com as mesmas concentracoes dos revestimentos organicos em

estudo.
3.3.4. Avaliaciao do Potencial Antimicrobiano

A avaliacdo do potencial antimicrobiano realizou-se em microplacas de 96 pogos
estéreis, sendo que se recorreu a uma microplaca distinta para o crescimento de cada
estirpe em estudo. Neste sentido, em cada pogo, pipetou-se 80 uL de meio de cultura
liquido NB e adicionou-se 10 pL da solugdo correspondente a cada revestimento organico
(5000, 2000 ¢ 1000 ppm). Para a realizagdo do controlo negativo (branco), ao invés dos
revestimentos organicos pipetou-se 10 uL de dgua mili-Q estéril, de forma a averiguar o
crescimento microbiano na auséncia de qualquer influéncia dos revestimentos. De
seguida, ressuspenderam-se os microrganismos em agua mili-Q estéril e adicionou-se 10
uL da suspensdo microbiana para todos os pogos, incluindo o branco. E de ressalvar que
todo o procedimento de preparacdo da atividade antimicrobiana foi efetuado num
ambiente de assepsia. As placas foram incubadas a 37 °C num espetrofotometro UV-VIS
Thermo Scientific Multiskcan GO, com agita¢do a cada 5 minutos, até que o controlo

(estirpe + dgua mili-Q estéril) atingisse a fase estaciondria de crescimento microbiano.

O cloridrato de vancomicina da Sigma-Aldrich® foi utilizado como controlo
positivo para o estudo de crescimento das estirpes Micrococcus sp. € Bacillus sp., e a
anfotericina B 80% da TCI®, foi utilizada como controlo positivo para o estudo de

crescimento da estirpe Saccharomyces cerevisae.
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3.4. Estudo da compatibilidade fisica, quimica e estética com os substratos pétreos
3.4.1. Preparacao dos Provetes de Pedra Natural

Para o presente estudo, foram selecionados trés tipos de Pedra Natural
provenientes de pedreiras localizadas em territério portugués, comumente empregadas
em monumentos, nomeadamente calcario, marmore e granito (Fermo et al., 2014)
(Hashim et al., 2024). O calcério foi extraido do Macico Calcario Estremenho, tendo sido
cedido pela empresa SOLANCIS; o marmore ¢ de Vila Vicosa e foi fornecido pela
DIMPOMAR; por sua vez o granito foi extraido de Alpalhiao sendo cedido pela empresa
FILSTONE.

A escolha destes litotipos justificou-se pela sua ampla utilizagdo no patriménio
construido nacional e pelas diferencas nas suas propriedades fisico-quimicas (Tabela 1),
permitindo avaliar o desempenho dos revestimentos em contextos distintos e de forma a

obter resultados comparativos e abrangentes (Dias ef al., 2023; Hashim et al., 2024).

Os provetes dos litotipos foram cortados a himido em pequenos blocos standard
de dimensodes 3 x 3 x 0.4 cm com recurso a uma serra de corte (DISCOPLAN-TS,
Struers) (Figura 38). Em seguida, as superficies foram polidas com pano de
polimento carborundum (SiC P320, granulometria 46 um) de forma a uniformizar
a textura e obter superficies uniformes, eliminando imperfei¢des de corte. Apds o
polimento, os provetes foram lavados com 4gua destilada, secos na estufa a 40 °C

durante 24 h e deixados arrefecer.

Figura 38: Preparacdo dos provetes em blocos de 3 X 3 x 0.4 cm com recurso a uma serra de corte (a).
Amostras obtidas dos trés litotipos em estudo (calcario, marmore e granito) apos uniformizagdo das
superficies (b) sobre uma escala métrica e carta de calibragdo cromatica, para referéncia dimensional e
analise visual padronizada
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3.4.2. Aplicacao dos Revestimentos nos Provetes de Pedra Natural

Os provetes de cada litotipo foram submetidos a trés condigdes experimentais:
1) sem aplicagdo de revestimento (teste em branco);

2) aplicagdo dos polimeros sintetizados descritos na Secc¢ao 4.2.;

3) e aplicag¢do do revestimento hidrofobico comercial Protetor Placa de Pedra
Natural AXTON (AXTON, 0.5 L), produto liquido incolor impermeavel, para fins de

comparacgao.

Figura 39: Revestimento hidrofobico comercial Protetor Placa de Pedra Natural AXTON (a). Vial de um
dos revestimentos sintetizados [G1(COOH)-C15] em estado liquido (b). As imagens ndo estdo
representadas a escala

Para a preparagdo das solugdes dos polimeros sintetizados, pesou-se 50 mg de
cada produto, aos quais se adicionou 7 mL de isopropanol e 3 mL de dgua destilada. As
misturas foram sujeitas a agitacdo no vortex, seguida de ultrassons, de forma a obter
solugdes homogéneas. No caso do revestimento comercial, ndao foi necessaria qualquer
preparacdo adicional com isopropanol e dgua, tendo-se aplicado diretamente 10 mL do
produto de origem. A aplicagdo dos revestimentos nas superficies das pedras foi realizada
por pulverizagao, durante 3 segundos a uma distancia de aproximadamente 50 cm, para
garantir uma distribuicdo homogénea nas superficies das pedras. Apos este processo, 0s
provetes com os revestimentos aplicados foram deixados secar a temperatura ambiente

durante 24 h.
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Ap0s aplicacao dos revestimentos aplicados nas superficies das pedras, procedeu-
se aos ensaios de tensiometria 6tica com o objetivo de avaliar a eficacia hidrofobica dos
produtos, bem como aos ensaios de colorimetria para averiguar se 0os revestimentos
preservam as caracteristicas visuais originais dos litotipos, nomeadamente a cor ¢ o

brilho, garantindo a manutencao da sua aparéncia estética.
3.4.3. Estudo da Eficacia Hidrofébica por Tensiometria Otica

A eficacia hidrofobica dos revestimentos aplicados nos provetes em estudo foi
avaliada por tensiometria oOtica, através da medi¢cdo dos angulos de contacto estaticos (0)
de gotas de dgua depositadas sobre a superficie das pedras (Gabriele ef al., 2023; Hashim
et al., 2024). As medigoes foram executadas com recurso ao tensiometro Ramé-Hart a
temperatura ambiente (Figura 40a), sendo que os angulos (0) sao calculados por analise
computacional do software DROPimage, a partir de imagens digitais da gota na superficie

pétrea.

Para cada medicgdo, aplicou-se uma gota de agua desionizada (12 pL) sobre a
superficie da pedra (Figura 40b), medindo-se os angulos formados entre a linha de base
e as linhas tangentes a superficie da gota de dgua (Figura 40c) (Silva ef al., 2024). Para
cada provete, o angulo de contacto médio foi determinado a partir de, pelo menos, cinco

medicoes realizadas em diferentes partes da superficie pétrea.

Figura 40: Avaliagdo da eficicia hidrofobica dos revestimentos aplicados por tensiometria 6tica com
recurso ao tensiometro Ramé-Hart (a): gota de 4gua depositada na superficie da pedra (b) e medicao dos
angulos de contacto formados entre a linha de base e as tangentes ao perfil da gota (c)
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As medicdes dos angulos de contacto por tensiometria dtica, permitem avaliar a
eficacia hidrofobica dos revestimentos na superficie de cada provete, antes e depois da
aplicagdo destes nas pedras, bem como apds os ensaios de envelhecimento acelerado de

forma a aferir a durabilidade funcional dos produtos.
3.4.4. Ensaios de Colorimetria

Pretende-se determinar se os revestimentos protetores aplicados nas pedras
preservam as caracteristicas visuais originais dos litotipos, nomeadamente a cor, de forma
a garantir a manuten¢do da sua aparéncia estética. Para tal, realizou-se uma analise
colorimétrica, antes e depois da aplicagao dos compostos, bem como apos o processo de

envelhecimento acelerado.

Recorreu-se a um colorimetro portatil Konica Minolta (abertura MAV), tento sido
avaliada a cor dos provetes em triplicado (medigao realizada em trés pontos distintos da

sua superficie) para a reduzir o impacto da heterogeneidade do material.

Figura 41: Instrumento de analise colorimétrica - Colorimetro portatil Konica Minolta (abertura MAV)

O colorimetro portatii mede a luz refletida pelas pedras em diferentes
comprimentos de onda e converte os dados espetrais obtidos em coordenadas numéricas
no sistema de cores CIELAB (Figura 42) (Dias et al., 2020b). Este sistema representa a

cor através de trés parametros principais:
L* que indica a luminosidade (0 = preto absoluto; 100 = branco absoluto);

a* que corresponde ao eixo vermelho—verde (valores positivos = vermelho;

valores negativos = verde);

e b* correspondente ao eixo amarelo—azul (valores positivos = amarelo; valores

negativos = azul)

53



CAPITULO III - PARTE EXPERIMENTAL

Verde - P Vermelho
-a* s B i / +a

Preto

Figura 42: Sistema de cores CIELAB representado pelos trés pardmetros principais: L*, a* e b*
(adaptado de M. G. Silva et al., 2016)
A variagdo cromatica total é expressa pela diferenca total de cor (AE*) que integra
os trés parametros segundo a Equacio 1, em que AL*, Aa* e Ab* correspondem as
diferencas entre os valores medidos antes e depois da aplicagao dos revestimentos nos

provetes de pedra (Silva et al., 2024).

Equagio 1 AE* = V/AL*2 + Aa2 + Ab*?

A Equacio 1 pode ser reescrita na Equacio 2, em que nesta formulagdo, “0”
representa a cor inicial da pedra e “t” indica a cor medida apds a aplicacdo dos

revestimentos, ou ap6s os ensaios de envelhecimento acelerado (Silva ef al., 2024).
Equaciio 2 AE* = [(L¢* — Lo*)? + (ac* — ao*)? + (be* — bo*)?]"2

De acordo com o sistema CIELAB e no contexto de conservacao do patrimoénio,
considera-se que variagdes de cor sdo impercetiveis a olho nu quando o valor de AE* ¢

inferior a 5 (Armal ef al., 2023).
3.4.5. Permeabilidade ao Vapor de Agua

A difusdo do vapor de agua através da Pedra Natural ¢ uma propriedade
fundamental a ser avaliada na eficacia dos revestimentos hidrofobicos (Eyssautier-Chuine
et al., 2018). Estes revestimentos protetores devem permitir a permeabilidade ao vapor,
de modo a preservar a “respirabilidade” do substrato pétreo, pois a sua obstrucao pode
originar a acumulacdao de humidade interna, induzindo tensdes mecanicas que, a longo
prazo, podem comprometer a integridade estrutural da pedra, conduzindo a fissuras ou

até fraturas (Armal et al., 2023).
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Neste sentido, foram conduzidos testes de permeabilidade ao vapor de dgua nas
pedras em estudo apds aplicacdo dos revestimentos hidrofobicos. Aplicou-se o método
do copo para medir a transmissdo do vapor de agua (Armal et al., 2023; Hashim et al.,
2024). Foram preparados recipientes, preenchidos com algoddo e 1 cm de 4gua destilada
para criar um ambiente totalmente himido. Posteriormente, cada amostra de pedra foi
colocada na superficie do recipiente e recorreu-se a silicone para vedar potenciais pontos

de entrada de ar.

Cada conjunto composto por recipiente-agua-litotipo foi pesado em gramas e
mantidos a uma temperatura de 23 °C. Os conjuntos foram pesados periodicamente a cada
24 h durante 10 dias até apresentarem uma diferenca de massa inferior a 0.1%, momento

em que o ensaio foi concluido (Armal et al., 2023; Hashim ez al., 2024).

Figura 43: Método do copo com algumas das pedras em estudo prontas as medigdes diarias (a). Craveira
utilizada para a medigdo da espessura das pedras (b)

A permeabilidade ao vapor de 4gua (K) foi calculada através da Equacio 3

(Armal et al., 2023), onde:

“G” corresponde a variagdo da massa em fun¢do do tempo (fluxo do vapor de
agua); “e” indica a espessura das pedras em estudo;

“A” corresponde a area por onde o vapor de dgua atravessa as amostras;

e AP corresponde a variacdo da pressdao do vapor de agua dentro e fora do
recipiente.

Equag¢io3 K= AG?. e (g. m'. s Pal), sendo G = Am/At (g.s™)

A permeabilidade ao vapor de 4gua (K) estd diretamente relacionada com a
porosidade das pedras, sendo que a porosidade pode influenciar a compatibilidade dos

revestimentos hidrofobicos aplicados nas pedras (Armal et al., 2023).

55



CAPITULO III - PARTE EXPERIMENTAL

3.4.6. Ensaios de Envelhecimento Acelerado

Um aspeto essencial a avaliar nos revestimentos aplicados em materiais pétreos,
¢ a sua durabilidade, quando submetidos a condigdes atmosféricas controladas. A
durabilidade corresponde a capacidade de o revestimento manter a sua funcionalidade
mesmo sob diferentes condi¢des ambientais varidveis, ao longo do tempo (Collins &
Safiuddin, 2022). Assim, procedeu-se a analise do desempenho dos revestimentos
sintetizados, aplicados nos litotipos em estudo, quando expostos a condigdes climaticas

simuladas em ensaios de envelhecimento acelerado.

As amostras foram submetidas ao envelhecimento artificial numa camara
climatica QUV-Accelerated Weathering Tester seguindo o método padrao ASTM G154-
C7 (Figura 44). Este método envolve 15 min de aspersdo de dgua, 3 h 45 min de
condensagdo a 50 °C e 8 h de radiagdo UVA com um comprimento de onda de 340 nm, a
60 °C (irradiancia de 0.75 W/m2). Aplicou-se um total de 28 ciclos, sendo que cada ciclo
durou 12 h, correspondendo a 14 dias de ensaio. O programa de envelhecimento seguiu a
norma ASTM G154, sendo o modelo globalmente adotado para avaliar o desgaste deste

tipo de materiais (Armal ef al., 2023; Hashim et al., 2024).

Para avaliar a durabilidade dos revestimentos aplicados nas amostras de pedra, os
angulos de contato estaticos (ensaios de tensiometria Otica) e alteragdes de cor (ensaios
de colorimetria) foram medidos apds o ensaio, de forma a comparar a eficicia da
hidrofobicidade apds as condigdes submetidas e averiguar se as pedras conservaram as

suas propriedades estéticas (cor).

Figura 44: Camara climatica QUV-Accelerated Weathering Tester utilizada nos ensaios de
envelhecimento acelerado para analise do desempenho dos revestimentos sintetizados
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Todas as verdades sdo faceis de perceber depois de terem sido descobertas;
o problema é descobri-las.

— Galileu Galilei
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4.1. Analise dos Polimeros Obtidos

Tendo como principal objetivo o desenvolvimento e aplicacdo de novos polimeros
dendriticos, realizou-se uma sequéncia de sinteses convergentes tendo como material de
partida lisina metil éster. O primeiro passo desta estratégia sintética, consistiu em

converter o éster metilico da L-lisina numa amida através de uma reacao de amidagao.

A formacao de ligagdes amida, pode ser realizada pelo acoplamento de aminas e
acidos carboxilicos, sendo que este processo envolve a ativagdo prévia do acido
carboxilico tornando-o mais suscetivel ao ataque nucleofilico da amina (Agudo-Alvarez
et al., 2024). Para esta metodologia, utilizam-se frequentemente agentes de acoplamento,
como o HBTU (Figura 45), que promove a formac¢do de um intermedidrio ativado do
acido carboxilico e facilitando assim o ataque nucleofilico da amina e a consequente

formagdo da ligagdo amida (Agudo-Alvarez et al., 2024).

P_
+N\
\'N _
N PFg
"'}“NMe
Me,N ?

Figura 45: Agente de acoplamento HBTU para formagio de ligagdes amida (adaptado de Agudo-Alvarez
et al., 2024)

Na Figura 46, ¢ apresentado o mecanismo da reagdao de amidac¢do utilizando o
agente de acoplamento HBTU como reagente. Neste mecanismo, o acido na presenca de
uma base terciaria, forma o anido carboxilato, que promove um ataque nucleofilico no
centro eletrofilico do grupo guanidinio. Isto conduz a ativacio de um éster
benzotriazolilico (intermediario reativo) que consequentemente sofre um ataque
nucleofilico pela amina correspondente, resultando na amida desejada. Como produto

secundario desta reagio, é obtido HOBt (Agudo-Alvarez et al., 2024).
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Figura 46: Mecanismo da reacdo de amidagdo usando HBTU como reagente de acoplamento (adaptado
de Agudo-Alvarez et al., 2024)

Através do método de acoplamento por HBTU, os produtos secundarios sao
facilmente separaveis do produto desejado, facilitando o processo de purificacdo. O uso
de bases terciarias como a trietilamina (TEA) ¢ fundamental neste tipo de reacdo, uma
vez que desprotona o acido carboxilico, promovendo a formacdo da espécie carboxilato
mais reativa. Assim, a aplicacdo deste método permite a obtencao de amidas com bons

rendimentos e em condi¢des reacionais controladas.

A hidrolise de ésteres em acidos carboxilicos € uma transformacao organica muito
comum em quimica, pois fornece 4cidos carboxilicos a partir dos ésteres correspondentes.
De acordo com a literatura, utilizando esta abordagem, sdo expectaveis rendimentos na
ordem dos 80 a 90%. Os rendimentos obtidos na presente investigacdo encontram-se
dentro ou acima deste intervalo, estando, portanto, em concordancia com os valores

descritos (Theodorou et al., 2007).

Na Figura 47 encontra-se esquematizada a sequéncia de sintese adotada para a
obten¢do dos compostos alvo, tendo como material de partida a lisina metil éster. A
estratégia desenvolvida envolveu a realizacdo de sucessivas reacdes de amidacdo e
hidrolise, permitindo a modificagdo controlada da molécula inicial e a obten¢do dos

derivados pretendidos.
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Figura 47: Mapa de reagdes envolvendo o éster metilico da L-lisina como material de partida

Ap0s realizagdo das reacdes de amidacao e hidrélise, a obtencdo dos compostos
sintetizados foi confirmada através de técnicas espetroscopicas e espetrométricas,
nomeadamente por ressonancia magnética nuclear de protio ('"H-RMN) e de carbono
(3C-RMN), espetroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e
espetrometria de massa (MS). Tendo em conta a semelhanca espetral entre os diferentes
acidos gordos estudados, procede-se a analise dos espetros do composto a base de acido
palmitico (GOC15), selecionado como composto representativo. Os espetros dos restantes

compostos encontram-se incluidos em Anexo.

Relativamente a reagdo de amidagdo, obteve-se o seguinte espetro de 'H-RMN

para o composto GO(COOMe)-C15 (Figura 48).
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Figura 48: Espetro de '"H-RMN do composto GO(COOMe)-C15 realizado em CDCl;

A anélise do espetro de 'H-RMN (Figura 48), confirma o sinal intenso do grupo
metilico do éster (-COOCH3) a 0 3.06 ppm e evidencia a insercdo dos grupos amida
através de dois singuletos a campo baixo, nomeadamente 8 5.76 e 6.25 ppm (-NHz). Os
restantes sinais, bem como as respetivas integracoes e multiplicidades, encontram-se de
acordo com o esperado para o composto sintetizado, comprovando o sucesso da reagao

de amidacao.

Em seguida, apos a reacdo de hidrolise, obteve-se o seguinte espetro de 'H-RMN

para o composto GO(COOH)-C15 (Figura 49).
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Figura 49: Espetro de '"H-RMN do composto GO(COOH)-C135 realizado em CDCl;

Por analise do espetro de 'H-RMN (Figura 49), verifica-se o desaparecimento do

sinal anteriormente atribuido ao grupo metilico do éster (-COOCH3), evidenciando a sua

conversao no correspondente acido carboxilico. Para além disto, permaneceram presentes

dois singuletos a campo baixo (3 6.04 e 6.91 ppm), confirmando que os grupos amidas

mantiveram-se estruturalmente intactos durante o processo. Deste modo, a comparacdo

dos espetros 'H-RMN obtidos (Figura 48 ¢ Figura 49), demonstra que a reagio de

hidroélise ocorreu seletivamente ao nivel do grupo éster, sem comprometer a integridade

das restantes funcionalidades da molécula.

Tendo em conta que a analise por 'H-RMN evidencia o desaparecimento do sinal

caracteristico do CH3 do grupo éster, procedeu-se a caracteriza¢do por *C-RMN com o

objetivo de confirmar a conversdo do grupo éster no correspondente acido carboxilico.

Em seguida, apresenta-se na Figura 50 o espetro *C-RMN do composto GO(COOH)-

C15).
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Figura 50: Espetro de 3*C-RMN do composto GO(COOH)-C15 realizado em CDCls
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A aniélise do espetro de *C-RMN evidencia a presenca de um sinal na regido &

170-180 ppm, correspondente ao carbono do grupo carboxilico e aos carbonilos das

amidas, confirmando que o composto foi hidrolisado. O intenso sinal observado a 6 80

ppm corresponde ao carbono do solvente deuterado utilizado, cloroférmio-d (CDCl3), ndo

estando relacionado com a estrutura do composto em estudo. Os restantes sinais do

espetro, encontram-se de acordo com a estrutura da molécula, comprovando o sucesso da

reacao de hidrolise.

A caracterizagdo por FTIR dos compostos, foi realizada com recurso a um

espetrometro equipado com um acessorio de refletdncia total atenuada (ATR), utilizando

uma placa de cristal de diamante. A Figura 51 apresenta o espetro FTIR obtido para o

composto GO(COOH)-C15.
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Figura 51: Espetro FTIR do composto GO(COOH)-C15

A andlise do espetro FTIR confirmou a presenga de grupos funcionais
caracteristicos do composto em estudo. Em primeiro lugar, detetou-se a presenca do grupo
carbonilo (C=0), na regido 1820-1640 cm™'. Considerando a presenca desta liga¢do,

procedeu-se a identificagdao dos possiveis grupos funcionais associados.

A banda observada a 2913 cm™! corresponde a vibragdo de estiramento do grupo
hidroxilo (O—H), caracteristica de acidos carboxilicos. Estes resultados confirmam que o
composto € constituido pelo grupo acido carboxilico. Adicionalmente, verificou-se a
presenca de uma banda a 3293 cm™, atribuida ao estiramento N-H, comprovando a

presenca de grupos amida na estrutura molecular do composto.

Em seguida, a caracterizacdo por espectrometria de massa dos compostos foi
realizada utilizando a técnica de ionizagao por electrospray (ESI). A Figura 52 apresenta

o espetro de ESI-MS obtido para o composto GO(COOH)-C15.
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Figura 52: Espetro de ESI-MS do composto GO(COOH)-C15

A partir da analise do espetro de ESI-MS obtido, é possivel identificar um sinal
bem definido correspondente ao ido molecular protonado [M+H] *, observado a m/z
623.5718. Este valor encontra-se de acordo com a massa molecular teorica calculada para
o composto sintetizado, nomeadamente m/z 623.57, evidenciando uma excelente
correspondéncia entre os dados experimentais e os valores previstos. Deste modo, a

detecao do iao [M+H] *a m/z 623.5718 confirma a obten¢ao do composto pretendido.
4.2. Estudo da Atividade Antimicrobiana

O presente estudo tem como objetivo avaliar a influéncia dos revestimentos no
crescimento microbioldgico, analisando a sua atividade antimicrobiana face a diferentes
microrganismos. Os trés microrganismos selecionados para o estudo sdo designadamente

Bacillus cereus, Micrococcus sp. € Saccharomyces cerevisiae.
4.2.1. Mecanismos de Atividade Antibacteriana

Os revestimentos em estudo apresentam na sua composi¢ao acidos gordos, que
consistem numa cadeia longa de 4tomos de carbono saturados. Numa extremidade da
cadeia encontra-se um grupo carboxilo (-COOH), de carécter hidrofilico, e a outra
extremidade composta pela cadeia hidrocarbonada, possui propriedades hidrofobicas que

confere aos 4cidos gordos um caracter global anfipatico (Desbois & Smith, 2010).

A Figura 53 ilustra uma representacao dos principais mecanismos de atividade
antibacteriana por 4cidos gordos ao nivel das membranas celulares bacterianas. Para

melhor visualizagdo, ¢ apenas ilustrada a membrana celular interna bacteriana.
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Figura 53: Representacdo esquematica dos possiveis mecanismos de ag@o antibacteriana por acidos
gordos nas membranas celulares bacterianas (adaptado de Yoon ef al., 2018)

Como representado na Figura 53, os acidos gordos podem afetar a atividade
bacteriana, tendo como principal alvo as membranas celulares das bactérias,
comprometendo a sua integridade e interferindo em processos essenciais de funcdo
celular (Desbois & Smith, 2010; Yoon et al., 2018). Entre os principais processos,
destacam-se a cadeia transportadora de eletrdes e a fosforilacdo oxidativa, pois sdo
essenciais para a produ¢do de energia das células. Os dois processos estdo interligados,
de modo que os 4cidos gordos tém a capacidade de interromper o processo da cadeia de
transporte de eletrdes, ligando-se aos transportadores de eletrdes ou alterando a
integridade da membrana, bem como interferindo na fosforilagdo oxidativa, diminuindo

o potencial de membrana e o gradiente de protdes (Yoon et al., 2018).

Para além disto, os acidos gordos podem prejudicar a absorcao ativa de nutrientes
pelas bactérias, atuando diretamente sobre as proteinas transportadoras, ou indiretamente
por redugdo da disponibilidade de ATP (Setlow, 2016). Adicionalmente, a agao dos acidos
gordos pode envolver a inibi¢ao da atividade enzimatica, nomeadamente desidrogenases
da cadeia respiratdria; formacao de produtos toxicos resultantes de peroxidagdo e auto-

oxidagdo lipidica; e desorganizagao de proteinas associadas a membrana (Setlow, 2016).

Deste modo, a desestabilizagdo da membrana celular pode causar o aumento da
permeabilidade celular e lise celular, levando a inibi¢ao do crescimento celular bacteriano

(acdo bacteriostatica) ou a morte celular (a¢do bactericida) (Yoon et al., 2018).
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4.2.2. Avaliacao da Atividade Antimicrobiana em Bacillus cereus

A avaliagdo da atividade antimicrobiana para a bactéria Bacillus cereus, foi
realizada em meio de cultura liquido (NB), sendo testado cada revestimento em trés
concentragdes diferentes, nomeadamente 100, 200 e 500 ppm. Os resultados relativos a
taxa de inibi¢do do crescimento (%) desta estirpe apresentam-se na Tabela 3.

Tabela 3: Taxa de inibi¢do do crescimento da bactéria Bacillus cereus, em trés concentragdes diferentes

dos revestimentos aplicados, nomeadamente 100, 200 e 500 ppm (a: solugdo pura; b: solucdo diluida
2.5x; c: solugao diluida 5x)

Taxa de Inibi¢ao (%)
Revestimento 100 ppm | 200 ppm | 500 ppm
G0C7 0 0 0
G1C7 11,0 37,2 48,7
GOC15 0 0 0
G1C15 0 0 0
GO0C19 0 0 0
G1C19 0 0 0
G0C21 0 0 0
G1C21 0 0 0
Revestimento Comercial 43,4 ¢ 63,4° 83,52
VYancomicina 27,7 31,9 38,0

De acordo com a Tabela 3, verifica-se que G1C7 foi o unico composto que
induziu inibi¢do ao crescimento desta estirpe, € que um aumento da concentragdo do
composto se reflete numa maior inibigdo. Também se observa potencial antimicrobiano
para o composto comercial nesta estirpe, € que o aumento da sua concentragdo também
se reflete numa maior inibigdo. Assim, podemos considerar que apenas um revestimento

foi eficaz na redu¢do da taxa de crescimento de B. cereus.

O modo de agdo dos compostos anfipaticos em estudo baseia-se na perturbagao
da membrana celular bacteriana, conduzindo a perda da sua integridade estrutural e,
consequentemente, a inibicdo do crescimento microbiano (Setlow, 2016). Os resultados
sugerem que, existe um comprimento 6timo de cadeia alifatica que perturba a integridade
membranar bacteriana, nomeadamente o 4cido gordo de cadeia mais curta (C7), e que
cadeias alifaticas mais longas (C15, C19 e C21) ndo evidenciam qualquer atividade

antimicrobiana para a presente estirpe.
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Tal pode estar relacionado com os aumentos do comprimento das cadeias
hidrocarbonadas que conferem maior caracter hidrofébico a molécula, reduzindo a sua
polaridade. Consequentemente, a sua solubilidade diminui, o que limita a capacidade do
composto para interagir com a membrana plasmatica do microrganismo. Adicionalmente,
o maior caracter hidrofobico dos compostos pode dificultar o acesso dos grupos lisina a
superficie bacteriana, comprometendo a sua interagdo com os constituintes da membrana
de Bacillus cereus, pois sendo a lisina a fracdo polar responsavel pela interacdo com a
membrana dos microrganismos, a sua menor disponibilidade funcional traduz-se numa

reducao do efeito antimicrobiano.

Para além disto, o facto de apenas a geragdo 1 do composto G1C7 apresentar
atividade (contendo quatro grupos lisina e quatro caudas hidrofébicas), enquanto a
geracdo 0 do composto GOC7 ndo evidencia efeito (contendo apenas dois grupos lisina e
duas caudas hidrofobicas), sugere que um maior nimero de grupos lisina e caudas
hidrofébicas potencia a interagdo com a membrana celular bacteriana. Este aumento da
densidade de carga positiva da molécula favorece as interagdes com os fosfolipidos
anidnicos da membrana, intensificando a desorganizagao estrutural e, consequentemente,

o efeito antimicrobiano.
4.2.3. Avaliagao da Atividade Antimicrobiana em Micrococcus sp.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana para a bactéria Micrococcus sp., foi
realizada em meio de cultura liquido (NB), testando cada revestimento em trés
concentragdes diferentes, nomeadamente 100, 200 e 500 ppm. Os resultados relativos a

taxa de inibi¢do do crescimento (%) desta estirpe apresentam-se na Tabela 4.

De entre os compostos estudados, verifica-se que o composto G1C7 inibiu o
crescimento da estirpe para uma concentragdo minima de 200 ppm, e que um aumento da
concentracdo do composto implicou uma maior inibi¢cdo. Alguns compostos induziram
inibicao ao crescimento da bactéria para a menor concentracao estudada (100 ppm), ndo
se verificando uma correlagdo entre o aumento da concentra¢do do composto € o seu
efeito inibidor. Observou-se também potencial antimicrobiano no composto comercial

para esta estirpe, e que o aumento da sua concentragdo se reflete numa maior inibigao.
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Tabela 4: Taxa de inibigdo do crescimento da bactéria Micrococcus sp., em trés concentragdes diferentes
dos revestimentos aplicados, nomeadamente 100, 200 e 500 ppm (a: solugdo pura; b: solucio diluida
2.5x; c¢: solugdo diluida 5x)

Taxa de Inibi¢ao (%)
Revestimento 100 ppm | 200 ppm | 500 ppm
G0C7 0 0 0
G1C7 0 22.5 43.4
GOC15 0 0 0
G1C15 10.6 0 0
GO0C19 0 0 0
G1C19 24 0 0
G0C21 0,6 0 0
G1C21 15.1 0 0
Revestimento Comercial 24.1¢ 37.4° 67.52
Vancomicina 90.8 88.3 94.5

Tendo em conta que o mecanismo de acdo dos compostos anfipaticos esta
associado a sua capacidade de interagir com a membrana celular bacteriana, levando a
perda da sua integridade estrutural e a consequente inibi¢do do crescimento microbiano
(Setlow, 2016), os resultados obtidos na Tabela 4, podem estar associados a acdo do
grupo polar lisina, cuja carga positiva favorece interagdes com os fosfolipidos anidnicos
da membrana, promovendo a sua desorganiza¢do. Assim, uma maior disponibilidade
funcional dos grupos lisina traduz-se num aumento do efeito antimicrobiano. Neste
sentido, apenas os compostos de geracdo 1 (G1), que possuem quatro grupos lisina e
quatro caudas hidrofobicas, demonstram atividade, sugerindo que a presenga de um maior
nimero de grupos lisina e caudas hidrofobicas potencia a interacdo com a membrana
bacteriana. Em contraste, os compostos de geracao 0 (GO) com apenas dois grupos lisina,
ndo evidenciam atividade relevante para a estirpe em estudo, com excecao do GOC21,

cuja inibi¢ao inferior a 1% € pouco significativa.

Os resultados indicam que todos os acidos gordos incluidos no composto G1, com
diferentes comprimentos de cadeia alifatica (C7, C15, C19 e C21), apresentam
capacidade de interacdo com a membrana bacteriana, sendo os melhores resultados
obtidos pelo acido gordo de cadeia mais curta (G1C7). O facto de o efeito se verificar
apesar do maior comprimento das cadeias hidrocarbonadas, sugere que, relativamente ao

mecanismo de acdo contra esta estirpe, o aumento do cardcter hidrofébico nao
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compromete o acesso dos grupos lisina a superficie celular, nem a sua interagdo com os

constituintes da membrana bacteriana de Micrococcus sp..

Verifica-se ainda que o 4acido gordo de cadeia mais curta (C7) ndo apresenta efeito
inibitério na menor concentra¢do testada (100 ppm), indicando a necessidade de
concentragdes superiores (200 e 500 ppm) para exercer atividade antimicrobiana. Por
outro lado, os compostos com cadeias alifaticas mais longas (C15, C19 e C21)
demonstram inibi¢ao a 100 ppm, sendo que a atividade antimicrobiana ¢ alcancada na

concentra¢cdo minima testada.

Neste sentido, os resultados obtidos evidenciam uma resposta distinta entre as
duas bactérias, Bacillus cereus e Micrococcus sp. aos revestimentos aplicados,
verificando-se maior suscetibilidade da Micrococcus sp. a perturbagdes hidrofobicas, e

consequentemente a inibi¢do do crescimento.

A bactéria Micrococcus sp., na presenca de acidos gordos de cadeia longa,
apresenta elevada permeabilizacdo da membrana e rapida perda de viabilidade devido a
facilidade de adsorc¢ao destes compostos a superficie celular e a penetragdo da fragdo
hidrofébica na bicamada lipidica (Desbois & Smith, 2010; Yoon et al., 2018). Esta
interacdo conduz a desorganizacdo da membrana, perda de integridade celular e
consequente inibi¢do do crescimento bacteriano, explicando assim a maior eficicia das

formulacdes testadas contra este microrganismo (Skipper ef al., 2022).

Por outro lado, B. cereus apresenta menor suscetibilidade aos compostos testados,
sendo ativa apenas a formulagdo com cadeia C7 na geracao 1. Tal pode refletir diferencas
na fluidez membranar, composicao lipidica e organizacao estrutural da membrana desta
estirpe, que condicionam a interagdo dos compostos anfifilicos com a membrana

microbiana.
4.2.4. Avaliacao da Atividade Antimicrobiana em Saccharomyces cerevisiae

A avaliacdo da atividade antimicrobiana para a levedura Saccharomyces
cerevisiae foi realizada em meio de cultura liquido (NB), testando cada revestimento em
trés concentracdes diferentes, nomeadamente 100, 200 e 500 ppm. Os resultados relativos

a taxa de inibi¢do do crescimento (%) desta estirpe encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5: Taxa de inibigdo do crescimento da levedura Saccharomyces cerevisiae, em trés concentragdes
diferentes dos revestimentos aplicados, nomeadamente 100, 200 ¢ 500 ppm (a: solugdo pura; b: solugido
diluida 2.5x; c: solu¢@o diluida 5x)

Taxa de Inibi¢ao (%)
Revestimento 100 ppm | 200 ppm | 500 ppm
GoC7 0 0 46.0
G1C7 23.0 69.9 93.4
GOC15 40.0 0 0
G1C15 0 36.7 254
G0C19 22.9 0 0
G1C19 56.1 43.1 0
G0C21 52.6 29.5 0
Gl1C21 56.8 41.9 0
Revestimento Comercial 98.0°¢ 96.7 80.62
Anfotericina B 100.0 100.0 100.0

Por anélise da Tabela S, verifica-se que o composto G1C7 induziu inibi¢cao no
crescimento da estirpe, € que um aumento da concentracdo do composto se reflete numa
maior inibicdo, estando de acordo com os resultados obtidos para os microrganismos
Bacillus cereus e Micrococcus sp. O composto GOC7 revelou inibi¢ao ao crescimento da
estirpe, mas apenas para a concentracao mais elevada (500 ppm). Em contraste, a maioria
dos compostos induziram inibi¢do ao crescimento da estirpe para as menores
concentragdes estudadas (100 ppm e 200 ppm). Adicionalmente, verifica-se uma maior
taxa de inibi¢do para a menor concentra¢ao (100 ppm), ndo demonstrando uma correlagao
entre o aumento da concentracdo do composto e o seu efeito inibidor. Relativamente ao
composto comercial face a esta estirpe, verifica-se potencial antimicrobiano, no entanto

ndo ¢ verificada correlacao entre a sua concentragao e o seu efeito inibitorio.

A levedura Saccharomyces cerevisiae € um organismo eucariotico cuja membrana
plasmatica rica em ergosterol (essencial para a viabilidade celular), constitui o principal
alvo da acdo dos acidos gordos. A maior complexidade estrutural da levedura implica
alvos moleculares adicionais, aumentando a suscetibilidade a compostos anfipaticos, que
por sua vez conduzem a desorganizacdo da membrana plasmdtica e comprometem

fungoes celulares vitais (Desbois & Smith, 2010).
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Os resultados obtidos para Saccharomyces cerevisiae demonstram que todos os
compostos sintetizados apresentam efeito antimicrobiano contra esta estirpe, salientando
que os compostos contendo acidos gordos de cadeia mais curta (C7) exibiram um maior
potencial inibitério. Este padrao ¢ consistente com o observado para os microrganismos
analisados anteriormente, reforcando a influéncia do comprimento da cadeia alifatica na

atividade bioldgica dos compostos anfifilicos.

Contudo, para os compostos GIC15, GIC19, GOC21 e G1C21, apesar de se
observar atividade antimicrobiana, ndo se verifica uma correlacdo direta entre a
concentragdo e o efeito inibitorio, registando-se perda de atividade em concentracdes
mais elevadas. Este comportamento pode estar associado a natureza anfifilica dos
compostos, que induz a formacdo de agregados moleculares com o aumento da
concentragao, reduzindo a fragdo ativa disponivel para interagdo com a membrana celular.
Deste modo, diminui a dispersio dos compostos no meio e limita a sua
biodisponibilidade, comprometendo a eficacia antimicrobiana (Loffredo et al., 2020;

Vazquez-Muioz et al., 2019).

Assim, a atividade observada a concentragcdes mais baixas pode refletir maior
disponibilidade de moléculas dispersas, enquanto concentracdes superiores promovem
agregacdo, reducdo da solubilidade e consequente diminuig¢do da atividade biologica.
Portanto, o aumento do comprimento da cadeia influencia a sua atividade antimicrobiana
até certo ponto, apos o qual a atividade diminui devido a agregacao, reduzindo a atividade

microbiologica (Loffredo et al., 2020; Vazquez-Mufioz et al., 2019).
4.3. Estudo das Propriedades Hidrofébicas por Tensiometria Otica

O ensaio de tensiometria Otica decorreu através da medicdo dos angulos de
contacto estaticos (0) de gotas de agua depositadas sobre a superficie das pedras em
estudo, nomeadamente marmore, calcario e granito. Com a realizacdo deste ensaio,
pretende-se averiguar a eficicia hidrofobica dos revestimentos sintetizados depois da
aplicagdo destes nas pedras, bem como a manuten¢do das suas propriedades apos os

ensaios de envelhecimento acelerado (Armal et al., 2023; Hashim et al., 2024).
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4.3.1. Estudo da Eficacia dos Revestimentos

Um revestimento hidrofobico ¢ considerado eficaz quando a superficie pétrea
apresenta dngulos de contato com a agua superiores a 90° (6 > 90°). Na Figura 54,
encontram-se os resultados dos angulos de contato estaticos obtidos para os diferentes

substratos em estudo.
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Figura 54: Representacdo grafica da eficacia hidrofobica dos revestimentos aplicados, com base nos
angulos de contato estaticos da agua medidos em diferentes litotipos
Por observagao grafica da Figura 54, verifica-se que os resultados obtidos variam
entre os diferentes litotipos, devido aos diferentes niveis de porosidade de cada um. De
acordo com a literatura consultada, era expectavel que o calcario apresentasse angulos de
contacto mais elevados, uma vez que possui maior a porosidade aberta quando comparado

com o marmore e o granito (Armal et al., 2023; Hashim et al., 2024).

E possivel observar que o revestimento comercial e quatro dos revestimentos
sintetizados, nomeadamente GOC19, GOC21, G1C19 e G1C21, exibiram comportamento
hidrofébico quando aplicados nas pedras de calcdrio e marmore, evidenciando valores de
angulos de contacto com a agua superiores a 90°, compreendidos entre 99° e 134°. No
caso do granito, apenas o comercial e trés destes revestimentos demonstram eficacia
hidrofobica, designadamente GOC21, G1C19 e G1C21. Portanto, os resultados indicam
que 50 % das formulagdes sintetizadas apresentam propriedades hidrofobicas quando

aplicados nestes litotipos, sendo a tinica exce¢do o composto GOC19 para o substrato de
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granito, com angulo de contacto estatico inferior a 90°. Adicionalmente, observa-se que
os revestimentos GOC7, GOC15, G1CO e G1C15 nao possuem eficacia hidrofobica

independentemente da superficie da pedra na qual sejam aplicados.

A principal caracteristica que diferencia os revestimentos entre si ¢ 0 comprimento
das cadeias alifaticas dos acidos gordos, a qual tem influéncia nos resultados obtidos.
Formulagdes com cadeias alifaticas mais curtas, compostas por 7 ou 15 atomos de
carbono, ndo evidenciam comportamento hidrofobico (60 < 90°), no entanto, cadeias
alifaticas mais longas constituidas por 19 ou 21 atomos de carbono apresentam maior
eficacia, evidenciado por angulos de contato estaticos mais elevados (6 > 90°). Assim,
considera-se que o comprimento da cadeia de carbonos dos acidos gordos tem influéncia
na eficiéncia hidrofobica. Relativamente as geracdes dendriticas, estas ndo se revelam
determinantes na compreensao do comportamento hidrofobico dos compostos, uma vez
que tanto compostos de geragdo 0 como de geracdo | apresentam desempenho

hidrofébico semelhante quando associados a cadeias longas.

Adicionalmente, importa salientar que o comportamento hidrofébico dos
revestimentos também pode depender da sua distribui¢do na matriz pétrea. Quando
permanecem predominantemente a superficie, formam uma camada continua repelente a
agua, traduzida em angulos de contacto estaticos mais elevados. Em contrapartida, se
ocorrer penetracdo na rede porosa dos litotipos, parte do revestimento deixa de estar
exposta na superficie, podendo conduzir a valores de angulos de contacto estaticos

inferiores (Hashim et al., 2024).
4.3.2. Estudo da Durabilidade dos Revestimentos por Tensiometria Otica

Para averiguar a durabilidade da eficacia hidrofobica dos revestimentos aplicados,
foram medidos os angulos de contato estaticos de gotas de agua depositadas sobre a
superficie das pedras, apds exposi¢ao dos provetes em camara de envelhecimento
acelerado. Os resultados obtidos ap6s o processo de envelhecimento sao comparados com
os resultados de pré-envelhecimento obtidos na secgdo 4.3.1. E esperado que os
revestimentos apresentem perda minima das suas propriedades apds o envelhecimento
acelerado, de forma a demonstrarem maior durabilidade a longo prazo em condicdes reais

(Hashim et al., 2024).
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Os resultados dos angulos de contato estaticos obtidos para os diferentes
substratos em estudo encontram-se na Figura 55 (Armal et al., 2023; Hashim et al.,
2024).
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Figura 55: Representacdo grafica da durabilidade da eficacia hidrofobica dos revestimentos aplicados,
com base nos angulos de contato estaticos da 4gua medidos nos diferentes litotipos apds ensaio de
envelhecimento acelerado

De forma a facilitar a interpretacdo e comparacdo entre a Figura 54 e Figura S5,
apresenta-se a Figura 56 que ilustra a variagdo percentual dos resultados obtidos antes e
depois do ensaio de envelhecimento, relacionando os valores dos angulos de contacto
medidos ap6s a aplicacdo dos revestimentos nas pedras com aqueles registados apds o
envelhecimento acelerado, permitindo uma visualizagdio mais clara da evolugdo

percentual da eficacia hidrofébica.
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Figura 56: Representacdo grafica da variagdo percentual dos angulos de contacto estaticos obtidos antes
e depois do ensaio de envelhecimento acelerado, para cada revestimento aplicado nos diferentes litotipos
em estudo

Numa andlise inicial da Figura 56, verifica-se que ocorreu em todos os substratos,
uma diminui¢do dos angulos de contacto em trés dos revestimentos sintetizados,
nomeadamente GOC7, G1C7 e G1C19. Contudo, a diminui¢do observada nos compostos
GOC7 e G1C7 tem um impacto pouco significativo nos resultados, uma vez que estes
revestimentos j& ndo apresentavam caracter hidrofébico antes do ensaio de
envelhecimento (Figura 54), mantendo assim a auséncia de eficacia hidrofobica apds o
ensaio (Figura 55). Em contraste, o composto G1C19 destaca-se por apresentar, antes do
ensaio de envelhecimento acelerado, valores de angulos de contacto superiores a 90° em
todos os substratos avaliados (99° no méarmore, 130° no calcario e 127° no granito), sendo
por isso considerado um revestimento hidrofobico (Figura 54). No entanto, apds o
envelhecimento, observa-se pela Figura 55 que a formulacdo obteve, em todos os
substratos, angulos de contacto inferiores ao limite de hidrofobicidade definido (6 > 90°),
tendo como consequéncia a diminui¢do da eficacia hidrofébica em 27 % no marmore, 44
% no calcario e 42 % no granito, face aos resultados obtidos antes do envelhecimento

(Figura 56), nao conferindo assim hidrofobicidade as pedras apos o envelhecimento.

Outro aspeto evidente na andlise da Figura 56 ¢ que, no substrato de calcério,
todos os revestimentos demonstraram diminui¢do dos angulos de contacto estaticos,
indicando que, quando expostas a condi¢cdes ambientais adversas, as formulagdes tendem

a perder eficicia hidrofébica ao longo do tempo, em substratos mais porosos. Neste
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sentido, por analise da Figura 54 ¢ da Figura 55, verifica-se que os revestimentos que
ndo apresentavam eficacia hidrofobica antes do ensaio de envelhecimento mantiveram
esse comportamento apds o ensaio. Por outro lado, os revestimentos que inicialmente
eram hidrofobicos, nomeadamente G1C19, G1C21 e Comercial, obtiveram angulos de
contacto inferiores a 90° apds o ensaio de envelhecimento (Figura 55) com uma
diminui¢ao dos angulos em 44 %, 35 % e 41 %, respetivamente, face aos resultados
obtidos antes do envelhecimento (Figura 56). Portanto, estes revestimentos diminuiram
a hidrofobicidade do calcario, tornando-o hidrofilico, evidenciando fraca durabilidade ao
longo do tempo. Em contraste, os revestimentos GOC19 e GOC21 foram os tnicos que
mantiveram angulos de contacto estaticos superiores a 90° no substrato de calcério
(Figura 55), evidenciando durabilidade quando sujeitos a condi¢des ambientais adversas,
apesar da diminui¢do dos seus angulos de contacto apds o envelhecimento (- 5 % no

GOC19 e - 29 % no GOC21) conforme ilustrado na Figura 56.

Por observagdo grafica da Figura 56, verifica-se que nos litotipos de marmore e
granito, o revestimento comercial e cinco dos revestimentos sintetizados (GOCI15,
GOC19, GOC21, G1C15 e G1C21) apresentaram um aumento dos dngulos de contacto
estaticos apds o ensaio de envelhecimento acelerado. No substrato de marmore, o
revestimento GOC15 manteve angulos de contacto inferiores ao limite de hidrofobicidade
estabelecido (0 > 90°), pelo que o aumento observado ndo foi suficiente para conferir
eficacia hidrofobica (Figura 55). Em contraste, no substrato de granito, este revestimento
evidenciou um aumento significativo de 37 % dos angulos de contacto (Figura 56)
relativamente aos valores iniciais (Figura 54), permitindo atingir angulos de contacto
superiores a 90° (=109°) apds o envelhecimento (Figura 55), acentuando a eficacia

hidrofobica na pedra.

Uma situacao semelhante foi observada para o composto GOC19 no substrato de
granito. Inicialmente, este revestimento apresentava angulos de contacto estaticos
inferiores ao limite de hidrofobicidade definido (6 > 90°), ndo evidenciando eficacia
hidrofobica antes do ensaio de envelhecimento (Figura 54). Contudo, ap6s o ensaio,
registou-se uma melhoria de 70 % nos angulos de contacto estaticos medidos (Figura 56)
atingindo valores proximos de 133° (Figura 55), passando assim a conferir
hidrofobicidade a pedra. No caso do marmore, 0 mesmo composto apresentou um

aumento de 13 % nos angulos de contacto estaticos (Figura 56) comparativamente as
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amostras nao envelhecidas (Figura 54), refor¢ando a eficacia hidrofébica previamente

existente, com angulos de contacto da ordem dos 140° (Figura 55).

Para além disto, nos substratos de marmore e granito, o composto G1C15 obteve
antes do ensaio de envelhecimento angulos de contacto estaticos inferiores a 90°, ndo
sendo, por isso, considerado como hidrofébico (Figura 54). Contudo, apos o ensaio de
envelhecimento acelerado, este revestimento evidenciou um aumento de 43 % nos
angulos de contacto do marmore e de 44 % do granito, relativamente aos valores iniciais
(Figura 56), passando a apresentar eficacia hidrofobica que anteriormente nao possuia
nestes substratos. Os angulos de contacto do composto G1C15 apds o ensaio de
envelhecimento, atingiram valores de aproximadamente 121° no marmore ¢ 119° no
granito (Figura 55). Deste modo, podemos afirmar que o ensaio de envelhecimento
acelerado melhorou as propriedades dos revestimentos GOC15, GOC19 e GIC15,
permitindo capacitd-los de eficacia hidrofobica, evidenciando assim durabilidade ao

longo do tempo.

No caso dos revestimentos GOC21, GIC21 e do produto comercial, estes
mantiveram angulos de contacto estaticos superiores a 90° apos o envelhecimento,
reforcando a sua eficacia hidrofobica nos substratos de marmore e granito, conforme
ilustrado na Figura 55. E de realcar que, no marmore, o composto GOC21 evidenciou um
aumento de 25 % relativamente aos valores iniciais (Figura 56), sendo o unico
revestimento a atingir angulos de contacto estaticos da ordem dos 151°, conferindo
superhidrofobicidade a pedra de marmore (6 > 150°). Assim, evidencia-se a durabilidade
eficaz destes revestimentos nos substratos de marmore e granito apds serem sujeitos a

condig¢des de envelhecimento acelerado.
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Figura 57: Imagens de tensiometria 6tica obtidas para o substrato de marmore: (a) angulos de contacto da
pedra sem revestimento (branco); (b) angulos de contacto apds aplicacdo do revestimento GOC21; (c)
angulos de contacto apds envelhecimento do revestimento GOC21

Neste sentido, os resultados revelam que 48 % das amostras em estudo apresentam
comportamento hidrofobico ou superhidrofébico, conferindo aos litotipos propriedades
repelentes a 4gua apos o envelhecimento acelerado, melhorando assim a durabilidade
hidrofobica dos revestimentos. Esta durabilidade pode ser atribuida a forte adesao dos
revestimentos aos substratos pétreos, em que os revestimentos se infiltram nos poros da
pedra e estabelecem uma forte ligagdo com a matriz do substrato (Armal et al., 2023;
Hashim et al., 2024). A melhoria da adesdo e¢ da infiltragdo dos revestimentos nos
substratos, contribui para uma maior resisténcia dos mesmos ao desgaste apds o

envelhecimento acelerado.

E importante salientar que, de acordo com literatura consultada, ja era expectavel
que os revestimentos apresentassem menor durabilidade quando aplicados em pedras

naturais mais porosas, como o calcario, conforme evidenciado pelos resultados obtidos
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ap6s o envelhecimento, nos quais este substrato perde propriedades hidrofobicas e se

torna hidrofilico para a maioria das amostras (Armal et al., 2023; Hashim ef al., 2024).

Por outro lado, os litotipos de marmore e granito mantém o seu caracter
hidrofébico, sendo o granito aquele que apresenta o maior nimero de revestimentos com
durabilidade hidrofébica, por ser o substrato com menor porosidade, seguido do marmore.
A hidrofobicidade das amostras diminui significativamente apds o envelhecimento
possivelmente devido a exposi¢do a ciclos alternados de radiacdo UV e humidade na
camara de envelhecimento. As condi¢des ambientais simuladas nos ensaios de
envelhecimento acelerado causam alteragdes fisicas e quimicas, induzindo a formagao de
microfissuras e poros que permitem a infiltracdo de d4gua nas pedras naturais, diminuindo
assim a sua hidrofobicidade e, consequentemente, a durabilidade dos compostos (Armal

et al., 2023; Hashim et al., 2024).

Deste modo, podemos afirmar que o ensaio de envelhecimento acelerado, com
simulagdo de condigdes de intemperismo artificial, ¢ uma ferramenta adequada para

avaliar a durabilidade de revestimentos para prote¢ao pétrea.
4.4. Avaliacao de Alteracdo Cromatica nos Litotipos

A aplicagdo de revestimentos protetores exige que os tratamentos ndo provoquem
alteragOes estéticas percetiveis nos materiais, sendo que as variacdes de cor sdo
frequentemente as primeiras a serem identificadas a macroscopicamente antes de
qualquer analise instrumental aplicada (Silva ef al., 2024). No desenvolvimento de novas
formulacdes para materiais pétreos, a variagdo visivel de cor ¢ considerada uma

caracteristica indesejavel, pois pode ter um impacto consideravel no valor historico,

comercial ou estético da Pedra Natural.
4.4.1. Estudo da Compatibilidade Estética dos Revestimentos

No patriménio cultural, a avaliagdo da variagdo de cor na pedra ¢ normalmente
efetuada recorrendo ao sistema CIELAB, pois ¢ uma técnica analitica ndo invasiva e
determina com precisao efeitos que ocorram na coloragdo original (Dias ef al., 2020b).
Através da determinag@o dos parametros L*, a* e b* foi possivel calcular a diferenga total
de cor (AE*) antes e ap0s a aplicagdo de revestimentos nos materiais pétreos (Dias ef al.,
2020b). Considera-se que um AE* < 5 ¢ aceitdvel neste contexto, pois quaisquer

diferencas cromaticas abaixo deste limiar nao podem ser detetaveis pelo olho nu (Silva et
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al., 2024). A Figura 58 apresenta os resultados de AE* obtidos para os substratos em

estudo.
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Figura 58: Representacdo grafica do AE* para os revestimentos aplicados nas amostras pétreas de
calcario, marmore e granito
De acordo com a Figura 58, verifica-se que os valores de AE* obtidos para o
marmore sdo inferiores a 5, indicando que a aplicagdo dos revestimentos nio induziu
alteragdes cromaticas percetiveis na cor natural desta pedra, de acordo com o limite
proposto na literatura citada (Silva et al., 2024). Estes resultados evidenciam a

compatibilidade de todos os revestimentos com este litotipo.

Relativamente ao calcério, a analise grafica da Figura 58 revela que os valores de
AE* associados a maioria dos revestimentos aplicados, mantiveram-se abaixo do limite
definido na literatura (AE* < 5), com excec¢do do revestimento GOC19 que apresentou um
valor de AE* superior a este limite. Na Figura 59, ¢ possivel observar os registos
fotograficos a superficie do calcario antes e apos a aplicagdao do revestimento GOC19,
verificando que a superficie apresenta uma tonalidade mais clara e esbranquigada, como

também se evidencia uma redugdo do brilho deste litotipo em relacdo ao seu estado inicial.

Quanto ao granito, verifica-se por observacao grafica da Figura 58 que a variagao
cromatica ¢ inferior a 5 para a maioria dos revestimentos, excepto para as formulagdes

GOC15 e GOC21 que apresentaram AE* > 5. Na Figura 59, ¢ possivel observar o granito
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antes e apoOs a aplicagdo destes dois revestimentos, sendo que a formulagdo GOC15
polimerizou parcialmente a superficie, originando o aparecimento de manchas brancas
indicativas de uma incompatibilidade severa com o litotipo. A aplicagdo do revestimento
GO0C21, resultou numa ligeira tonalidade branca a superficie da pedra, diferente da
coloracdo original do granito. Assim, por analise da Figura 58 e observacao dos registos
fotograficos da Figura 59, verifica-se que ambos os revestimentos induzem alteracdes

cromaticas consideradas inaceitaveis quando aplicados a este tipo de pedra natural.

Neste sentido, 12.5 % das amostras resultaram num AE* > 5 sendo consideradas
incompativeis com o respetivo substrato pétreo, nomeadamente, o revestimento GOC19
no caso do calcario, e os revestimentos GOC15 e GOC21 no caso do granito. No caso do
substrato marmore, todas as formulagdes testadas revelaram compatibilidade com o

mesmo.

Estes resultados indicam que as altera¢des cromaticas observadas nas amostras de
pedra apds a aplicagdo dos revestimentos, podem estar diretamente relacionadas com a

composi¢ao quimica de cada formulagao (Armal et al., 2023).

. Antes de Depois de
Revestimento C .«
Aplicacao Aplicacao
GO0C19
GO0C15
G0C21

Figura 59: Registo fotografico dos substratos de pedra calcario e granito antes e apds a aplicag@o dos
revestimentos GOC19, GOC15 e GOC21
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Os resultados obtidos indicam que as formulagdes de geracao 1 apresentam maior
compatibilidade estética com os trés litotipos analisados, ndo sendo registadas alteragdes
cromaticas significativas apos a sua aplicagdo. Este desempenho pode estar relacionado
com a maior dimensdo molecular e maior grau de ramificacao das estruturas de geragao
1, associado a sua arquitetura anfifilica, caracterizada por um réacio 1:4 entre grupo
carboxilo e as cadeias hidrofobicas, conferindo maior cardcter hidrofobico global e maior
volume periférico. Esta configuragdo podera favorecer uma organizagao superficial mais
estavel, promovendo a orientagao do grupo polar (L-lisina) para o substrato mineral e das
cadeias hidrofobicas (acidos gordos) para o exterior, resultando numa menor penetracao

irregular na matriz porosa da pedra, evitando alteracdes visuais percetiveis.

Em contraste, as formulacdes de geragdo 0, com racio 1:2 entre o grupo carboxilo
e as cadeias hidrofobicas, evidenciam alteragdes cromaticas mensuraveis, indicando que
a geracao influencia a compatibilidade estética. Neste caso, existem apenas duas cadeias
hidrofobicas para estabilizar a estrutura, sendo que pode tornar-se menos estavel na
organizacao interfacial, implicando menor volume estérico e aumentando a aproximagao
excessiva das cadeias hidrofobicas. Este comportamento ocorre particularmente nos
revestimentos com acidos gordos de cadeia longa (C15, C19 e C21), sendo que o aumento
do comprimento da cadeia implica maior hidrofobicidade, menor solubilidade e dispersao
no meio, favorecendo fendmenos de agregagdo localizada e formacdo de dominios
superficiais heterogéneos. Assim, ocorre uma distribuicio menos uniforme do

revestimento, justificando as alteragdes cromaticas observadas nos substratos.

O mesmo ndo acontece na geracdo 1 pois o racio 1:4 confere maior volume
estérico, reduzindo a aproximagdo excessiva das cadeias e maior estabilidade na
organizacao interfacial. Neste sentido, mesmo com cadeias longas, como as estruturas sao
mais ramificadas, podem impedir a agregacao e promover distribui¢ao mais homogénea,

reduzindo varia¢des cromaticas locais.

Para além das caracteristicas dos revestimentos, as propriedades fisico-quimicas
dos diferentes litotipos podem ter um papel importante no comportamento cromatico
observado. Segundo a literatura (Hashim et al., 2024; Prieto et al., 2010) o calcério ¢
caracterizado por apresentar maior porosidade na sua estrutura, o que favorece a absor¢ao
dos revestimentos aplicados no seu interior, diminuindo possiveis alteragdes estéticas a
superficie. No entanto, a formulacdo GOC19 ¢ uma excegao aos revestimentos aplicados,

uma vez que se obteve um valor de AE* superior ao limite estabelecido, sugerindo que a

83



CAPITULO IV —- RESULTADOS E DISCUSSAO

combinacdo entre o tamanho da estrutura de Geragao 0 e o comprimento da cadeia
alifatica foi o suficiente para resultar numa polimerizacdo parcial a superficie com

alteracdo cromatica percetivel.

O marmore, ¢ constituido por uma estrutura menos porosa € mais compacta
comparativamente ao calcario, o que limita tanto a infiltracdo como a acumulagdo
superficial dos revestimentos. Perante esta caracteristica, ¢ possivel compreender a
elevada compatibilidade cromatica obtida para todas as formulagdes testadas, pois

nenhuma produziu valores de AE* considerados inaceitaveis neste litotipo.

O granito € o substrato que apresenta uma estrutura menos porosa dos trés litotipos
em estudo, sendo também o mais recetivo as incompatibilidades estéticas, segundo os
resultados obtidos. Neste caso, os revestimentos GOC15 e GOC21 originaram valores de
AE* iguais ou superiores a 5, associados ao aparecimento de manchas esbranquicadas e
uma tonalidade branca visivelmente diferente da cor original do substrato. Estes efeitos
indicam que existe baixa compatibilidade interfacial entre estes revestimentos com o
litotipo, possivelmente devido a reduzida porosidade e a menor homogeneidade quimica
da superficie, fatores que podem dificultar uma interagao eficaz com determinados

revestimentos organicos de caracter alifatico.

Estes resultados demonstram a importancia que a composicao quimica dos
revestimentos, como a geragao da formulagdo e o comprimento da cadeia alifatica, podem
ter nas alteragdes visiveis de cor dos substratos pétreos, e que a compatibilidade estética
depende tanto dos revestimentos como das propriedades fisico-quimicas do litotipo
(Armal et al., 2023; Prieto et al., 2010). Por isso, ¢ fundamental ter em consideracdo o

tipo de revestimento que se escolhe em fun¢do do litotipo a tratar.

E importante salientar que 87.5 % das amostras em estudo ndo causaram nenhuma
alteracdo cromatica visivel a olho nu, o que € um pré-requisito para serem utilizadas como
protetores hidrofobicos e antimicrobianos do patriménio em Pedra Natural (N. C. Silva

etal., 2024).
4.4.2. Potenciais Efeitos Estéticos provocados pelo Envelhecimento

No desenvolvimento de novos revestimentos para materiais pétreos, ¢ importante
assegurar que o envelhecimento com exposi¢do a diferentes condigdes atmosféricas ndo

induz mudancas visiveis na cor dos substratos (Armal et al., 2023; Prieto et al., 2010).
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Neste estudo, foram avaliadas tanto a compatibilidade como a durabilidade dos
revestimentos aplicados. Assim, apds a aplicagdo dos revestimentos, os diferentes
litotipos foram submetidos & camara de envelhecimento acelerado, e posteriormente
efetuaram-se os testes colorimétricos, sendo que a diferenca de cor entre as amostras
envelhecidas e as ndo envelhecidas foi calculada para cada espécime. A variagao
cromatica de cada substrato foi calculada a partir dos valores de cor das amostras antes e

apods o envelhecimento, sendo AE* <5 o limite considerado.

A Figura 60 apresenta a diferenca de cor (AE*) entre as amostras envelhecidas e
os seus estados originais, para a avaliar até que ponto o processo de envelhecimento pode
alterar a coloracdo inicial das amostras revestidas. Esta andlise também serve como
indicador da durabilidade dos revestimentos aplicados e a sua resisténcia a alteragdes de

cor ao longo do tempo.
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Figura 60: Representagdo grafica do AE* para os revestimentos aplicados nas amostras de pedras em
estudo apds o ensaio de envelhecimento

A Figura 61 ilustra a variagdo percentual de diferenca de cor (AE*) entre as

amostras ap0s aplicagdo dos revestimentos e as mesmas envelhecidas.
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Figura 61: Representacdo grafica da diferenca percentual de diferenga de cor (AE*) obtida para cada
revestimento aplicado nos diferentes litotipos em estudo

Por andlise grafica da Figura 60 e da Figura 61, ¢ possivel perceber que os
revestimentos que apresentavam compatibilidade cromatica antes do ensaio de
envelhecimento (AE* < 5) mantiveram esse comportamento apds o0 ensaio.
Relativamente aos revestimentos que anteriormente foram considerados incompativeis
nos substratos de calcario (GOC19) e granito (GOC21), observou-se uma melhoria
significativa no seu desempenho apds o ensaio de envelhecimento acelerado. Por
observacao da Figura 60, estes revestimentos obtiveram valores de AE* inferiores a 5,
indicando compatibilidade cromadtica aceitavel e evidenciando estabilidade ao longo do

tempo quando expostos as condi¢des atmosféricas simuladas.

A Figura 62, apresenta o registo fotografico dos substratos de pedra calcario e
granito antes e depois da aplicagdo dos revestimentos GOC19, GOC15 e GOC21, bem

como apos o ensaio de envelhecimento.
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Figura 62: Registo fotografico dos substratos de pedra calcario e granito antes e depois da aplicacdo dos
revestimentos GOC19, GOC15 e GOC21, bem como apos o ensaio de envelhecimento

Verifica-se que as amostras revestidas com GOCI9 e GOC21 recuperaram
parcialmente a tonalidade original ap6s o ensaio de envelhecimento, apresentando-se
menos esbranquicadas. Apenas a formulagdo GOC15 continua a ndo ser totalmente
compativel com o substrato de granito, embora apresente melhorias significativas, com

AE* proximo de 5.

Claramente que por observacdo da Figura 62, o revestimento GOC15 permanece
visivel na superficie do litotipo, ainda que de forma menos acentuada, com uma
tonalidade menos esbranquicada. No entanto, esta alteragdo cromatica ainda ¢

considerada inaceitdvel quando comparada com a cor original do substrato.

A recuperagdo parcial da tonalidade observada nas amostras revestidas com
GOC19 e GOC21 podera estar relacionada com a reorganizagdo estrutural das cadeias
anfifilicas longas dos compostos durante o envelhecimento artificial. A exposi¢ao
repetida a ciclos de aspersdo de agua, condensagao térmica e radiacdo UV-A podera ter
aumentado a mobilidade molecular e promovido o relaxamento estrutural do filme
superficial, conduzindo ao rearranjo das cadeias hidrofobicas e a uma organizacio
interfacial mais compacta e homogénea. Adicionalmente, também poderd ter ocorrido

remog¢ao de fragcdes superficialmente adsorvidas. Deste modo, o envelhecimento terd
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atuado como um processo de estabilizagao interfacial, contribuindo para a diminui¢ao das
heterogeneidades oticas, justificando a atenuagdo das alteragdes cromaticas inicialmente

observadas.

E de salientar que os revestimentos que apresentavam compatibilidade cromatica
antes do envelhecimento mantiveram este comportamento apos a exposi¢ao as condi¢des
atmosféricas simuladas, comprovando compatibilidade com os substratos pétreos e
durabilidade ao longo do tempo. Estes resultados indicam que a maioria das formulagdes
¢ estavel face aos agentes de degradagao aplicados, ndo comprometendo a aparéncia dos
litotipos ao longo do tempo, cumprindo assim um requisito fundamental para aplica¢des
em conservacao do patrimonio cultural. Os resultados obtidos podem estar relacionados
com os ciclos térmicos de condensagdo a 50 °C e de radiagao UV-A a 45 °C, tendo estes
contribuido para uma melhor adesdo entre os revestimentos e os substratos, ou seja, os
revestimentos infiltraram-se nos poros do substrato, estabelecendo uma forte ligacao que
aumenta a durabilidade do revestimento. Esta melhoria na adesdo e na capacidade de
penetracao contribui para uma maior resisténcia do revestimento a processos de perda de

coesao apos o envelhecimento acelerado (Hashim ef al., 2024).

Neste sentido, podemos considerar que 95.8 % das amostras estudadas obtiveram
um desempenho aceitavel de compatibilidade cromatica e durabilidade apos a simulagao
de envelhecimento acelerado, segundo os critérios definidos na literatura. Deste modo, os
revestimentos em estudo t€ém potencial para serem aplicados como protetores em Pedra
Natural sem causarem alteragdes estéticas visiveis, garantindo durabilidade a longo prazo
quando expostos a condigdes ambientais adversas, permitindo assim conservar as

propriedades estéticas (cor) dos substratos tratados.
4.5. Permeabilidade ao Vapor de Agua

A avaliagdo da permeabilidade de substratos pétreos ao vapor de agua € outra das
propriedades fundamentais a ser avaliada para aferir a compatibilidade dos revestimentos
protetores a serem aplicados na Pedra Natural (Eyssautier-Chuine et al., 2018). Os
revestimentos devem permitir a difusdo do vapor de agua através da pedra, de forma a
preservar a “respirabilidade” da mesma, uma vez que a obstrucdo da estrutura porosa
interna do substrato pode originar acumula¢do de humidade interna, induzindo tensodes
mecanicas que, a longo prazo, podem comprometer a sua integridade estrutural,

resultando posteriormente em fissuras ou até fraturas.
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4.5.1. Estudo da Compatibilidade dos Revestimentos

O ensaio de permeabilidade ao vapor de agua decorreu ao longo de um periodo de
10 dias, durante o qual foram efetuadas medi¢des diarias das amostras. Estas amostras
referem-se aos substratos apos a aplicagdo dos revestimentos em estudo, sendo os

resultados obtidos apresentados na Figura 63.
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Figura 63: MedicGes da permeabilidade ao vapor de 4gua das amostras de pedra em estudo

Por observagao grafica da Figura 63, verifica-se que o calcario é o substrato que
apresenta os valores mais elevados de permeabilidade ao vapor de agua, quando
comparado com o marmore e o granito. Estas diferencas eram espectaveis de acordo com
a literatura, devido a porosidade inerente a este substrato, e que pode ser atribuida aos
distintos processos diagenéticos que influenciam a formacao e estrutura destes tipos de
pedra. Deste modo, a estrutura interna porosa de cada litotipo tera influéncia nos

resultados obtidos.

A Figura 64 ilustra a variagdo percentual de permeabilidade para cada
revestimento aplicado, permitindo uma visualizagdo mais clara da evolugdo dos

resultados obtidos.
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Figura 64: Representacdo grafica da diferenca percentual de permeabilidade obtida para cada
revestimento aplicado nos diferentes litotipos em estudo

No caso do calcério, os revestimentos GOC21 e GIC19 apresentam os melhores
resultados, com aumentos de permeabilidade ao vapor de agua de 109 % e 81 %,
respetivamente, em comparacdo aos valores obtidos antes do tratamento, aumentando
assim permeabilidade da pedra apds a aplicagao. Em contraste, o revestimento GOC7
possui o desempenho menos favoravel, com uma diminui¢do percentual de 34 %, levando
areducdo da permeabilidade do calcério. Os restantes revestimentos variam entre 3-36 %
em relagdo aos valores iniciais, correspondendo a alteragdes pouco significativas, mas
que podem ser consideradas compativeis, uma vez que mantém a permeabilidade da pedra

apos a aplicagdo.

Relativamente ao marmore, os revestimentos GOC21 e G1C7 exibem os melhores
resultados, com aumentos de permeabilidade ao vapor de dgua de 109% e 88 %
respetivamente, em comparacdo com os valores obtidos antes do tratamento, indicando
um aumento da permeabilidade da pedra apds a aplicagdo. Para este litotipo, nenhum dos
revestimentos em estudo apresentou diminui¢dao percentual, pelo que ndo se observou
perda de permeabilidade, revelando que todas as formulagdes testadas sdo eficazes para
este substrato. Os restantes revestimentos variaram entre 1-55 % em relagao aos valores
iniciais, sendo estas alteragdes consideradas compativeis com o marmore, uma vez que a

permeabilidade da pedra se manteve globalmente estavel apds a aplicagao.
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Quanto ao granito, apenas os revestimentos GOC21 e G1C21 obtiveram um
aumento percentual da permeabilidade, com valores de 30 % e 23 % respetivamente,
comparativamente aos valores iniciais. Os restantes revestimentos revelaram diminui¢ao
percentual da permeabilidade, variando entre 13-49%. A diminuicao percentual média da
permeabilidade ao vapor de agua para o granito ¢ de 28 %. Portanto, tanto as amostras
GOC15, G1C19 como a amostra comercial, revelaram redugdes na permeabilidade dentro
da faixa aceitavel apos a sua aplicagdo (17 %, 13 % e 16 %) enfatizando assim a sua
compatibilidade. Deste modo, apenas os compostos GOC7, G1C7, GIC15 e GOC19 sao
considerados efetivamente incompativeis no granito, com diminui¢des percentuais de

49 %, 36 %, 33 % e 30 %, respetivamente.

Numa analise global, observa-se que o revestimento GOC21 destaca-se entre os
trés substratos analisados, sendo o inico a apresentar de forma consistente os valores mais
elevados de permeabilidade ao vapor de agua. Adicionalmente, nos substratos de calcério
€ marmore, os restantes revestimentos também evidenciaram uma boa prestacdo
permitindo aumentar ou manter a permeabilidade apos a aplica¢do, o que demonstra
compatibilidade e capacidade de preservar a “respira¢do” das pedras. Estes resultados
sugerem que ocorreu uma boa distribuicao dos revestimentos ao longo da rede porosa dos
litotipos, sendo que revestiram as paredes internas dos poros sem os obstruir. Assim,
formou-se uma superficie hidrofoébica que mantém os poros abertos, que ao diminuir a
condensac¢do de agua e retencdo de humidade no interior dos poros facilita a difusdo do

vapor, refletindo-se no aumento da permeabilidade medida.

E possivel verificar que o revestimento GOC7 possui o desempenho menos
favoravel no calcério e no granito, assim como as formulagdes G1C7, G1C15 e GOC19
no caso do granito. Estes resultados indicam que, independentemente da geracdo da
formulacdo ou do comprimento da cadeia alifatica, decorreu uma influéncia na
permeabilidade, e que 50 % das formulagdes desenvolvidas ndo demonstraram uma boa
prestacdo no substrato de granito, levando a redu¢@o da sua permeabilidade ao vapor de
agua. Neste contexto, alguns revestimentos podem ter preenchido parcialmente os poros
limitando os caminhos disponiveis para a passagem do vapor de d4gua, diminuindo assim
a permeabilidade. Este comportamento representa um risco para a pedra, porque a
retencdo de humidade pode favorecer a condensac¢do de dgua na superficie, originando

tensdes mecanicas entre as zonas revestidas e nao revestidas. Com o tempo, estes efeitos
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podem desencadear processos de deterioracao, comprometendo a integridade estrutural

da pedra e limitando a sua capacidade de “respiracao”.

Podemos afirmar que, uma boa compatibilidade entre um revestimento e o
substrato pétreo implica necessariamente uma baixa (ou auséncia de) diminui¢do da
permeabilidade ao vapor de 4gua, sendo que um aumento da mesma ¢ um comportamento
desejavel, pois permite garantir que a superficie da pedra “respira”. De forma geral,
podemos considerar que as formulagdes apresentam eficacia e compatibilidade nos
litotipos em estudo, assegurando a capacidade de permeabilidade ao vapor de agua apos

aplicagao.
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A investigagdo é ver aquilo que toda a gente viu e pensar aquilo que ninguém pensou.

— Albert Szent-Gyorgyi
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O presente trabalho teve como principal objetivo desenvolver revestimentos
organicos antimicrobianos e hidrofobicos para protecdo de materiais pétreos. Os
compostos foram sintetizados a partir de dendrdes derivados de L-lisina e funcionalizados
com acidos gordos, de forma a obter estruturas anfifilicas com diferentes graus de
ramificacdo, e avaliar a influéncia destas caracteristicas no desempenho funcional dos
revestimentos. A Tabela 6, consiste numa tabela-resumo que reune os principais
resultados obtidos nesta investigacdo, sendo que os quadrados a verde indicam os
resultados positivos em cada ensaio, isto €, os compostos que induzem inibi¢ao
microbiana, apresentam capacidade hidrofobica, compatibilidade estética e
permeabilidade ao vapor de agua, a fim de aferir as formula¢des mais adequadas para
mitigar a biodeterioracdo e degradacdo hidrica na Pedra Natural. O revestimento

comercial foi igualmente testado para efeitos de comparacao.

De acordo com a Tabela 6, ¢ possivel constatar que os compostos de geracao 1
(G1) apresentam um desempenho global superior aos de geracdo 0 (GO) e que o
comprimento da cadeia dos acidos gordos influencia significativamente o desempenho
dos revestimentos. Neste sentido, cadeias alifaticas mais longas (C19 e C21) conferem
mais capacidade hidrofobica aos substratos pétreos, enquanto cadeias mais curtas exibem
menor hidrofobicidade mas tendem a apresentar maior atividade antimicrobiana, como
observado no composto G1C7, o inico capaz de inibir Bacillus cereus. No entanto, todos
os compostos sintetizados inibem pelo menos um dos microrganismos testados,
evidenciando um espetro de acdo relevante, incluindo aqueles com cadeias mais longas.
Observa-se ainda que Saccharomyces cerevisiae fol o microrganismo mais suscetivel as
formulagdes testadas. Quanto a compatibilidade estética, os compostos de geracdo 1
apresentam melhor desempenho, ao contrario de alguns compostos de geragdo 0 com
cadeias longas que induziram altera¢des de cor, possivelmente associadas a fendémenos
de agregacao superficial e distribuicao heterogénea do revestimento. Também ¢ notério
que a maioria dos revestimentos manteve permeabilidade ao vapor de agua, preservando
a capacidade de difusdo de vapor através da pedra, evitando a acumulacdo interna de

humidade.

De modo a considerar o melhor desempenho por ensaio, o composto G1C7
apresenta a maior atividade antimicrobiana, enquanto cadeias longas (G1C19, GOC21 e
G1C21) demonstram melhor desempenho hidrofébico. Os compostos de geracao 1

evidenciam melhor compatibilidade estética e, de forma geral, os revestimentos mantém
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a permeabilidade ao vapor de dgua. Globalmente, o composto G1C21 destaca-se como o
revestimento mais equilibrado, combinando atividade antimicrobiana, hidrofobicidade,
compatibilidade estética e permeabilidade. Para além disto, observa-se uma variag¢ao dos
resultados em funcao dos diferentes litotipos estudados, observando-se maior eficacia e
compatibilidade dos compostos no marmore e calcario do que no granito, provavelmente

devido as suas caracteristicas intrinsecas, como se verificou anteriormente na Tabela 1.

E possivel concluir que a investigagdo foi realizada com sucesso, uma vez que os
objetivos tracados para o presente estudo foram cumpridos, tendo sido desenvolvidos
revestimentos organicos com propriedades antimicrobianas e hidrofobicas adequadas
para aplicagdo em materiais pétreos. De forma particularmente relevante, os resultados
demonstram que alguns dos compostos sintetizados apresentam desempenho comparavel
ao revestimento comercial. Este facto sugere que, por serem orgénicos, enquadram-se nos
principios da quimica verde e constituem uma alternativa ambientalmente mais
sustentavel aos revestimentos sintéticos fluorados frequentemente utilizados na

conservagao e protecao do patrimonio pétreo.

Como perspetivas futuras, propde-se expandir o espetro microbiologico testado,
avaliando os compostos sintetizados noutros microrganismos frequentemente associados
a biodeterioracdo da pedra, como bactérias (Pseudomonas e Arthrobacter) e fungos
(Aspergillus e Cladosporium) permitindo uma avaliacdo mais abrangente da eficicia
antimicrobiana e consolidando o potencial destas formulacdes. Adicionalmente, podera
ser explorada a sintese de novos revestimentos organicos mantendo os acidos gordos
utilizados nesta investigagdo, mas modificando o grupo polar do dendrdo. Em vez da L-
lisina, poderdo ser utilizados aminoéacidos como os acidos glutamico e aspartico, de forma
a avaliar o impacto do grupo polar nas interagdes com microrganismos, na organizagao

interfacial do revestimento e na compatibilidade com os substratos pétreos.
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Tabela 6: Tabela-resumo dos principais resultados obtidos nos diferentes ensaios realizados, incluindo eficacia antimicrobiana, potencial hidrofébico, compatibilidade
estética e permeabilidade ao vapor de agua. Os quadrados a verde indicam resultados positivos, enquanto os quadrados a branco correspondem a resultados néo satisfatorios

Inibicio da Atividade Microbiana

Potencial Hidrofébico - Ensaios de Tensiometria

Compatibilidade Estética - Ensaios de Colorimetria

Composto

Bacillus

cereus

Micrococcus

species

Saccharomyces

cerevisiae

Apos Aplicagao

Apo6s Envelhecimento

Apos Aplicagao

Apo6s Envelhecimento

Permeabilidade

ao Vapor de Agua

Marmore Calcario Granito

Marmore Calcario Granito

Marmore Calcario Granito

Marmore Calcario Granito

Marmore Calcario Granito

GO0C7

G1C7

GOC15

GIC15

G0C19

GI1C19

Go0C21

Gl1cC21

Comercial
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ANEXOS

Anexo A: Espetros de "H-RMN (400 MHz), '3C-RMN (100 MHz), FTIR (ATR), ESI-MS

(m/z) do composto G1(COOH)-C15
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Anexo B: Espetros de "H-RMN (400 MHz), '3C-RMN (100 MHz), FTIR (ATR), ESI-MS

(m/z) do composto GO(COOH)-C~
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Anexo C: Espetros de '"H-RMN (400 MHz), '*C-RMN (100 MHz), FTIR (ATR), ESI-
MS (m/z) do composto G1(COOH)-C5
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Anexo D: Espetros de 'H-RMN (400 MHz), '*C-RMN (100 MHz), FTIR (ATR), ESI-

MS (m/z) do composto GO(COOH)-C19
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Anexo E: Espetros de 'H-RMN (400 MHz), *C-RMN (100 MHz), FTIR (ATR), ESI-MS
(m/z) do composto G1(COOH)-Ci9
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Anexo F: Espetros de 'H-RMN (400 MHz), 3C-RMN (100 MHz), FTIR (ATR), ESI-MS
(m/z) do composto GO(COOH)-C2;
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Anexo G: Espetros de 'H-RMN (400 MHz), *C-RMN (100 MHz), FTIR (ATR), ESI-
MS (m/z) do composto G1(COOH)-Cz;
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