Artigo/ Article

Diversidade microbioldgica do edificio da Sacristia
Incompleta do Convento de Cristo, em Tomar, e
avaliacao do seu controlo por biocidas

Dina M. R. Mateus'**
Renata B. Silva'
Fernando M. C. Costa’
Joao P. F. Coroado'?

'Instituto Politécnico de Tomar, Campus da Quinta do Contador, Estrada da Serra, 2300-313 Tomatr, Portugal
2GeoBiotec - Geobiociéncias, Geotecnologias e Geo-engenharias, Universidade de Aveiro

*dinamateus@ipt.pt

Resumo

Com o objetivo de caracterizar os microrganismos que colonizam as paredes calcérias da Sacristia
Incompleta do Convento de Cristo, em Tomar, e estudar em laboratério o seu controlo por agentes
biocidas, recolheram-se por swabbing amostras de seis locais e caracterizou-se a flora microbiana
presente cultivdvel em laboratério, recorrendo a técnicas de microbiologia classica. Verificou-se
a presenca de fungos, de bactérias heterotréficas e de microrganismos autotréficos em todas as
amostras. Avaliou-se a eficacia relativa de diferentes biocidas através dos halos de inibicao que
provocam em placas de crescimento dos isolados bacterianos e fungicos e testou-se o Biotin
T, o cloreto de benzalcénio e, no caso dos fungos, também um aditivo para tintas. O cloreto de
benzalcénio mostrou-se mais eficaz com os isolados bacterianos e o Biotin T com os isolados
fungicos.

Microbiological diversity in the Unfinished Sacristy building of the Convent of

Christ, Tomar, and evaluation of its biocide-based control

Abstract

This laboratory research aimed at characterizing the microorganisms that colonize the limestone
walls of the Unfinished Sacristy of the Convent of Christ (Tomar, Portugal), as well as to study their
control by means of biocidal agents. Six different locations were sampled through swabbing and
the microorganisms were characterized using classical microbiology techniques. The presence
of fungi, heterotrophic bacteria and autotrophic microorganisms was verified in all samples. The
relative effectiveness of different biocides was tested through the analysis of the inhibition halos
they caused in the growth plates of bacterial and fungal isolates. For bacteria, two currently used
biocides were tested: Biotin T and benzalkonium chloride. For fungi, these same two biocides plus
a paint additive were assessed. The biocides showed different levels of effectiveness for different
microorganisms: the benzalkonium chloride was more effective on bacterial isolates, while Biotin T
showed a better performance on fungal isolates.
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Introducao

Os materiais pétreos sdo desde tempos imemoriais
usados nas construcdes, em particular naquelas que hoje
sdo consideradas patriménio arquiteténico e histdrico
a preservar. Todos os materiais pétreos estdo sujeitos
a fenémenos de degradacdo, como a meteorizacio
causada pela exposicdo aos elementos ambientais. As
caracteristicas da pedra calcéria e a sua abundancia em
Portugal continental, principalmente no litoral centro,
favorecem a sua utilizagdo na edificagdo, quer como
material estrutural quer como decorativo. Contudo,
a susceptibilidade a alteracdo destes materiais obriga
a diagnésticos e técnicas de conservagcdo e restauro
convenientemente sustentadas analiticamente. A falta
de manutencdo ou de limpeza adequada deixam marcas,
muitas vezes irreversiveis. Neste trabalho, foi selecionado
um exemplo particularmente critico da degradacdo da
pedra enquanto material de construgdo.

O Convento de Cristo € um complexo monumental
histérico localizado na cidade de Tomar, em Portugal,
cuja construgdo foi iniciada em 1160, com a edificacdo do
Castelo Templario e da Charola. Considerado Patrimonio
da Humanidade pela UNESCO desde 1983, abrange uma
area de 45 hectares, divididos entre o Castelo Templario
e o Convento de Cristo, que ocupam 5 hectares, e pela
Mata dos Sete Montes, que ocupa os restantes 40 hectares.
Estende-se do Castelo de Tomar até ao aqueduto dos
Pegdes, numa distancia de mais de 7 quilémetros [1].
E neste complexo que se insere a Sacristia Incompleta,
também designada por Casa do Capitulo Incompleta, cuja
construgdo foi iniciada em 1513 por ordem de D. Manuel.
Possuia dois pisos, o inferior para os frades e o superior
para os cavaleiros, e sofreu renovagdes entre 1533 e 1545,
tendo estas obras sido suspensas por D. Jodo III e nunca
retomadas. E um edificio retangular, em pedra calcéria,
do Jurassico médio [2], proveniente da regido, situado a

sudoeste do primeiro claustro. Possuia um teto abobadado
plano, sustentado por pilares que, quando desapareceu
deixou toda a estrutura exposta as condi¢des atmosféricas.
Atualmente € visivel a colonizacdo de todas as superficies
por variados organismos.

Os agentes fisicos, quimicos e bioldgicos atuam
em conjunto, de forma antagonista ou sinergista, na
deterioracdo da pedra [2], estando intimamente ligados
entre si. A alteracdo fisica e quimica das rochas deve-
se a quebra das ligagdes fisicas e a reagdes quimicas,
intercristalinas e intracristalinas, perda de coesdo ou
desmoronamento, por interagdo com as condi¢des do
meio, e inicia-se e progride de forma relativamente
rapida apds a extracdo e talhe dos blocos da pedreira. A
alteracdo geralmente é influenciada pela atividade de
microrganismos responsaveis pela degradacdo bioldgica.
O corolario desta afirmacdo dita que a degradacdo
quimica das rochas esti intimamente relacionada com
a composicdo quimica respetiva, mas também, com as
condi¢des exteriores a que estas estdo expostas. Ou seja,
para compreender o fendmeno é imprescindivel conhecer
o material pétreo mas, igualmente, as condi¢cdes exogenas
que regulam os fenémenos da transformacio [2].

Cada monumento, sujeito ao clima local, pode ser
considerado um habitat diferente de qualquer outro
[3]. Contudo, efeitos microclimaticos podem promover
condigdes especificas, sendo possivel observar diferencas
significativas na colonizac¢io de acordo com o local dentro
de um mesmo monumento, em termos qualitativos, mas
sobretudo, quantitativos [4].

Os principais modelos de colonizacio da
rocha consideravam que o organismo pioneiro era
obrigatoriamente um fotoautotr6fico: dado que estes
requerem apenas luz solar, 4gua e minerais para o seu
crescimento assumia-se que estes abririam caminho
para as bactérias heterotréficas, fungos e organismos
superiores, promovendo o aparecimento de uma camada

Amostras 1,2e 3

Figura 1. Locais de recolha das amostras.
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de alimento organico [5]. Desta forma, a biomassa dos
microrganismos fotossintéticos pode ser utilizada por
microrganismos heterotréficos como fontes de carbono e
energia [6]. Atualmente, porém, tem vindo a ser referido
que a colonizacdo inicial de edificios pode ser realizada
por bactérias e fungos organotr6ficos, em conjunto com
organismos fotoautotroficos. Warscheid e Braams [7] e
Zanardini et al. [8] tornaram claro que os poluentes de
origem antropogénica podem, igualmente, ser utilizados
por microrganismos heterotréficos, o que implica a
possibilidade de estes serem os organismos pioneiros.

Tradicionalmente, os problemas relacionados com a
biodeterioragdo sdo controlados pela simples aplicagdo
de biocidas. Porém, esta atitude comeca a mudar e surge
a compreensdo de que € necessiria uma abordagem
multidisciplinar que inclua os fatores ambientais e as
propriedades do substrato para criar uma solugdo mais
eficaz [9-11]. Considera-se também, cada vez mais, que
a conservagio preventiva e de manuteng¢do devem ter um
papel primordial, na medida em que permitem reduzir
as intervencdes de restauro [12]. A falta de limpeza e de
manutencdo de edificios € monumentos histéricos € um
dos fatores que contribui de forma mais decisiva para a
colonizagdo bioldgica e deterioragéo [13].

Atualmente, para além dos métodos de limpeza
fisicos ou mecanicos, como a escovagem, a microabrasio,
o uso de jacto de areia [12] ou a aplica¢do de radiagdo
[5], e dos métodos quimicos, estio disponiveis novos
métodos. Perspetivam-se vantagem para os métodos
de biorremediacdo [10, 14-17], bem como para os
métodos que envolvem a incorporagdo de materiais
antimicrobianos com propriedades de autolimpeza, como
os fotocatalisadores heterogéneos [18].

Materiais e métodos
Recolha de amostras

Foram recolhidas amostras de seis locais da abside
da Sacristia Incompleta do Convento de Cristo, que
se encontra voltada a Norte (Figura 1 e Tabela 1). As
amostras 1, 2 e 3 foram recolhidas do lado direito (Oeste) e
as amostras 4, 5 e 6 do lado esquerdo (Este). A escolha dos
locais de recolha das amostras permitiu avaliar a diferenga
de colonizagdo biolégica com a diferente exposi¢do aos
elementos atmosféricos. O método usado foi o swabbing,
com zaragatoas esterilizadas e mergulhadas em solugéo de
Ringer para transporte (Figura 2). Optou-se pelo método de
swabbing com zaragatoa por ser um método nio invasivo
da matriz de suporte e permitir grande versatilidade de
escolha da zona de amostragem.

Isolamento e meios de cultura

Utilizaram-se trés meios de cultura diferentes. Para os
microrganismos heterotréficos foram usados dois meios:
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Tabela 1
Locais de recolha de amostras

Amostra Local de recolha

1 Base da coluna direita

2 Coluna direita

3 Zona interior direita

4 Zona interior esquerda

5 Base da coluna esquerda

6 Comaesquerds

13



Dina M. R. Mateus, Renata B. Silva, Fernando M. C. Costa, Joao P. F. Coroado

Figura 2. Recolha de amostra por swabbing.

Tryptic Soy Agar (TSA), da Himedia, como meio especifico
para bactérias e Potato Dextrose Agar (PDA), também
da Himedia, suplementado com clorotetraciclina para
crescimento de fungos. Para os organismos autotr6ficos
foi selecionado o meio Bold Basal Medium (BBM) [19]
que, além do agar-agar, ndo contém compostos organicos,
potenciando assim o crescimento de organismos
autotroficos. Os crescimentos dos microrganismos
heterotréficos foram realizados numa incubadora a 22 °C

Tabela 2

Caracterizagio dos biocidas usados

Biocida (nome comercial)

Principio activo

sem luz e os dos microrganismos autotréficos foram
conduzidos a 22 °C numa incubadora com fotoperiodo de
luz natural.

Apds crescimento das amostras inoculadas nestes
meios, foram repicados microrganismos por forma a se
obter o respetivo isolamento.

Caracterizacao dos isolados

Para se proceder a caracterizacdo dos microrganismos
isolados efetuaram-se varios testes e colora¢des. Para os
isolados bacterianos, procedeu-se a coloracdo de Gram,
coloragdo de flagelos pelo método de Leifson, coloragio
de enddsporos pelo método de Schaeffer-Fulton, teste para
a presenga de catalase, teste para a presenca de oxidase
e medi¢do do tamanho dos isolados. Os resultados dos
testes e das coloragdes, em conjunto com o tamanho
dos microrganismos obtido por microscopia, podem ser
utilizados para efetuar a identificagdo dos microrganismos
presentes nas amostras com recurso ao Bergey’s Manual
of Determinative Bacteriology.

Para os isolados fiingicos, foi feita a observagdo macro
e microscopica dos isolados, com particular atengdo as
estruturas reprodutivas coradas com azul de metileno.

Testes aos biocidas

Apds o isolamento dos microrganismos e da sua
caracterizag@o inicial, os isolados foram utilizados para
testar alguns biocidas comerciais, por forma a se avaliar
a sua eficacia. Foram selecionados dois agentes que ja
estavam a ser usados no monumento e normalmente
utilizados em trabalhos de conservag@o e restauro, sendo-
lhes apontadas as vantagens de apresentarem elevada
eficiéncia e uma interferéncia minima com o substrato
pétreo. Utilizou-se ainda um terceiro biocida, com um
principio ativo diferente, normalmente ndo utilizado em
substrato pétreo, mas como aditivo em tintas e vernizes
comerciais aplicados em trabalhos de constru¢do e de
reabilitacdo urbana (Tabela 2).

Para a avaliacdo da eficicia dos diferentes biocidas,
utilizaram-se pequenos discos de papel absorvente,
embebidos no biocida a testar (solu¢des aquosas 3 %
v/v). Colocaram-se os discos sobre placas previamente
inoculadas, por espalhamento, com os microrganismos a
testar. Os ensaios foram realizados em duplicado. Apds 96
horas, fez-se a observagéo do crescimento, confirmando a

Biotin T Largo espectro Cloreto de didecil dimetilaménio (sal de aménio quaternario); 2-octil-2H-isotiazol-3-ona
(isotiazolinona); acido formico
Cloreto de benzalcénio Largo espectro Cloreto de alquil dimetil benzil aménio (sal de aménio quaternério)

Aditivo anti-algas e fungos, Dyrup ~ Fungicida e algicida

N-2-terbutil-N-4-etil-6-metiltio- 1,3,5-triazina-2-4-diamina (triazina)
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Figura 3. Exemplos de placas cultivadas de meio BBM (ap6s 6 semanas).

presenca de halos de inibi¢cdo de crescimento microbiano
em torno dos discos embebidos em biocida. Estes halos
de inibi¢do foram medidos e comparados, sendo tomados
como indicadores da suscetibilidade do microrganismo ao
biocida em causa. Quanto maior o halo, mais eficaz sera
o biocida.

Apresentacao e discussao dos
resultados

Isolamento e caracterizacao de microrganismos

A abside encontrava-se colonizada de forma dispersa por
liquenes e comunidades de algas e na altura do ano em que
foi efetuada a amostragem (janeiro/fevereiro) apresentava
elevada humidade. N#o se observou a existéncia de bridfitas,
plantas superiores ou colonizag¢do animal. Néo foi visivel, a
olho nu, uma diferenca acentuada de colonizacéo bioldgica
entre o lado direito e esquerdo da abside.

Das amostras retiradas da superficie da pedra, foi
possivel cultivar uma grande variedade de microrganismos.
A utilizagdo de meios com diferentes composicdes
permitiu isolar microrganismos heterotréficos (separados
entre bactérias e fungos) e também autotréficos.

Da observagdo das placas de BBM inoculadas
percebeu-se a presenga de microrganismos fotossintéticos
e a existncia de algumas estruturas fingicas. O
crescimento foi visivel em todas as placas (Figura 3), mas
apenas ao fim de aproximadamente seis semanas.

Quanto aos microrganismos heterotréficos, verificou-
se o aparecimento das primeiras coldnias 24 h apés a
inoculagdo e uma marcada diferenca quantitativa nas
diferentes placas inoculadas com as amostras. Na Figura
4 apresenta-se uma contagem dos diferentes tipos de
unidades formadoras de colénias ao fim de 4 dias. Da
analise destes resultados percebe-se a existéncia de uma
diferencga nitida no nimero de diferentes microrganismos
presentes nas amostras, sendo que as retiradas do lado
direito da abside possuem, de modo geral, uma maior
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Figura 4. Tipos de colénia em cada amostra, divididos por meio de cultura, apés 4 dias de crescimento.
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Tabela 3

Resultados dos testes aos isolados bacterianos

Coloragao das

Isolado Forma Gram

col6nias

Bacilos - Amarela

TSAB19  Bacilo + Rosa

Tamanho das col6nias

Catalase  Oxidase Enddsporos Flagelos S‘igllghllr:?ﬂ;%
+ + - - 2,58%0,75
............................................................................................ - Lo
............................................................................................ - i
............................................................................................ : e
............................................................................................ - o
............................................................................................ - e
- 090x090
............................................................................................ - o
............................................................................................ - L
............................................................................................ . St
- L90xL9
- DXL
- 2762108
- 188x129
- L7Ix108
- SA0X066
+ + - - 24156

contamina¢do. Dado que o material pétreo € o mesmo em
ambos os lados da abside, € possivel eliminar a hip6tese de
o maior nivel de contaminacdo se dever a caracteristicas
do material, pelo que se pode postular que se deve a
menor exposicio as condi¢des atmosféricas. Esta hipotese
¢ sustentada pelo facto de no interior do arco, nos locais
onde foram recolhidas as amostras 3 e 4 (locais menos
expostos), a contaminacgdo ser mais elevada.

Apés repicagem, obtiveram-se 19 isolados bacterianos,
aos quais foram realizados os testes supramencionados. Os
resultados obtidos encontram-se na Tabela 3.

No caso dos fungos obtiveram-se 18 isolados com
caracteristicas diferentes, apresentados na Tabela 4, sendo
a identificacdo preliminar quanto ao género apresentada
na Tabela 5.

Observa-se assim que existe uma variedade
considerdvel de microrganismos na rocha. Porém, tal
como referido por Sainz-Jimenez [20], a existéncia de um
determinado microrganismo numa amostra nao implica
que este seja responsével pela biodeterioracdo do substrato,
uma vez que a sua presenca pode ndo ser prejudicial.
Da mesma forma, principalmente quando se utilizam
métodos classicos, 0s microrganismos com crescimento

16

mais rapido sdo privilegiados em detrimento daqueles que
tém crescimento lento, fazendo com que aparecam sobre-
representados.

Testes aos biocidas

Utilizaram-se discos absorventes embebidos em
solu¢do aquosa do biocida a testar, sempre com uma
concentragdo de 3 %. A decis@o de usar esta concentracdo
foi um compromisso entre a gama de concentragdes
normalmente utilizada em trabalhos de conservag¢do e em
estudos realizados por outros investigadores [18] e, por
outro lado, a obtencdo de halos de inibicdo mensuréveis
face ao didmetro das caixas de Petri utilizadas nos ensaios.

Para a analise dos resultados relativos aos halos de
inibicdo de crescimento bacteriano e fiingico, causados
pelos discos embebidos em biocidas (exemplo ilustrativo
na Figura 5), construiram-se os graficos apresentados,
respetivamente nas Figuras 6 e 7, que ilustram a
comparagdo entre os diferentes biocidas. Para efeitos
graficos, nos isolados em que ndo houve crescimento em
toda a placa, considerou-se um halo de 10 cm (superior ao
didmetro da placa que é de, aproximadamente, 9 cm).

Conservar Patriménio 17 (2013)



Diversidade microbioldgica do edificio da Sacristia Incompleta do Convento de Cristo

Tabela 4

Resultados da observagido macro e microscopica dos isolados ftingicos

Isolado Observacdo macroscopica  Observacdo microscopica Isolado Observagdo macroscopica /acdo microscépica

TSAF1 PDA F1
TSAF2 PDA F2
TSAF3 PDA F3
TSA F4 PDA F4
TSAF5 PDA F5
TSA F6 PDA F6
TSAF7 PDA F7
TSA F8 PDA F8
TSA F9 PDA F9

Conservar Patrimdnio 17 (2013) 17
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Tabela 5

Identificag¢@o preliminar dos isolados fingicos

Identificagdo preliminar

Isolado Hifas
Sub-Divisao Género

TSAF1 Septadas Ascomycotina Cladosporium

TSAF2 Asseptadas Zygomycotina Mucor

TSAF3 Septadas Ascomycotina Penicillium

TSAF4 Septadas Ascomycotina Fusarium

TSAFS - - -

TSA F6 Septadas Ascomycotina Cladosporium

TSAF7 Septadas Ascomycotina Penicillium Figura 5. Exemplo ilustrativo de um halo de inibi¢do de
""""" : crescimento provocado por um disco embebido em biocida.

TSAF8 Septadas Ascomycotina Cladosporium

TSA F9 B B B Para os isolados bacterianos, o Biotin T provou-se

‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ . menos eficiente, tanto em termos médios, como para a

PDAFI1 Septadas Ascomycotina Cladosporium maioria dos isolados considerados separadamente. As
R ) ) excepcdes foram os isolados TSA B4, TSA B7, TSAB15e

PDAF2 Asseptadas  Zygomycotina - Mucor/Rhizopus TSA B19, para os quais o Biotin T suplantou o cloreto de
PDAF3 Asseptadas Zygomycotina Mucor benzalcénio. Este resultado contraria o esperado, uma vez
""""" que o Biotin T combina 2 tipos de biocidas (isotiazolinona

PDAF4 Asseptadas  Zygomycotina Mucor e aménia quaterndria) e estd atualmente a substituir o

PDAF5 Septadas Ascomycotina Penicillium . cloreto de benzalconio nos tratamentos da pedra.
~~~~~~~~~ : Da analise da Figura 7 percebe-se que para os isolados
PDAF6 Septadas Ascomycotina Cladosporium fingicos o Biotin T foi o mais eficaz, apresentando,

PDAF7 Septadas Ascomycotina Penicillium ndo apenas o valor médio de halo de inibi¢do mais
<<<<<<<<<< : elevado como também os maiores halos de inibi¢do para

PDAFS8 Septadas Ascomycotina Cladosporium praticamente qualquer um dos isolados. Este resultado é
""""" - congruente com o esperado, dada a atual tendéncia para

substituir o cloreto de benzalcénio pelo Biotin T.

PDAF9 Septadas Ascomycotina Aspergillus
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Figura 6. Comparacdo dos didmetros dos halos de inibi¢do provocados por cada um dos biocidas nos diferentes isolados bacterianos.
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Figura 7. Comparacdo dos didmetros dos halos de inibi¢do provocados por cada um dos biocidas nos diferentes isolados fiingicos.

A comparacdo entre o aditivo para tintas e o cloreto de
benzalconio ndo é tdo clara. Em termos médios, o aditivo
para tintas teve um efeito ligeiramente superior, mas
em alguns isolados o cloreto de benzalcénio apresentou
resultados claramente superiores (TSA F9, PDA F3, PDA
F4, PDA F6 e PDA F8). O aditivo para tintas é fungicida
e algicida, mas serd, provavelmente, muito menos eficaz
contra bactérias, o que podera ditar o seu abandono caso a
contaminagdo bacteriana seja elevada.

Os resultados obtidos permitem reforcar a ideia de
que, antes de se intervir num suporte com coloniza¢do
bioldgica, se deve proceder a identificacdo das espécies
presentes, bem como & sua suscetibilidade aos diferentes
agentes biocidas. Obviamente, para além da eficacia direta,
€ necessario ter em conta o espectro de a¢do. A escolha dos
biocidas parece atualmente ser ditada pela preocupacdo
em controlar os agentes flngicos e algas; no entanto
deveré ter-se em aten¢@o que as bactérias poderdo também
desempenhar um papel ativo na deterioracio da pedra.

Conclusoes

Muitos fatores intervém na degradacdo da pedra e,
ainda que seja impossivel dissocid-los, € importante
caracterizar a influéncia de cada um. O crescimento de
seres vivos, em particular de microrganismos, tem um
impacto significativo na alteracdo do substrato, quer
porque induz alteragdes fisicas (como a expansio devido
a variacdo do volume da agua dos biofilmes contidos nos
poros da rocha) e quimicas (como a biossolubiliza¢do
devido a produciao de 4cidos), quer pelo impacto inestético
que pode ter.

Foi possivel isolar vérios tipos de microrganismo
da superficie da rocha. Os autotréficos, de crescimento
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significativamente mais lento, ndo foram caracterizados,
mas dentro dos heterotréficos, isolaram-se 19 tipos de
bactérias e 18 tipos de fungos, a partir dos seis locais de
recolha. A distribui¢do da variedade de microrganismos
denota uma clara tendéncia para uma maior colonizagdo
dos locais menos expostos as condi¢des ambientais (vento,
luz solar direta, etc.), que implicam gradientes térmicos
menores e condi¢des de humidade mais elevadas.

A identificacdo dos microrganismos aponta para a
existéncia de varios genera de bactérias e de fungos.
Contudo, ndo se pode afirmar perentoriamente que a
degradagao bioldgica observével na pedra é da exclusiva
responsabilidade destes, uma vez que as técnicas de cultivo
laboratorial apenas permitem o isolamento de uma pequena
parte dos microrganismos realmente presentes no local.
Isto implica que haverd uma quantidade e variedade de
organismos na pedra muito superior ao aqui demonstrados.
Para além disso, o simples facto de um microrganismo
existir numa amostra recolhida da superficie da pedra ndo
implica que ele seja, de facto, responsavel pela alteracdo
da mesma. Acresce ainda dizer que a classificacdo e
identificacdo apresentada neste estudo € preliminar e
sugere-se para trabalho futuro a sua confirmagdo, por
exemplo através de técnicas de biologia molecular tal
como ja efetuado por alguns investigadores [6, 18].

Quanto aos testes efetuados com agentes biocidas,
o método utilizado permitiu uma comparacdo da
suscetibilidade dos isolados as diferentes substincias
ativas. Ressalva-se a necessidade de realizar testes
adicionais no local, por forma a avaliar a eficicia dos
biocidas nas comunidades microbianas como um todo e
ndo apenas nos isolados, e, também, as possiveis interagdes
com o substrato. Otimizar in sifu a concentracdo de biocida
a utilizar e monitorizar o seu efeito ao longo do tempo
sdo operacdes necessarias em cada intervengdo, as quais
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devem ter em conta as condi¢des ambientais do meio.
Com o objetivo de simular as condi¢des de campo, alguns
investigadores efetuam também estudos laboratoriais em
pedra colonizada com biofilmes estaveis em laboratdrio
[6, 18, 21].

Ainda assim, percebe-se uma marcada diferenca nos
resultados obtidos com os diferentes biocidas: para os
fungos, o Biotin T, que conjuga dois tipos de biocidas,
¢ claramente mais eficaz, enquanto para as bactérias o
cloreto de benzalc6nio obteve melhores efeitos.
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