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RESUMO

As Ruinas das Missbes Jesuiticas foram declaradas Patriménio da
Humanidade pela UNESCO em 1984. Nesse trabalho foi estudada a
degradacdo das mesmas usando analises fisico-quimicas, petrolégicas e
microbiolégicas. Amostras de blocos de arenito e pedra itacurd foram tomadas
das ruinas de Santa Ana, Loreto, San Ignacio e Santa Maria no Nordeste da
Argentina. Foram realizados estudos microbiologicos convencionais e de
microscopia de varredura eletrbnica para determinar a biodiversidade da
microflora presente nos biofiimes das superficies. Uma ampla variedade de
microrganismos autotréficos e heterotroficos, principalmente cianobactérias,
algas e fungos, foram achados, sendo que, nos sitios menos expostos a luz
solar, a biodiversidade foi maior. Foi constatada a mobilizagdo microbiana dos
ions Fe e Mn do nucleo das pedras para a periferia, formando uma crosta
superficial de 6xidos minerais, a qual aumenta a suscetibilidade a degradacao.
Foram testados no laboratério vernizes protetores com trés biocidas em dois
veiculos diferentes, utilizando-se testes em placa de Petri e em camara tropical
com inoculos de fungos filamentosos e cianobactérias isoladas das pedras
degradadas. O biocida Coryna® DF (isotiazolinonas + derivados do
benzimidazol) mostrou se mais eficiente contra a mistura de fungos, enquanto
que o biocida Preventol® MP 260 (3-iodo-2-propinilbutil carbamato) foi mais
ativo contra as cianobactérias. O verniz base solvente sem biocida apresentou
ligeira agao inibitéria contra fungos ().

! Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente -
Biodegradacédo, Biocorrosdo e Biodeterioracdo, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (125 p.)
Abril, 2004.
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ABSTRACT

The ruins of the Jesuit Missions were declared Heritage of Minkind
by UNESCO in 1984. In this project, the degradation of these buildings was
studied using physico-chemical, petrological and microbiological analyses.
Blocks of sandstone and itacuru stone were collected from the ruins of Santa
Ana, Loreto, San Ignacio and Santa Maria in the Northeast of Argentina.
Conventional microbiological studies and scanning electron microscopy were
carried out to determine the biodiversity present in the biofilms on the surfaces.
A wide variety of autotrophic and heterotrophic microorganisms, principally
cyanobacteria, algae and fungi, were found, biodiversity being greater at sites
with lower sun exposure. Microbial mobilization of Fe and Mn ions from the core
to the surface of the stones was detected. Here, they form a surface crust of
mineral oxides which increase susceptibility to degradation. Protective
varnishes, with 3 different biocides and 2 different vehicles, were tested in the
laboratory, using experiments in Petri dishes and in the tropical chamber, with
inocula of filamentous fungi and cyanobacteria isolated from the degraded
stones. The biocide Coryna® DF (isothiazolinones + benzimidazole derivatives)
was more efficient against the fungal mixture, while Preventol® MP 260 (3-iodo-
2-propinylbutyl carbamate) was more effective against cyanobacteria. The
solvent-based varnish without biocide was slightly inhibitory against fungi ().

' Master of Science dissertation in Agricultural Microbiology -

Biodegradation, Biocorrosion and Biodeterioration, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (125 p.)
April, 2004.
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1. INTRODUGAO

As Ruinas Jesuiticas constituem um patriménio histérico - cultural
importante da humanidade, encontrando-se algumas em elevado estado de
deterioragdo por estar situadas em locais préximos a regides selvaticas,
prejudicando a sua utilizagdo como atrativo turistico. E imperioso, portanto a
sua preservagao pelos 6rgaos estaduais e ou federais.

Entre as principais atividades microbianas que sdo importantes na
deterioragédo de superficies de pedra, sejam cobertas ou nuas, pode-se citar a
colonizagdo por microrganismos tanto procarioticos como eucaridticos; que
formam no decorrer do tempo biofilmes ou peliculas de dificil remogao que
contribuem na deterioragdo estrutural e estética das superficies pétreas. As
cianobactérias, os fungos e os liquens sdo 0s microrganismos mais comumente
encontrados nessas superficies.

E importante a avaliacdo de diversos compostos quimicos para
serem usados como inibidores do desenvolvimento e das atividades
metabodlicas microbianas, dando énfase as atividades antimicrobianas

especificas contra os diversos tipos de organismos presentes no biofilme.

O objetivo geral deste trabalho foi a avaliagcdo da biodegradagao

atual das superficies pétreas e o desenvolvimento dos biofilmes deteriogénicos



das Ruinas Jesuiticas das Missdes, com énfase em cianobactérias e fungos
colonizadores.

Os objetivos especificos foram:

- Determinar o grau de biodeterioracdo ocorrido sobre os materiais

de construgao remanescentes das Ruinas.

- Correlacionar as diferencas apresentadas pelo intemperismo fisico-

quimico com os distintos parametros meso-ambientais.

- Isolar e identificar os diferentes géneros de cianobactérias e fungos

presentes nas paredes externas das Ruinas Jesuiticas das Missoes.

- Avaliar a possibilidade de controlar o desenvolvimento dos
biofiilmes utilizando diversas combinagdes de tintas e vernizes, com

propriedades biocidas.

- Comparar distintos métodos de avaliagao rapida de crescimento
microbiano, utilizando diversas tecnologias como HPLC, espectro-

fotocolorimetria e analises de imagens.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Resenha Histoérica

2.1.1 Histéria

Os Jesuitas, que chegaram ao Paraguai em 1588, fundaram 30
comunidades utdpicas. Elas converteram-se em eloguentes testemunhos em
pedra da forma de vida e da motivacdo espiritual dos indios que as habitavam.
Hoje, depois de 200 anos de abandono, as ruinas das missdes estdo sendo
resgatadas dos estragos do tempo.

No ano 1604, Roma constituiu a regido do Paraguai como uma
"provincia" so para os jesuitas. Aquela provincia incluia os territorios atuais da
Argentina, Chile, Bolivia, partes do Brasil e Paraguai, com um tamanho similar
ao da Europa ocidental. Ja antes, o trabalho evangelizador tinha comecgado
gracas aos Franciscanos que chegaram ao Paraguai com os fundadores da
cidade de “Asuncion”, em 15 de agosto de 1537 (McNaspy & Blanch, 1991).

Assim, chegaram a estabelecer e administrar 30 povos da zona do
rio Parana até a sua expulsdo em 1768 por ordem de Carlos lll rei da Espanha.
Em menos de 15 anos desapareceram 22 das 30 comunidades missionarias e
com elas, muitas de suas igrejas e objetos. Hoje em dia sé persistem oito, dos
demais, ficaram s6 ruinas e lembrangas. As vezes sdo chamadas "as cidades

perdidas do Paraguai".



Figura 1. (esquerda) Fachada do .t-em'p.lo principal das ruinas de San Ignacio, (direita) muro
direito do colégio das ruinas de Loreto.

Na atualidade os restos de suas 30 missdes estdo dispersos pela
fértil regido agricola do sul do Paraguai, pelo sudoeste Brasileiro e nordeste
Argentino.

As igrejas das missbes e as vivendas, aonde em algum tempo
chegaram a morar 144.000 indios cristianizados, constituem um legado cultural
unico. A distribuicdo dos edificios nessas "cidades" (igreja, colégio, horta,

oficinas, vivendas, praga) seguia o plano geral ja utilizado em outras redugdes

Jesuiticas.

" #
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a, (dir) frente do templo

Fiura 2. eé'q) Escad-arfir; te'mp;l'o principal _-das ruinas de Santa .
provisorio das ruinas de Santa Maria

O método construtivo consistia numa técnica mista artesanal e
industrial (provisdo de suportes e elementos estruturais e ceramicos). A
estrutura resistente era um sistema de ensarilhado para formar o tripé, de

madeira dura de grande porte e esquadria que sustentava a cobertura de dois



planos em telhas, sendo as paredes consistidas de muros de pedra arenito
(“sandstone”) ou ‘“itacurus” de grande espessura sem aparelho ordenador
evidente. A estrutura de suporte era de madeira e os pisos ceramicos, existindo

ainda hoje originais destes (Gutierrez, 2001).

2.1.2 Situagao atual

As missdes criadas pelos Jesuitas compdem hoje parte dos
territérios pertencentes ao NE Argentina - SSO Brasil - SE Paraguai. Dos 30
povos antigamente fundados na "Republica das Missdes Jesuiticas", foram
reconhecidos pela UNESCO como patrimbnio histérico da humanidade, em
1984, os seguintes sitios:
- "San Ignacio de Ipaumbucu ou Mini" (mostrada na figura 1 esquerda: fachada
do templo principal).
Os jesuitas tinham dado esse nome por ter sido fundado depois da outra "San
Ignacio Guazu" hoje em territério Paraguaio.
- "Nuestra sefiora de Loreto" (na figura 1 direita: muro direito do colégio),
- "Santa Ana" (figura 2 esquerda: grades acesso templo),
- "Santa Maria la Mayor" (figura 2 direita: frente templo),
localizados em territério do nordeste argentino, mais especificamente na
provincia de "Misiones".
- "Sao Miguel do Oeste",
localizado no estado do Rio Grande do Sul em territério Brasileiro, e
pertencente ao municipio de Santo Angelo.

- "Trinidad",



localizado no Departamento de "Misiones" no Paraguai.

As ruinas das reducdes jesuiticas comegaram a ser restauradas a
partir da década de 50, sendo que algumas delas encontram-se em avangado
estado de deterioracdo devido ao avango da mata silvestre por sobre as

edificacdes e pisos.

2.2 Aspectos Geoldgicos, Geograficos e Climaticos

2.2.1 Localizagcao Geografica e Clima

As missdes do territorio argentino localizam-se na provincia
homénima, cujas sedes encontram-se distanciadas da capital provincial

"Posadas", as localizagdes exatas e o tipo de acesso sado detalhadas a seguir:

- Aceso asfaltado até "San Ignacio": 50 quildmetros (2500 metros até a estrada
Nacional 12). Pertence ao Departamento de "Candelaria". Latitude Sul 27° 20' -

longitude Oeste 55° 32'.

- Aceso asfaltado até Nossa Senhora de Loreto: 55 quildmetros (2500 metros
até a estrada Nacional 12, trecho de chado consolidado). Pertence ao

Departamento de "Candelaria". Latitude Sul 27° 20' - longitude Oeste 55° 32'.

- Aceso asfaltado até "Santa Ana": 45 quildmetros (2000 metros até a estrada
Nacional 12, trecho de ch&o consolidado). Pertence ao Departamento de

"Candelaria". Latitude Sul 27° 23' - longitude Oeste 55° 33'.



- Aceso asfaltado até "Santa Maria la Mayor" 120 quildmetros (estradas
provincias 105/ 201/ 1/ 2). Pertence ao Departamento de "San Javier-

Itacaruaré". Latitude Sul 27° 33' - longitude Oeste 55° 31".

O clima na regiao das missdes € do tipo cfa segundo a classificagao
de Koppen (Garcia, 1973), ou seja subtropical umido, sem estagao seca e com
verao quente. Representa o clima tipico do leste costeiro continental que
abrange dos 20° a 30° latitude Sul.

Os parametros climaticos mais importantes que caracterizam a

regiao sao:
- Temperatura média anual 21,9°C
- Temperatura média maxima 27°C, em Janeiro
- Temperatura média minima 15°C, em Julho
- Precipitagdo média normal mensal 120 - 200 mm
- Precipitagdo média anual 1850 mm
- Geadas anuais 10 - 15 dias.

Os climas subtropicais umidos ou simplesmente "sub-Umidos" sao
climas transicionais entre os "tropicais sem inverno" e as regides "temperadas”
que tém um clima invernal severo. Eles possuem um inverno suave, mas bem
definido, com temperaturas médias do més mais frio abaixo dos 18 °C, mas
acima dos 0 °C. Os climas sub-umidos ocupam as regides leste costeiro
continental entre as latitudes 20° e 30° Sul e Norte. Este clima compde grandes
areas, estendendo-se em consideraveis distancias terra adentro desde as

costas maritimas, localizando-se na regidao oeste mais umida do ambiente



costeiro das latitudes subtropicais onde a circulacdo das mong¢des causa um
fluxo de ar umido maritimo tropical durante os meses do verao. No inverno, o
deslocamento em diregdo ao Equador das tormentas ciclénicas de latitude
média encaminham os ventos do oeste, produzindo as precipitagbes em
algumas destas regides. Esse padrao de circulagdo atmosférica induz invernos
suaves, umidos a relativamente secos, e verdes quentes e umidos (Kumar &

Kumar, 1999).

2.2.2 Geologia

2.2.2.1 Caracteristicas geoldgicas regionais

Os arenitos que conformam o perfil geoldgico regional foram
caracterizados em principio, pela sua geologia, de sua cor avermelhada
escura, sua estratificacdo e da origem dominantemente edlica, como
provenientes das Formacbes "Arenitos das Missdes" e "Arenitos de
Independéncia" que surgiam em amplas areas do Paraguai. No entanto Teruggi
(1970) estendeu a area de abrangéncia da Formacgao "Arenitos das Missdes"
até a provincia argentina de "Misiones", ao norte da sua capital "Posadas"
(area de "San Ignacio") com retalhos na margem do rio Uruguai (zona de "San
Javier"). Finalmente Chebli et al.,(1976) limitaram a extensdo desses arenitos
ao subsolo da margem nordeste de "Entre Rios", leste de "Corrientes" e todo o
territorio das Missoes (figura 3 esquerda).

Essas sedimentitas, que foram amplamente utilizadas como material

construtivo das ruinas, datariam do periodo Jurassico Superior - Cretaceo
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Inferior, conformando parte do subsolo Mesopotamico argentino, entre 25°10°S

- 31°S e 54°W - 58°W.

007 metrng

Independéncia” e Botucatu nos extremos do aquifero guarani. (dir) Corte transversal
do aquifero na regido central do estado de Sao Paulo, onde aparecem as camadas
estratificadas de: 1 aquifero Bauru, 2 aquifero basaltico Serra Geral, 3 area de
afloramentos marginais do aquifero, 4 grupo Passa Dois e substrato do aquifero.
(Fonte: figuras extraidas da revista Super Interessante n° 07, ano 13)

A unidade estratigrafica esta caracterizada por lentes de arenitos
de origem edlica, intercalados com os derrames de lava basaltica, dos varios
episodios efusivos que conduziram a Formagéao "Serra Geral — Brasil" (Gentili &
Rimoldi, 1979). Estes arenitos pertencem a extensdo Sudoeste da referida
formagado basaltica, que ingressa em territério argentino pelas provincias de
"Misiones", "Entre Rios" e "Corrientes" (Membro "Solari" do Jurassico Superior -
Cretaceo Inferior). Essa unidade correlaciona-se com outras formagdes da
mesma idade, pertencentes a era Mesozoica:

- Formagéao "Sao Cristébal" (Entre Rios - subsolo Argentino);

- Formagao "Botucatu” de datacdo radiométrica no Jurassico superior
(nordeste da Argentina, entre as provincias de "Entre Rios" e "Misiones", e a
regido do Planalto Meridional do Rio Grande do Sul, 27°S - 30°S e 54°40'W -

520WV);
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- Formagao "Taquaremboé" datada no periodo Jurassico (Bacia do Rio
Parana, sul do Brasil, leste do Paraguai, nordeste da Argentina e noroeste do

Uruguai, entre 18°S e 30°S).

As entidades Sao Cristdobal e Taquarembd conformam o teto da
Formacado "Buena Vista" (Herbst et al., 1976) na regido argentina, datada
radiométricamente no periodo que abrange o inicio do Mesotriassico até o
Eotriassico tardio (Departamentos Cerro Largo e Rivera em Uruguai, na
fronteira com a regidao sul do Rio Grande do Sul, aprox. 30°S - 32°S e 52°W -
55°W, e subsolo do centro e norte argentino, aprox. 55°W - 62°W e 27°S -
33°S) (Padula & Mingramm, 1968).

A Formacao "Arenitos das Missdes" corresponde a uma litologia
limo-arenosa que intercala niveis limo-argilosos, considerada uma variagao
lateral continente das Formacdes Botucatu e Pirambdia da regidao centro-sul
brasileira (Fernandez Garracino, 1994).

As caracteristicas fisico-estruturais e de permeabilidade desses
arenitos possuem grande importancia hidrogeoldgica, ja que o conjunto das
Formacgdes Botucatu, Guara, Santa Maria, Sanga do Cabral, Pirambdia, Rio do
Rasto/Membro Morro Pelado (Brasil); Taquarembd, Buena Vista, Yaguari
(Uruguai); Misiones, Independéncia (Paraguai); San Cristobal, Buena Vista
(Argentina) conformam o aquifero Gigante do MERCOSUL ou "Aquifero
Guarani" com caracteristicas granulométricas de arenitos finos a médios,

arenitos lamiticos, lamitos de origem edlica e fluvial (Campos, 1999).
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O aquifero subjaze em grande parte de sua extensao ao aquifero
intrabasaltico Formagao Serra Geral (fraturado), e suprajaze ao aquitardo

Grupo Passa Dois e Tubarao (figura 3 direita) (Montafio Carrion, 1990).

2.2.2.2 Materiais de construgao e Intemperismo Fisico

Os espessos solos formados a partir da meteorizacdo das rochas
basalticas, apresentam uma natureza essencialmente argilosa e cor vermelha,
que resultam da descomposi¢ao dos componentes argilosos primarios com a
liberagao paralela dos 6xidos metalicos (principalmente 6xidos e oxi-hidroxidos
de ferro e manganés).

Os materiais utilizados para a construgao das redugdes jesuiticas
foram principalmente blocos talhados de rochas. Os tipos de rochas utilizadas
podem ser divididos em trés tipos:

- Rochas sedimentares: arenitos (muros de carga, paredes divisérias, colunas,
bases, etc.)

- Rochas igneas: basaltos e outras extrusivas afaniticas (bases).

- Pedras antropogénicas: pedra "itacuri" e outras escorias de fundicao, tijolos e
telhas de barro cozidas.

A ocorréncia disseminada de arenitos em toda a regido do Planalto Meridional
permitiu que desde épocas histdricas até hoje em dia eles sejam utilizados
como material de construgdo. Calgadas, fundagbes e muros sdo alguns dos

exemplos que ainda hoje se encontram na construgao civil (Gutierrez, 2001).
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2.3 Aspectos macro e microecoldgicos. Biofilmes

2.3.1 Ecologia

O desenvolvimento em maior ou menor extensdo de espécies
biolégicas sobre determinadas superficies, esta influenciada pelas
propriedades quimicas e fisico-quimicas da rocha (minerais constituintes, pH,
proporcdes relativas dos varios minerais, salinidade, conteudo de agua e
textura). Também depende dos fatores ambientais (temperatura, umidade
relativa percentual - RH%, condicdo de iluminagdo, nivel e extensdo de
poluicao atmosférica, vento, chuvas). Ou seja, a resposta dos organismos para
uma superficie potencialmente colonizavel depende dos seus requerimentos
fisiolégicos, e micro e macroecologicos (Caneva & Salvadori, 1989).

Amplamente falando, todos os organismos vivos podem ser
classificados como "autétrofos" ou "heterotrofos", baseando-se em seus
requerimentos nutricionais (tabela 1). Para todos os organismos autotroficos,
os constituintes das superficies inorganicas representam substancias nutritivas
potenciais e sdo importantes fatores que condicionam o seu crescimento. Por
outro lado, os organismos heterotroficos crescem somente quando existe
matéria organica potencialmente utilizavel por eles na superficie. A maioria dos
organismos, exceto as espécies xerdfilas, preferem superficies com alto

conteudo de umidade.



Tabela 1 Classificacdo dos organismos deteriogenos.
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Categoria Fonte de Fonte de Doadores Receptores Grupos de
Nutricional Energia Carbono | de elétrons | de elétrons Organismos
Organismos aerdbios:
Fotoautotrofos Luz solar CO, H,O Oxigénio  Cianobactérias
Ou (organismos Compostos Algas (Bacillariofitas
Fotolitotrofos fotossintéticos) organicos ou Diatomaceas)
Algas (Clorofitas)
Liquens
Hepaticas e musgos
Plantas superiores
Organismos aerdbios:
Quimioautétrofos Reagbes Redox CO, Ha Oxigénio  Bactérias do hidrogénio
Ou (organismos Fe’ Bactérias do ferro
Quimiolitotrofos quimiossintéticos) NH™, NO;, Bactérias nitrificantes
S, (8203)'2 Bactérias oxidantes do enxofre
Organismos aerébios:
Fotoheterétrofos Luz solar Compostos  Compostos Oxigénio  Bactérias fotossintéticas
Ou (organismos organicos organicos Algumas algas
Fotoorganoétrofos fotossintéticos) Organismos anaeroébios:
H.S Compostos Bactérias verdes e purpuras
organicos do enxofre
H» Bactérias purpuras ndo-enxofre
Organismos aerdbios:
Quimioheterétrofos Reagdes Redox Oxigénio  Actinomicetos
Ou (organismos Animais
Quimioorganétrofos quimiossinteticos) Fungos
Bactérias respiratorias
Organismos anaerobios:
Compostos Compostos  Compostos Bactérias fermentativas
organicos organicos organicos
H,S NO™ Bactérias denitrificantes
S, (S205)° (SO4)*  Bactérias redutoras do enxofre

(Fonte: KUMAR 1999)

Como foi anteriormente mencionado, os fatores ambientais das

regides tropicais e subtropicais umidas, que caracterizam o clima na regido em

estudo (elevados valores de temperaturas e precipitagbes meédias), séo

favoraveis para o suporte da vida da maioria dos organismos, e indicam um

elevado potencial para alteragdo das rochas por intemperismo e agentes

biodeteriogénicos. A presenca de luz solar € essencial para os organismos

fotossintetizantes. Os organismos quimiossintéticos podem viver sem luz solar,

derivando sua energia para biossintese das reagbes quimicas (Caneva et al.,

1991; Jain et al., 1993; Tiano, 1993). Na maioria dos casos, os poluentes
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atmosféricos, especialmente os anidridos SO, e NOx , foram achados
prejudiciais para o crescimento dos organismos biodeteriogénicos (Heck &
Brandt, 1977), notavel excecdo corresponde aos organismos aciddfilos e
acidoliticos que crescem melhor em meios acidos. Por outro lado, sujeira e
poluentes organicos colaboram mantendo o crescimento e a atividade de
certos organismos heterotréficos (Saiz-Jimenez, 1994). Sendo que a extenséao
da utilizacdo destes poluentes esta determinada pela sua "recalcitrancia" a

biodegradacao.

2.3.2 Biofilmes, diversidade biolégica

2.3.2.1 Biofilmes

Os "Biofilmes" representam complexas associacbes de
microrganismos ligados as superficies ou aderidos com interfaces. Um fato que
tem sido observado ja ha algum tempo por muitos pesquisadores € que a
maioria das bactérias encontradas em ambientes naturais, industriais e clinicos
persiste associada as superficies, formando comunidades microbianas (em um
arranjo bi ou tridimensional) que sao freqlientemente compostas de multiplas

espécies que interagem umas com outras e com o ambiente.

2.3.2.2 SucessoOes microbianas

A distribuicdo espacial dos organismos que se desenvolvem nas
superficies das rochas, € influenciada pela "bioreceptividade" das macro e
microestruturas expostas ao meio ambiente e pelas condicbes meso-

ambientais do local (Guillitte & Dressen, 1995). Esses organismos tendem a
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crescer embebidos em uma matriz polimérica de materiais polissacarideos
(exopolissacarideos ou matriz EPS), produzidas por eles mesmos (ou por
outros "colonizadores primarios") e funcionando como um material de suporte
e adesdo além de protegé-los contra os efeitos da dessecagao, iluminagao
excessiva, danos mecanicos e efeitos erosivos. A distribuicdo temporal é
também evidente sendo ainda mais complexa. Essa sucessao vai
acompanhada de um incremento na deterioracdo da rocha substrato e
engrossamento do biofiime. Os colonizadores primarios sé&o principalmente
bactérias autotroficas, seguidas de bactérias heterotréficas, actinomicetos e
fungos (Allsopp & Seal, 1986). Eles dardo posteriormente suporte mecanico e
nutricional a outros organismos maiores tais como bridfitas e plantas
superiores, assim como servindo como nutrientes para miniherbivoros tais
como gasteropodos; microherbivoros como vermes, acaros; e protozoarios
predatoérios tais como rotiferos.

Em ambientes naturais ndo induzidos, a formagado ou "montagem"
do biofilme segue geralmente o modelo de "colonizagao facilitada" proposto por
Conell e Slatyer (1977), no qual os primeiros microrganismos colonizadores
mudam as condigdes do biofilme, facilitando a posterior dominancia de
populagdes diferentes. Em etapas posteriores os organismos heterotroficos sao
mais dependentes da produgdo autotréfica que ocorre dentro do biofilme (tais
como algas e cianobactérias), ou seja, a comunidade torna-se mais um sistema
fechado.

Baseado nos resultados de estudos recentes para o

desenvolvimento de biofilmes epiliticos, Jackson et al. (2001) sugeriram certas
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mudangas conceituais que poderiam ocorrer nas propriedades da comunidade
durante a sucessado microbiana (figura 4). Ele serviu-se do mesmo método
utilizado por Santegoeds et al. (1981), empregando DGGE para separar os
diferentes fragmentos de DNAr 16S, assumindo que cada populagédo

bacteriana produziria uma banda caracteristica no gel.

-Diversidade de
espéciestotais (S)
-Competicdo

larga escala (B)
-Competicdo
Pequena escala (F).

-Diversidade de S R_o---7T
espécies
novas(Sn)
-Riqueza de
nichos
ecoldgicos (R)

Tempo —»
Figura 4 Sucessdes microbianas em biofilmes. (Fonte: JACKSON 2002)

Uma revisdo desses trabalhos revela que podem ser obtidas
algumas predi¢cdes acerca das mudangas sucessionais que ocorrem durante a
formagao e desenvolvimento de comunidades microbianas (Jackson, 2002).

Inicialmente a "riqueza de espécies" (S) aumenta devido a uma
rapida colonizacido por multiplas espécies, promovida por uma superficie limpa
ou recém exposta ao meio; diminuindo logo devido a que alguns "colonizadores
primarios" ndo podem mais competir por espago e outros "recursos de larga
escala" (B) sendo excluidos da comunidade. No entanto a comunidade ira se
desenvolver incrementando o numero de "nichos ecolégicos" (R) potenciais,
combinado com a aparicdo de populagdes mais especializadas acoplado a

transicao de um habitat bidimensional para outro tridimensional.
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Logo um incremento de R promove um segundo aumento de S
(concorrente com o amadurecimento do biofilme) e a competéncia torna-se
mais uma forca estruturante dos "recursos de pequena escala" (F) para
populagdes mais especializadas. Devido a que R continua a crescer (com o
incremento da heterogeneidade do habitat), novas espécies (Sn) sé&o
adicionadas a comunidade quando novos nichos sao disponiveis, porém em
algum ponto R e S deveriam se estabilizar (pelo menos, para um biofilme em
equilibrio ou "maduro"). No entanto Sn poderia evolucionar assintéticamente se
R = f( t) fosse linear, ou crescer se R = f ( €' ), que indicaria uma relagdo
geomeétrica.

De modo geral, as comunidades microbianas do biofiime podem se
encaixar num modelo de "exploragdo natural", porque um aumento em
biomassa num nivel tréfico facilitaria o desenvolvimento de niveis superiores
(Oksanen et al.,1981). Deve-se salientar que também existe a possibilidade de
que o nivel inicial da cadeia trofica ndo consista de organismos autotroficos,
mais sim de heterotrofos que utilizem carbono organico estranho ao sistema e
cujos metabdlitos primarios sirvam de nutrientes para organismos posteriores.

Nas etapas finais da maturacio do biofilme, a interacao tréfica entre
bactérias e outros organismos torna-se prevalente, ocorrendo uma comutagao
do mecanismo de controle tipo "bottom-up" (devido principalmente a R e B/F)
para outro do tipo "top-down" através de fatores tais como predacgao (por
protistas, ou macroganismos) ou ataque de bacteridéfagos (lises virais) que sao
mais importantes que a competi¢ao (B ou F) ou disponibilidade de recursos (R),

mudando a estrutura do biofilme.
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2.3.3 Biofilmes, o EPS

Em superficies expostas as condi¢des ambientais naturais, biofilmes
mono-especificos sdo raramente encontrados. A grande maioria € composta
por uma mistura estruturada de espécies. O polimero EPS sintetizado pelas
células microbianas varia extensivamente em sua composicdo, e
consequentemente em suas propriedades fisicas e quimicas. Algumas sao
macromoléculas neutras, mas a maioria € poli-anidénica devido a presenca de
acidos urdnicos (mais comum acido D-glucurénico, sendo também achados D-
galacturdénico e D-manurdnico), piruvatos com ligagao cetalica, ou residuos
inorganicos de PO42 e SO42. Mas existem naturalmente alguns policatidnicos,
como os polimeros formados por cepas de eubactérias aerébicas Gram(+). A
composicao e a estrutura dos polissacarideos determinam a sua "conformacéao
primaria". A ‘"configuracdo secundaria" freqlientemente forma hélices
agregadas. Em alguns polimeros a cadeia central ou "backbone" forma-se a
partir de sequéncias monomeéricas com ligagdes 1,4-4- ou 1,3-f- que dao uma
consideravel rigidez, outros se apresentam como estruturas menos rigidas
como ligagdes 1,2-a- ou 1,6-a- achados em muitos dextranos.

A transicdo da forma hidratada randémica para um agregado
helicoidal fica influenciada pela presenca ou auséncia de substituintes acilo tais
como O-acetil ou O-succinil ésteres, ou piruvatos cetalicos. Essa transicao
também depende da temperatura e da concentracdo de sais no meio
circundante (Sutherland, 1990).

As macromoléculas do EPS s&o essencialmente cadeias muito finas

e longas com um PM médio da ordem de 0,5 - 2,0 x 10° Daltons, que podem
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estar associadas de diversas maneiras. Mayer et al.,(1999) sugeriram que as
ligacoes eletrostaticas e as pontes de hidrogénio sao as forgas dominantes.

Interagbes iGnicas e associagdes em complexos de cadeias ligadas
lateralmente conduzem a formacdo de redes muito pouco soluveis em
solventes aquosos, formando inclusive géis de variada estabilidade. No
entanto, os polissacarideos interagem todo o tempo com uma variada gama de
outras espécies macromoleculares, incluindo lectinas, proteinas, lipideos e
outros polissacarideos; formando uma "supra-estrutura terciaria". Essa
estrutura compreende um entrelagamento dos polissacarideos secretados
inicialmente pelas células com outras macromoléculas, e que poderao albergar
outras células (da mesma ou de outras espécies) modificando o equilibrio
dindmico entre a absor¢cdo de nutrientes e a eliminagdo dos subprodutos
metabalicos.

Muitos polissacarideos formam géis fracos e relativamente soluveis
que modificam a viscosidade do eventual entorno aquoso; porém importantes
alteragdes ocorrem quando ions estdao presentes no meio. Estes ions (cations
principalmente) interagem com os grupos carboxilicos do EPS ligando-se
fortemente as macromoléculas proximas, incrementando a viscosidade
(inclusive até a gelificagao total). Varios cations podem competir pelo mesmo
sitio da ligacao (Loaéc et al., 1997); sendo que a extensdo da interagdo entre
as cadeias poliméricas e a formacédo dos agregados de hélices depende
frequentemente do raio ibnico do cation ligante. Na maioria dos casos, a
presenca de cations mutivalentes tais como Ca*? e Mg*2 conduzem a uma

formagdo mais extensiva de hélices arranjadas ordenadamente do que ions
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monovalentes, porém ha polissacarideos que se assemelham ao "k-carrageno"
revelando agregados de hélices duplas em presencga de ions K.

Um outro fato importante € a grande capacidade de retengao de
agua pelas moléculas de EPS - o acido hialurénico, por exemplo, pode reter até
1 Kg de agua por grama de polissacarideo (Sutherland, 2001) - mantendo uma
camada altamente hidratada em volta das células, prevenindo uma dessecacao
letal em ambientes de grandes flutuagbes diurnas de umidade, como ocorre
tipicamente em biofilmes mistos de algas e cianobactérias. No caso especifico
de células que possuem somente uma fina camada protetora ou "bainha", a
parte mais externa da camada EPS desidrata-se ficando endurecida,
diminuindo a permeabilidade hidrica e a pressao parcial de vapor na superficie
celular.

Uma clara indicacao da relagado que existe entre estrutura e funcao
do polissacarideo pode ser observada se comparamos os alginatos de algas
eucarioticas com os bacterianos, sendo os primeiros muito rigidos e
indeformaveis devido a alta interacdo especifica com ifons Ca™ ou Sr*
(propriedade amplamente utilizada em biotecnologia para imobilizagdo de
células e enzimas); em comparagdo com os alginatos bacterianos que
possuem uma estrutura semelhante (sequéncias de blocos poli-gulurénicos
com estrutura de "caixa de ovos"), nos quais os grupos acetilados inibem
fortemente a interacdo com cations, dando consequentemente solucdes
aquosas com propriedades visco-elasticas e impedindo a formagado de géis

(Ertesvag & Valla, 1998). Em contrapartida, esses biofiimes de EPS acetilado
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resistirdo a maioria das enzimas alginato-liases que degradariam os produtos
das algas.

Por outro lado, o EPS confere certa estabilidade mecanica, o que
permite as células tolerarem consideraveis forcas de atrito superficial (Mayer et
al., 1999). Também confere prote¢cao contra bacteriocinas, ou até bacteriéfagos
cujo genoma nao contenha sequéncias para codificar enzimas polissacaridases
que permitam a eles chegar a superficie celular. Hughes et al.,(1998)
demonstrou que bacteriéfagos com atividade enzimatica polissacaridase
especifica, conseguem remover completamente o biofime de espécies

entéricas.

2.4 Biodeterioracao e Biodegradacao de Monumentos de Pedra

2.4.1 Biodeterioragao de prédios

"Biodeterioracao" pode ser definida como uma mudanga indesejavel
nas propriedades de um material causada pelas atividades vitais de
organismos vivos. A palavra “Biodegradacao" é frequentemente utilizada para
definir uma mudanca desejavel efetuada pelas atividades vitais de organismos,
como ocorre no caso de recuperagao de dejetos e efluentes industriais ou
areas poluidas (Allsopp & Seal, 1986). No entanto as duas palavras séo
confundidas comumente e utilizadas com a significancia da primeira.

A biodeterioracdo de monumentos de pedra em edificacdes € um
problema bem reconhecido em ambientes tropicais, onde os fatores ambientais
favorecem o desenvolvimento e a manutencdo de uma ampla variedade de

organismos em estas superficies (Allsopp & Seal, 1986). Existem, no entanto
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diferengcas nos mecanismos e na extensdo da biodeterioracdo, quando, além
dos processos de intemperismo natural fisico-quimico e biolégico, sao
adicionados outros contaminantes devidos a poluicdo antropogénica,
produzindo um efeito sinergistico nos processos ja mencionados.

Tendo em conta a "bioreceptividade" da superficie pétrea e os
fatores meso-ambientais, existe uma ampla distribuicdo espacial dos
organismos que se desenvolvem na superficie rochosa, principalmente
embebidos numa matriz polimérica de exopolissacarideos (biofiime EPS)
gerada pelos proprios organismos, cumprindo fungdes de suporte e adesao a
superficie, além de protegao contra a dessecacao, iluminagao excessiva, danos
mecanicos e efeitos erosivos (entre outras mais especificas).

Existe também, uma distribuicdo temporal bem mais complexa, na
qual aparece uma verdadeira sucessdo de colonizagdes dos diferentes
organismos, que € controlada principalmente pelo estado de deterioracdo do
substrato pétreo e da extensdo da formagdo do biofilme. Assim os
microrganismos colonizadores primarios, principalmente bactérias hetero e
autotroficas seguidas de actinomicetos e fungos, dardo suporte mecanico
posteriormente a outros organismos como bridfitas e plantas superiores; além
de suporte energético a outros organismos como mini € microherbivoros

(Allsopp & Seal, 1986).

2.4.1.1 Agentes biodeteriorantes
Os mecanismos de deterioragao por bactérias envolvem a evolugao

de acidos biogénicos (alguns deles com capacidade quelante) que causam
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dissolucéo através da mobilizagdo de cations de Ca, Fe, Mn, Al e Si (Caneva &
Salvadori 1988; Jain et al.,1993).

As cianobactérias autotréficas causam danos estéticos aos
monumentos de pedra criando filmes de varias cores em suas superficies
(Gaylarde & Gaylarde, 1999), esses filmes podem conter significativas
quantidades de materiais inorganicos adsorvidos derivados do substrato
(quartzo, carbonato de calcio, argila) e detritos (células mortas ou subprodutos
microbianos).

A superficie mucilaginosa dessas bactérias facilita a adesado de
particulas aéreas de po, podlen, vapores de O6leo, e cinzas de carvao,
produzindo crostas duras e patinas que sao dificeis de eliminar.

Além da deterioracdo estética produzida pelas cianobactérias em
monumentos historicos, existem danos fisicos e quimicos diretos produzidos
por elas. A presenga da camada microbiana de cianobactérias epiliticas cria um
microambiente distinto onde a respiracdo e a fotossintese produzem acidos
como subprodutos; causando deterioragdo bioquimica da pedra através do
enfraquecimento das estruturas minerais e da dissolugdo dos minerais ligantes
ou cimentantes, especialmente os carbonatos (Griffin et al., 1991; Warscheid et
al., 1990).

Em marmore, por exemplo, as cianobactérias produzem padrdes de
erosdao superficial devido ao seu estabelecimento nas depressdes
microscopicas tais como as interfaces dos cristais. Elas incrementam
localmente a capacidade de retengdo de agua da pedra dissolvendo o material

adjacente, o que promove um incremento da sua populagdo. A coeréncia dos
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cristais diminui nas areas dominadas por cianobactérias, e a chuva desune os
cristais conduzindo a erosao (Krumbein, 1993).

Deterioragao biofisica com liberacdo de material granular pode
também ocorrer, devido as forgcas exercidas por repetidos ciclos de secagem e
reidratacdo da bainha mucilaginosa causada pela variacdo de umidade
ambiente.

As cianobactérias estdao usualmente presentes em associagdo com
algas verdes, vermelhas e diatomaceas. A dominancia de um grupo sobre
outro varia local e regionalmente, e varios estudos indicaram que as
cianobactérias dominam os habitats de regides tropicais (Crispim et al., 2003),
contrariamente a tendéncia dos biofilmes de locais temperados onde as algas
sdo dominantes (provavelmente devido a maior tolerancia a temperaturas
elevadas das cianobactérias). As cianobactérias e algas estdo bem adaptadas
a viver em locais de muito baixa iluminacao (elas apresentam coloracéo verde
ou verde escura quando umidas e preta quando secas).

Varias espécies fungicas tém sido isoladas de pedras
intemperizadas, especialmente em areas tropicais (Koestler et al.,, 1985). A
versatilidade metabdlica deste grupo de microrganismos aumenta sua
eficiéncia para colonizar diferentes tipos de substratos, porém as pedras
inorganicas nao permitem por si mesmas o crescimento fungico, sendo
necessario pelo menos residuos organicos.

Deterioragdo biofisica de pedras tem sido demonstrada pela
extensiva penetragcdo de hifas fungicas em "pedra sabao", as hifas também

podem penetrar paralelamente aos cristais em pedras calciticas e dolomiticas,
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contribuindo a decomposicao de calcario, silicatos minerais (mica e ortoclase),
e outros minerais contendo ferro e magnésio (biotita, olivina, piroxeno), granitos
e marmores pela excregcdo de acidos oxalicos e citricos. Esses acidos
apresentam-se também como agentes quelantes que podem lixiviar cations
metalicos, tais como Ca*?, Fe'?, ou Mg, da superficie rochosa, formando
complexos soluveis como oxalatos férricos e silica gel (Caneva & Salvadori,
1988).

Foi inferido a partir destes estudos que as rochas acidas sao mais
resistentes que as basicas ao ataque fungico. Em tal sentido, na bibliografia
mencionam-se experimentos realizados com cepas de Aspergillus niger que
conseguiram (produzindo acidos gluconico, citrico e oxalico) lixiviar minerais
pulverizados em meio artificial com glicose como fonte de carbono. Em outros
experimentos demonstrou-se a habilidade de varios fungos filamentosos (e de
suas formas simbidticas com algas: os liquens) para dissolver, recristalizar e
redepositar cristais de calcita e oxalatos metalicos ao redor e nas proximidades
das hifas (Wilson et al., 1981). Foi reportado também que houve oxidacao de
manganés, o que causaria manchas pretas nas superficies (Eckhardt, 1985).

Algas eucaridticas formam patinas que suportam o posterior
desenvolvimento de uma sucessao de biodeteribgenos mais corrosivos
(bridfitas e plantas superiores). Elas produzem proteinas com capacidade
quelante, e acidos organicos que aumentam a solubilidade dos constituintes da
pedra, alterando outras propriedades da regido superficial, tais como o
coeficiente volumétrico de expansao térmica, e incrementando posteriormente

a sua sensibilidade a danos mecanicos. Algas de vida endolitica aumentam
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(durante o crescimento) fissuras e rachaduras preexistentes na pedra,
incrementando o seu volume quando em contato com alta umidade (Caneva et

al., 1991).

2.4.2 Microrganismos

2.4.2.1 Cianobactérias

As primeiras cianobactérias (Classe Cianoficeae) aparecem em
fosseis de 2,8 x 10° anos (tabela 2). Sua bioquimica evoluiu fundamentalmente
diferente das Arquebactérias. Elas foram os primeiros organismos dominantes
que usaram a fotossintese oxigénica, através da evolugao inovadora que foi o
Fotossistema Il (PSIl), o qual pode utilizar o oxigénio da H,O como doador de
elétrons dando como subproduto O,. Isto representou uma mudanca
fundamental na atmosfera terrestre, podendo ser observado seu impacto nas
camadas mais profundas de rochas sedimentarias, onde a transicéo
anaerébica / aerdbica da atmosfera (ocorrida aproximadamente a 2,5 x10 °
anos) aparece como mudangas da cor cinza para vermelho, devido a oxidacao

do ferro para ions férricos em grande escala. A subseqiente evolugao foi a

aparicao da bioquimica respiratoria oxidativa e o comecgo da era Precambrica.

Tabela 2 Evolugdo da atmosfera, transicdo anaerdbica / aerdbica, em relagdo com a apari¢gao
das cianobactérias.

Formagéao Primeiro Primeira Aparicéo Aparicdo  de Dominio de

da Terra ser vivo cianobactéria Oxigénio Eucariotos Eucariotos
4,5 bilhdes | 4,0 3,56 3,0 2,5 2 ‘ 1,5 | 1,0 0,5
Era Era Era Era

Hadeana Arcaica Proterozoica Fanerozéica

(Fonte: http://koning.ecsu.ctstateu.edu/plant_biology/cyanophyta.html)

Hoje em dia elas compdem o maior subgrupo de procariotos Gram(-)

fotossintéticos em biofilmes epiliticos, apresentando-se num grande numero de
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géneros e espécies (Rippka, 1988). A partir dos primeiros organismos
fotossintéticos endosimbiontes surgiram as organelas fotossintéticas
(cloroplastos e cianelas) dos eucariotos (Giovannoni et al., 1988); sendo que as
formas de vida livre exibem propriedades fisiolégicas variadas e sua morfologia
apresenta formas unicelulares, coloniais ou formas filamentosas complexas
(Rippka et al., 1979; Castenholz & Waterbury, 1989).

As cianobactérias geralmente sao mais adaptadas para resistir
condigdes ambientais adversas. A resisténcia a grandes flutuagdes de umidade
e temperatura poderia explicar sua maior distribuicdo em climas tropicais mais
expostos, se comparadas as algas (Gaylarde & Gaylarde, 1999), produzindo
pigmentos de prote¢cdo dentro de suas células que as protegem do estresse
fético (Garcia-Pichel et al., 1992; Matsunaga et al., 1993; Chazal & Smith,
1994). A sintese dos pigmentos acessorios fotossintéticos esta regulada pelas
caracteristicas espectrais da luz ambiente (figura 8) (Bennett & Bogorad, 1973).
Devido a sua fisiologia complexa muito versatil, elas conseguem colonizar
muitos nichos ecolégicos e sobreviver em ambientes muito diferentes. O
produto da fotossintese e armazenado em granulos de "glicogénio
cianobacteriano" (um glucano com ligagdes a-1,4- parecido com a fragao
amilopectina das plantas superiores).

Em ambientes depletados de nitrogénio (NH3) as cianobactérias dos
subgrupos IV e V diferenciam algumas células do tricoma produzindo
"heterocistos" intervalados com células vegetativas; formam-se camadas de
parede adicionais (permeaveis ao N2 mais ndo ao O2) e as tilacoides sao

modificados, ndo apresentando o fotossistema Il operante. A nitrogenase &
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sintetizada e a fixagdo do N2 prossegue, especialmente na luz, com o ATP
fornecido pelo transporte ciclico de elétrons do Fotossistema | (PS I). Uma
parte da glutamina, produto da fixacdo, € modificada e armazenada em
granulos de "cianoficina" (500 nm), polimeros de arginina ou de &acido
aspartico.

Elas produzem também granulos de "volutina" (H202PO-[PHO2-]n-
PO2H2) variando de 100 a 300nm de didmetro, como reserva de fosforo
inorganico. Outras adaptacdes sao os vacuolos de gas, compostos por muitas
vesiculas de gas cilindricas e alongadas, que ocorrem principalmente em
cianobactérias plancténicas (adaptacgao fototropica).

Varios géneros de cianobactérias do Subgrupo IV sob condi¢des de
deficiéncia de nutrientes (principalmente fosfatos) e/ou limitacdo de luz,
produzem células de resisténcia ou "acinetos". Adquirem uma parede espessa
circundando a parede velha, acumulam cianoficina, glicogénio, lipideos e
pigmentos carotendides, mas os polifosfatos desaparecem. Toleram secagem,
congelamento e armazenamento longo em sedimentos andxicos (Herdman,
1988).

a) Fotossintese Oxigénica: O metabolismo fotoautotréfico oxigénico das
cianobactérias e semelhante ao produzido nos cloroplastos das plantas. Ele se

encaixa na equacao geral fotossintética de Van Niel (equacgdes 1 e 2):

AH, + CO, + & - CH,O + A (1)

Para o caso especifico de utilizar agua como doador de elétrons:

6 H,O + 6 CO, + & — CeHi2,06 + 6 0Oy (2)
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Essa reacado € muito endergbnica requerendo aproximadamente 257
J / mol, que representaria um potencial de 1Volt numa célula eletroquimica
(Duysens et al., 1961).
b) Sistema fotossintético: Cedo na evolugcdo das cianobactérias as
invaginagdes da membrana formaram as “"tilacoides", que sdo sacos
empilhados em camadas. Esta parte periférica intensamente pigmentada do

interior celular chama-se "cromatoplasma" (Schopf, 1992).
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Figura 5 (esq) Espectro de distintos pigmentos fotossintéticos.(dir) Diagrama estrutural do anel

tetrapirrdlico de clorofila. (Fonte: http://www.personal.psu.edu/faculty/n/x/nxf10/
index.htm)

As membranas tilacéides possuem o sistema de transporte de
elétrons necessario para as reacées em presenca de luz da fotossintese, que
incluem a clorofila-a (figura 5 direita), o principal pigmento do Centro de
Reacao (RC) fixada a proteinas de membrana (veja na tabela 3 outros tipos de

clorofilas e bacterioclorofilas).
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Composto Rs Rz Rs 7, 8-ligacdo | Rqz Ri3° R0 | principal Ri7°
BClorof a -CO-CH;s M E Simples M -CO-O-CH; | H P, (GG)
BClorof b -CO-CH; M =CH-CH; Simples M -CO-O-CH; | H P
BClorof ¢ ® -CHOH-CH3; M E,Pr,l Dupla M,E H M F
BClorof ¢ ” -CHOH-CH; M E Dupla M H M S, (outros)
BClorof d -CHOH-CHjs M E,Pr,,N Dupla M,E H H F
BClorof e -CHOH-CHjs -CHO E,Pr,I,N Dupla E H M F
BClorof g -CH=CH;, M =CH-CH; Simples M -CO-O-CH; | H F
Cloro a -CH=CH, M E Dupla M -CO-O-CH,3 H P
Cloro b -CH=CH, -CHO E Dupla M -CO-O-CH; | H P

Referéncias tabela: (a) bactéria verdes do enxofre, (b) bactérias verdes filamentosas.
BCI - bacterioclorofila, CI - clorofila, E - etil, F - farnesil, GG — geranil-geranil, H - hidrogénio, | -
isobutil (2-metilpropil), M - metil, N - neopentil (2,2-dimetilpropil), P - fitil, Pr - propil, S - estearil.
(Fonte: http://www.personal.psu.edu/faculty/n/x/nxf10/index.htm)

Esse RC captura luz numa faixa espectral mais larga gracas aos
carotenoides (figura 6), e outros pigmentos acessorios de membrana, como

zeaxantina, B-caroteno, equinenona, cantaxantina e mixoxantofilas (Croce,

1998).
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Figura 6 Pigmentos isoprenoides liposoluveis derivados da familia dos carotenos. De cima
para baixo B-caroteno, luteina (uma xantofila) e violaxantina. (Fonte: CROCE 1998)

) y
CH,

Conectados para a face citosdlica das tilacdides estdo os
ficobilissomas (PBS), que sdo complexos protéicos que convertem a energia de
luz em energia excitatéria (ressonancia) e a transfere centripetamente a regiao
central que ira canaliza-la para o PSII (ou indiretamente ao PSI) (Glazer, 1985).

Os PBS podem representar cerca de 30% da proteina celular,

estando organizada em dois dominios estruturais, o nucleo e os bastonetes.
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Cada dominio contém polipeptideos pigmentados e nao-pigmentados. Todos
os PBS tém as cromoproteinas (ficobiliproteinas-PBP): Aloficocianina (AP) e
Ficocianina-c (PC), e muitos deles contém Ficoeritrina (PE) e Ficoeritrocianina
(PEC), veja na figura 7 a estrutura quimica desses compostos (Glazer et al.,
1983).

As cores das PBP sao consequéncia da absor¢ao diferencial da luz
pelos croméforos tetrapirrdlicos lineares associados covalentemente com
apoproteinas. As PBP estdo compostas por as sub-unidades a e B associadas
em heterodimeros que se agregam em trimeros (af})s € hexadmeros (ap)s. Os
polipeptideos ligantes nao-cromoforilados (L) estabilizam os PBS, facilitando a
montagem dos agregados de PBP, modulando as caracteristicas de absorcao
das PBP, e promovendo um fluxo de energia unidireccional aos RC (Capuano

etal., 1991).

Ficoertrobilina GO0 OO0

O, OH, CHa CHa CH, i
em ficocianobiling
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GHy ,H CH, ¢H, CH, rH, CH, BH JH;
/ ‘{:’ ?_'I f Y
u"““»;'}%‘.f T W o
H H \

H
Mao ha Mg+2 para Ligacio insaturada
para fechar o anel em ficocianchiling
Figura 7 Estrutura tetrapirrélica nao ciclica das ficobiliproteinas PE e PC. (Fonte: GROSSMAN
et al., 2001)

Os nucleos dos PBS contém trimeros de AP junto com polipeptideos
pigmentados e tipo L. Um polipeptideo de alto peso molecular do nucleo (Lcm)
tem homologia com as PBP e os polipeptideos L. O dominio semelhante a PBP
do Lcwm liga um cromoforo tetrapirrdlico servindo como receptor terminal de

energia do PBS. Geralmente 6 bastonetes, cada um composto de hexameros
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de PC e PE empilhados, "irradiam" do nucleo, tornando ao PBS com uma

aparéncia de leque (figura 8) (Capuano et al., 1991).

Luz
verde
_—
e
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vermelha
L I I f 1 L I I
Bastonele MNucleo .'" § Micleo Bastonete
Hexameros de ficocianina Hexameros de ficoeritrina

Figura 8 Disposicdo "irradiada" que adotam as ficobiliproteinas. (Fonte: GROSSMAN et
al.,2001)

Nessa estrutura existe uma transferéncia vetorial "centripeta" de

energia (equacgao 3), com uma ordenacgao "centrifuga" nas posi¢cées do PBP no

PBS.

(3)
[Exterior] > [Interior]
[PE] [PC] [APC] [PS]
[PEC] [PC] [APC] [PS]
[550nm] [590nm] [620nm] [650nm] [680nm]

c) O esquema Z: A fotossintese oxigénica estd baseada na agdo coordenada
dos dois fotossistemas (PSI e PSII). O PSIl tem o centro RC (P680) com um
potencial basal muito eletropositivo (+1 V). Quando excitado pela luz ele pode
tomar elétrons do H,O, e mudar seu potencial para -0.5 V, movimentando os
elétrons para uma serie de transportadores (ETC) que ira eventualmente
alimentar com eles ao RC do PSI (P700) (Bhalerao et al., 1994). Esse
movimento dos elétrons gera um gradiente de prétons através da membrana,
que sera posteriormente utilizado para gerar ATP. O P700 logo de absorver um

féton ira reduzir NADPH através de outra serie de ETC (figura 9), formando o
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"potencial redutor”, necessario para as reagoes de biossintese (equacao geral
4).

(4)

2 PQ + 2 H,0 + & O, + PQH, + AH*

PC (Cu'®) + Fd(re)

N
PQH, + 2 PC (Cu*?) - PQ + 2 PC (Cu’) + 2 H" + AH"
PC (Cu’) + Fd(ox) + & —

N

2 Fd(re) + H' + NADP' 2 Fd(ox) + NADPH + AH'

2 H,0 + 2 NADP" + § - O, + 2 NADPH + 2 H" + AH'

O ATP e o NADPH geradas durante a parte fotoativada da
fotossintese, serdo logo utilizados durante o periodo de escuridade da
fotossintese (biossintese), quando entram no ciclo redutor da pentose-fosfato
(ou ciclo de Calvin-Benson), reduzindo 6 moléculas de CO, para produzir uma
de glicose (equagéao geral 5). Essa reducgéo € catalisada pela ribulose bifosfato
carboxilase / oxigenase (RuBisCO ou RuBP carboxilase), presente em grandes
quantidades no citoplasma em estruturas angulares grandes chamadas de

"carboxissomos" (Stryer, 1995).

ADP + Pi + AHY - ATP
6 CO, + 6 H,O + § — CeH1,0¢ + 6 0O,

O sistema PSI pode utilizar uma via alternativa ciclica, gerando ATP
mais ndo NADPH (utilizado quando ndo ha necessidade de mais poder redutor

dentro da célula).
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Figura 9 Geragao de oxigénio, ATP, e NADPH no sistema de transporte de elétrons da
membrana tilacoide. (Fonte: STRYER 1995)

O padrao de absorgéao da clorofila-a ilustrado na figura 5 esquerda,
mostra dois comprimentos de onda potencialmente utilizaveis (430, 663 nm)
para a sua quantificacdo e identificagdo com técnicas de HPLC e
espectrofotometria (Eijckelhoff & Dekker, 1997). Tendo em conta que os
pigmentos fotossintéticos degradam-se rapidamente apés a morte dos
organismos, o conteudo total de clorofila poderia entdo ser tomado como
indicador de biomassa ativa média fotossintética. As propriedades de absorcao

dos pigmentos em solugao sé&o ilustradas na tabela 4.

Tabela 4 Propriedades de absorgéo dos distintos tipos clorofilas.
Pigmento Chla | Chlb | BChla | BChlb | BChic | BChid | BChle
Maxima absorgdo (nm) 430, 663463, 648|364, 770|373, 795/434,666|427,655 |469, 654

Maxima absorgdo da feofitina |,ng gsal ND  [357, 746|367, 776|412, 666/406, 6571435, 665

correspondente (nm)
(Fonte: http://www.personal.psu.edu/faculty/n/x/nxf10/phd/index.htm)

2.4.2.2 Fungos
a) Superficie Celular e Ergosterol: Os fungos filamentosos apresentam na
sua superficie externa uma camada capsular que envolve a parede celular.
Essa parede estd formada por uma camada composta de microfibrilas

cristalinas, cujos componentes sao quitina e B-glucano e uma matriz amorfa
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composta de a-glucano e glicoproteinas, também ha porgdes de quitosano, (-
galactosamina, melanina e lipideos (Kuhn et al.,1990). Embutida na parede
encontram-se proteinas carregadoras de nutrientes do meio ambiente assim
como outras biomoléculas.

A parede celular dos fungos da divisdo Basidiomicota, Ascomicota,
Zigomicota e alguns fungos pertencentes a divisdo Mastigomicota, tais como as
classes Quitriomicetos e Hifoquitriomicetos apresentam microfibrilas de quitina,
enquanto que os fungos pertencentes a classe Oomicetos apresentam
microfibrilas de celulose.

A parede celular por sua vez recobre a membrana celular que serve
como uma barreira entre célula ou as organelas e o ambiente em seu entorno,
apresentando a estrutura basica (membrana unitaria) da membrana presente
em todos os seres vivos, uma bicamada lipidica, na qual estdo inseridas
proteinas e glicoproteinas (formando o "mosaico fluido"). Esta estrutura
formada de biocompostos permite a célula ter controle sobre trocas de
moléculas e ions entre a mesma e o ambiente (Kuhn et al., 1990).

Dentre os lipideos formadores da membrana encontram-se o0s
fosfolipideos (funcgao estrutural), acidos graxos livres e carotendides (funcéo de
protecdo) e os glicolipideos e esterdis (contribuem para a estabilidade da
membrana citoplamatica).

A funcédo dos esterdis na membrana citoplasmatica é aderir-se as
cadeias de acidos graxos componentes dos lipideos vedando-os. Nas células
eucaridticas animais o esterol encontrado € o colesterol, em células de plantas

podem ser estigmasterol ou sitosterol, e nas membranas da maioria dos fungos
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eumicoticos (filamentosos ou leveduras), incluindo Zigomicota, Ascomicota,
Deuteromicota e Basidiomicota, o principal esterol é o A>"?%-24B-metil-colester-

3p-ol ou "ergosterol", cuja estrutura quimica se mostra na figura 10 (Kuhn et al.,

BT iy

(a) colesterol (b) ergosterol
Figura 10 Comparagao das moléculas do colesterol e ergosterol. (Fonte: SAAD et al., 2003)

1990).

Na regido central da bicamada lipidica os esterdis interagem com as
cadeias aciladas dos glicero-fosfolipideos, condensando, aumentando a
resisténcia e diminuindo a sua fluidez (Russell, 1989). A interagdo ocorre em
duas partes: entre o grupo 33-OH e os carbonos C-1 e C-2 do glicerol, e entre
0s anéis rigidos do esterol com os primeiros 10 ou 12 carbonos das cadeias
aciladas (restricdo da isomerizagao, aumento da rigidez estrutural).

Além de regular a fluidez da membrana, o ergosterol intervém no
transporte de aminoacidos e pirimidinas (atividade respiratéria), e resisténcia a
certos agentes quimicos e certos cations (Parks e Casey, 1995).

O ergosterol pode encontrar-se dentro da membrana em duas
formas, como ergosterol livre (cerca de 80% do total) e o restante em
ergosterol esterificado (Martin et al., 1990). Estudos realizados demonstram
que o grau de esterificagao durante a fase exponencial de crescimento € de 0 a
10% do total, e no final da fase exponencial - inicio da fase estacionaria, atinge

valores na ordem de 85 a 90% (Bailey & Parks, 1975).
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O processo de esterificagcdo e acumulo da porcao esterificada nos
globulos lipidicos € um controle realizado em resposta ao excesso de acidos
graxos (que poderiam tornar-se toéxicos), regulando ao mesmo tempo a
quantidade de esterol na membrana (modificando a sua fluidez).

Por este esterol da membrana apresentar uma estrutura critica para
a manutengao do funcionamento celular, as duplas ligagdes contidas na célula
podem sofrer oxidagao ou outras reagdes, acarretando uma rapida degradacao
da célula, o que permite utiliza-lo como um indicador da biomassa fungica viva.

A existéncia de duplas ligagdes nos carbonos 5, 7 e 22 nos anéis do
ergosterol, permite a avaliagdo deste composto por espectroscopia de
absorbancia de luz ultravioleta na faixa de 282 nm, o que o torna um indice
potencial para a analise da contaminagdo fungica (Gessner,1993; Newell,

1988).

2.4.2.3 Liquens
a) A simbiose liquénica: Uns poucos fungos liquénicos sdao membros do
grupo Basidiomicota, porém a grande maioria sao membros do grupo
Ascomicota (fungos que formam ascos), produzindo freqientemente corpos e
frutificacdo conspicuos (ascocarpos) que sao estruturas em forma de discos ou
"apotécio".

Quase a metade da totalidade dos fungos s&o ascomicetos, e cerca
da metade deles sao achados em liquens. Apesar do fato de que seus esporos
sdo dispersos dos corpos de frutificacdo, esses fungos ndo parecem ter uma

existéncia independente muito importante na natureza devido a sua taxa de
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crescimento extremamente baixa, geralmente carecendo do sistema enzimatico
para degradar polimeros complexos (Piervittori et al., 1996).

Contrastando com os milhares de fungos liquénicos, existem
somente 100 simbiontes fotossintéticos. O mais comum €& a alga verde
unicelular do género Trebouxia, achado em muitos liquens das regides
temperadas e frias, incluindo todas as espécies de liquens do género Cladonia.
As espécies de Trebouxia raramente crescem independentemente na natureza
constituindo um "fotobionte" especializado. Outro fotobionte comum em regides
calidas e tropicais € a alga verde filamentosa do género Trentepohlia, podendo
ser encontrado crescendo independentemente na natureza, assim como outros
ficobiontes tropicais (Gehrmann et al., 1992).

Cerca de 10% dos liquens possuem cianobactérias modificadas ou
"cianelas" (como Nostoc) como simbionte sintético principal ou unico (se
principal conforma um "cianoliquen"); como exemplo tém-se as espécies de
Peltigera. Porém cerca de 3-4% das espécies de liquens de algas verdes
contém também cianobactérias, em estruturas especiais ou "cefalodia",
utilizando a sua capacidade para fixar N, atmosférico (Ascaso & Wierzchos,
1994).

2.5 Preservacao de monumentos de pedra

2.5.1 Prevencgao e preservacgao

As medidas preventivas de rotina que controlam a umidade e
eliminam causas de condensagao e gotejamento, reduzem consideravelmente

a taxa de desenvolvimento bioldgico.
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As plantas superiores, por exemplo, crescem em rachaduras, gretas
e cavidades nas superficies de pedra, por isso sdo necessarias vigilancias
freqUentes, consumindo muito tempo para preveni-las (Mishra et al., 1995).

Dentre os métodos de prevencdo, tem sido recorrentemente
mencionado na literatura a instalacdo de delgadas fitas de cobre na parte
superior das alvenarias, que inibiriam por longo tempo o desenvolvimento nas
paredes de pedra. Essas fitas irdo lixiviar com a agua da chuva dando ions
cuprosos moderadamente téxicos, mas que iréo tingir de cor verde claro as
superficies expostas, afetando a aparéncia geral (Ashurst & Ashurst, 1988).

Em sitios historicos e/ou arqueoldgicos das regides tropicais, onde a
umidade e os niveis de precipitacdo sdo elevados, recobrimentos protetores
podem ser usados para reduzir a umidade excessiva no substrato.

Os métodos modernos de conservagcdo aplicam os tratamentos
"consolidantes" de compostos repelentes a agua. Os compostos mais comuns
sao os polimeros sintéticos e as resinas usadas em tintas, pinturas ou vernizes.
Esses compostos devem ser avaliados, principalmente em regides tropicais,
para estudar a influéncia que produzem sobre os organismos diretamente, ou
pela mudanga do microambiente que eles criam (Griffin et al., 1991; Krumbein
et al., 1993).

Os resultados de laboratério obtidos em varios estudos indicam que
muitos desses repelentes (organosilanos, silicones, acrilicos, resinas epoxi e
polvinil acetato), aparentemente n&o tém efeito sobre o crescimento dos
organismos, muito pelo contrario, alguns deles podem tornar-se fonte de

nutrientes. Nesse caso as bactérias heterotroficas e os fungos poderiam usar
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0s compostos organicos das camadas de tinta como substratos para seu
crescimento, produzindo acidos que causem a fragilizagcao da tinta ou mudem
sua consisténcia (Krumbein & Petersen, 1990). No entanto algumas das
resinas sintéticas podem resistir ao crescimento microbiano, devido a presenca
de aditivos de efeito biocida (como o dibutilestanio dilaurato) ou a adicao de
solventes toxicos (Koestler & Santoro, 1988; Mamonova et al., 1988).

Esses tratamentos produzem melhores resultados quando aplicados
em superficies novas ou tratadas previamente com biocidas. Um exemplo pode
ser tomado de varios monumentos na india (Kumar & Sharma, 1992), onde a
aplicagéao sobre paredes de arenito de uma solugao de 2% de polimetil-metan-
acrilato em tolueno, depois da limpeza superficial com agua e hipoclorito 5%,
manteve em um nivel minimo o desenvolvimento de microrganismos durante
mais de 5 anos.

E importante salientar que os tratamentos com compostos
repelentes a agua nunca devem ser aplicados em superficies expostas a fontes
de umidade interna a superficie, porque o perigo de cristalizagao interna de
sais pode levar ao desprendimento da camada protetora superficial (Garg et al.,

1988).

2.5.2 Pinturas

2.5.2.1 Composigao

Recobrimentos poliméricos de superficies sado utilizados ha muito
tempo com objetivo de proteger o substrato dos efeitos do intemperismo fisico

e quimico. Os primeiros utilizados eram de origem natural (proteinas, gomas,
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sais insoluveis, 6leos secantes, etc.), mas eles foram evoluindo com o tempo
até constituirr-se hoje em dia de materiais completamente sintéticos
(Lambourne & Strivens, 1999).

As pinturas em edificagcbes podem se classificar como de "base
solvente" ou "base agua". Durante sua formulagdo, como critério geral,
algumas importantes propriedades devem ser observadas, tais como,
opacidade, cor, brilho, textura, adesao ao substrato, resisténcia quimica e
durabilidade. Outros requisitos sao facilidade de aplicagao, formacao do filme
de tinta, e consideragdes ambientais e de saude (Paul, 1996).

Os recobrimentos (pinturas) organicos sdo uma mistura complexa de
subtancias, que pode ser dividida em 4 grandes grupos:

a) Ligantes ou Binders: sao os materiais que formam o filme continuo, que se
aderem ao substrato por um lado, interligam as outras substancias para formar
o filme, e apresentam uma superficie resistente na parte exterior. Em alguns
casos os polimeros ja prontos sdo adicionados a tinta antes da aplicagao, em
outros casos a polimerizacao final ocorre depois da tinta ser aplicada ao
substrato. As macromoléculas de peso molecular entre 300 e 30.000 gr / mol
fornecem a base para o filme continuo, selando e protegendo a superficie. Os
compostos com maior peso molecular incluem nitrato de celulose, poliacrilatos
e copolimeros de cloreto de vinila. Nos compostos com baixa massa molecular
tém-se resinas alquidicas, fendlicas e epodxi. Apds aplicagdo no substrato, o
veiculo se evapora e a parte nao volatil comeca a endurecer quimicamente,
produzindo um produto de elevada massa molecular através de ligagdes

cruzadas entre moléculas (Stoye & Freitag, 1998).
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b) Compostos volateis: estdo presentes na maioria das tintas. Sao liquidos
que fazem a tinta fluida o suficiente para a sua aplicagdo, evaporando-se
durante e ap6s a aplicagao final. O termo "solvente" nao seria completamente
aplicavel a todos os volateis porque existem ligantes que nédo séao
completamente soluveis no veiculo. A tendéncia atual é a reducéo de emissao
de compostos organicos volateis (VOC) através do uso de tintas de alta
quantidade de sdlidos, ou de agua como parte principal dos volateis.

c) Pigmentos: sao sélidos insoluveis finamente divididos dispersos no veiculo,
que permanecem suspendidos no ligante depois da formagao do filme. A
funcdo primaria € conferir cor e opacidade ao filme, mais alteram também
outras propriedades dele. A maioria das tintas possui pigmentos, porém
existem muitos tipos importantes de recobrimentos que ndo contém pigmentos,
sdo chamados de "tintas claras" ou vernizes. Os pigmentos empregados
poderao ser de dois tipos, componentes primarios e “fillers”. Estes compostos
podem em alguns casos incrementar as propriedades anticorrosivas, podendo
ser compostos organicos, inorganicos ou pigmentos metalicos, sendo 0 mais
empregado o Oxido de titanio. Eles devem apresentar uma elevada area
superficial, a qual devera ser molhada pelo ligante para dar uma cobertura
eficiente, boa estabilidade e resisténcia ao intemperismo (Stoye & Freitag,
1998).

d) Aditivos: sdo materiais inclusos em pequenas quantidades para modificar
algumas propriedades da tinta. Exemplos sao: catalisadores para reagao,
estabilizantes, modificadores de fluxo, dispersantes, antiespumantes,

modificadores de pH, biocidas.
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Os sistemas de tinta base agua sdo denominados de "latex",
conformando uma dispersao polimérica (uma resina soélida). Essa dispersao
geralmente esta composta por varios polimeros. A selegdo dos monémeros, 0
mecanismo de plastificagao (interno ou externo), as condi¢des de fabricacéo e
o tipo de material coloidal protetor, sdo variaveis importantes que influenciam
nas propriedades finais do latex: viscosidade, temperatura minima de formagao
do filme, resisténcia a saponificagao, resisténcia ao intemperismo, estabilidade
na embalagem, etc. As resinas sintéticas mais utilizadas sao: acetato de vinila,
estireno, propionato de vinilo, e derivados do acido acrilico (Stoye & Freitag,
1998).

O "veiculo" nas tintas base agua esta formado por componentes
volateis, que incluem agua, como solvente principal, e agentes de coalescéncia
(solventes organicos). Entre os componentes nao volateis tém-se ligantes,
resinas, plastificantes, aditivos, corantes, pigmentos e fillers. Todos estes
apresentam fungao, alguns na tinta liquida, outros na pelicula final (Lambourne
& Strivens, 1999). Dentro do veiculo, o solvente € o componente que permite a
aplicagdo da pintura sobre o substrato, onde os compostos comumente
empregados sao hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos, alcoois, cetonas, éter-
glicéis, sendo compostos normalmente liquidos a temperatura ambiente.
Dissolvem os componentes da tinta, superando incompatibilidade entre os
mesmos (Stoye & Freitag, 1998).

Quando ocorre a secagem da tinta no substrato, um filme aderido a
superficie € formado. A formagao desta pelicula podera ocorrer através de

reagdes quimicas ou fisicas. Na secagem fisica (tintas termoplasticas, e lacas
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de base solvente), a formacao do filme esta relacionada a evaporacdo do
solvente, e na secagem quimica (tintas termosolidificaveis) da-se através de
reacdes quimicas entre os componentes da mesma. Em sistemas base agua, a
secagem da-se pela evaporagao da agua contida na tinta (Lambourne &
Strivens, 1999). Como consequéncia a porosidade e a distribuicdo do tamanho

dos poros em ambos diferem grandemente (Adan et al., 1994).

2.5.2.2 Alteragao das tintas

Embora os binders empregados em tintas base agua, isto &,
polimeros acrilicos e polivinil-acetatos, sdo geralmente altamente resistente ao
ataque microbiano, aditivos tais como espessantes celulésicos podem ser
atacados (Diez & Barros, 1992, Adan et al., 1994).

O emprego de substancias organicas nos compostos volateis das
tintas tem levado a inumeras discussdes, devido a protecdo ambiental. Por
isso, novos produtos vém sendo desenvolvidos pela industria de tintas
empregando agua em substituicdo a solventes organicos, os quais necessitam
da adicdo de biocidas para prevenir a rapida deterioragcdo do produto.
Substancias utilizadas, tais como organo-mercuriais, apresentam um grande
espectro de atividade contra microrganismos, entretanto sdo desfavoraveis na
avaliagao ecoldgica (Glaser, 2000).

Os novos biocidas utilizados, apesar de apresentar um espectro de
atividade mais especifico, sdo substancias ecologicamente aceitaveis,
entretanto, uma continua discussdo sobre o impacto ambiental ainda toma

lugar. Estes biocidas hoje empregados, dependendo da aplicagao, poderao ser
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utilizados para preservagao da tinta na lata, ou do filme de tinta seco (Glaser,
2000).

Dependendo da concentracdo utilizada, a ag¢do de agentes
antimicrobianos podera ser microbiostatica ou microbiocida; a primeira ocorre
quando o crescimento microbiano € temporariamente inibido, e na segunda o
produto empregado tem efeito de morte sobre os organismos (Mdller, 2000).

Existem trés modos gerais de agao contra os organismos:

a) Os compostos que agem na membrana (membrana-ativos): alguns deles
reagem com acetil-acetona produzindo formaldeido, o qual interage com os
grupos amino das proteinas, inativando-as. O resultado é a perda do conteudo
da célula para o ambiente. Este mecanismo é efetivo contra bactérias,
entretanto menos efetivo contra fungos filamentosos e leveduras (King, 1995).
b) Os compostos que reagem com grupos nucleofilicos no interior da célula
microbiana (agentes eletrofilicos): eles reagem com grupos nucleofilicos
contidos nos aminoacidos ou em proteinas, inativando-os. Metais geralmente
fazem parte de enzimas e vitaminas necessarias para o crescimento e
metabolismo. Os agentes quimicos quelantes de metais atuam contra os
microrganismos pela remocao destes elementos quimicos. Os agentes
catibnicos desestabilizariam a parede celular causando a morte da célula,
através da reagcdo com os constituintes aniénicos, inorganicos ou organicos
(King, 1995).

c) Outros: além desses mecanismos poder-se-ia citar a desativagdo do
transporte de proteinas, pela adsorcdo de moléculas na parede celular, inibicao

da respiragao resultando na incapacidade em gerar energia, interferéncia com
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DNA, RNA, ou sintese de proteinas, todos estes mecanismos poderao levar a
morte da célula. Outro processo de interferéncia seria na sintese de ergosterol,
um importante lipideo componente da membrana fungica. Empregando baixas
concentracbes de agentes antimicrobianos, estes apresentariam efeito
fungistatico e com elevadas concentragoes, efeito fungicida (King, 1995).

Na tabela 5 encontram-se alguns microbicidas contendo nitrogénio

ou enxofre, os quais sdo empregados em tintas (King, 1995).

Tabela 5 Microbiocidas comuns modernos.

Nome Mecanismo Espectro de agéo Faixa | Solubilidade |Observ agdes
‘ Quimico Comum |de agdo Fungos| Algas [Bactéria de pH| na agua
1H-benzimidazol-2-il Carbendazim |Inh sintese DNA X 2-12 baixa estab. fisica e quimica
3-lodo-2-propinilbutil-carbamato |IPBC X X X amarelamento da tinta
bis-dimetiltio-carbamoil Tiram X X X muito baixa
N-Zinco-dimetilditio-arbamato Ziram X X X muito baixa
N-haloalquiltio Folpet, CaptatEletrofilico X baixa degradav el por hidrélise
Uréia derivado Diuron Inh fotossintese X muito baixa |resiste a luz
1,2-benzo(T30) BIT Eletrofilico X X reage com ferro
2-metil-4,5-trimetileno-4-iso(T30) IMTIT Eletrofilico X X
2-N-octil-4-iso(T30) oIT X X X alta facilmente lixiviavel
Triazina deriv ado Irgarol1051 X
Zinco-piritiona X <8 baixa descoloragao da tinta
T30 -> tiazolin-3-ona (Fonte: SAAD et al.,2003)

2.5.2.3 Biocidas aplicaveis as tintas

As superficies pintadas podem servir como meio nutritivo para
crescimento microbiano havendo suficiente umidade; os organismos podem
destruir as propriedades protetoras dos filmes de tintas, podendo causar
coloracéo, levando até mesmo a destruicdo e perda de integridade do mesmo.
A escolha adequada do biocida para um tipo determinado de tinta é
fundamental para a durabilidade do recobrimento; tendo em conta que devido a
estrutura quimica dos biocidas empregados e a sua reatividade, os mesmos
poderao sofrer oxidagao ou reducdo, sendo decompostos, o que resultaria em

deficiéncia na atividade desejada (Bieleman, 2000).
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Os requisitos necessarios para os agentes ativos, visando a
conservagao do filme de tinta endurecida incluem: a efetiva acdo contra fungos
e algas, baixa solubilidade na agua, baixa pressao de vapor, estabilidade em
presenca de luz UV, estabilidade com variagdes de pH, compatibilidade com os
componentes da tinta, facil incorporagdo, dosagem e manuseio, nenhum efeito
além do bioldgico, nao colorir o filme de tinta, elevada relagao custo-beneficio e
risco aceitavel para 0 homem, animais e ambiente durante o uso. Todos estes
requisitos poderao nao ser atingidos por um simples agente, sendo necessario
emprego de combinagdes dos mesmos (Verkholantsev, 2000).

Alguns biocidas utilizados no passado eram compostos de metais
pesados e derivados de fendis halogenados. Daquelas substancias utilizadas
para preservagao, citam-se formaldeido, glutaraldeido, derivados fendlicos,
acidos, amidas. Hoje em dia eles foram substituidos por outros mais modernos
como benzimidazolas (figura 11 esquerda), carbamatos e ditiocarbamatos,
compostos N-haloalquiltio, derivados de benzo-isotiazolinonas como OIT (2-n-
octil-4-isotiazolin-3-ona) (figura 12), zinco piritiona e Diuron (figura 11 direita).
Deve ter-se em conta que alguns desses compostos heterociclicos podem ser

agentes liberantes de formaldeidos (Glaser, 2000).
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Figura 11 Moléculas de Carbendazim (esq) e Diuron (dir). (Fonte: SAAD et al., 2003)
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Figura 12 Molécula de OIT. (Fonte: catalogo THOR CHEMICALS-UK)



3. MATERIAL E METODOS

Alguns dos locais que serviram como local de coleta das amostras,
encontram-se em avangado estado de deterioragao bioldgica e intemperismo
fisico. Todas sdo localizadas na provincia Argentina de "Misiones" e datam do
comego do século XVII. Os locais sdo os seguintes: "San Ignacio Mini",
"Loreto", "Santa Maria" e "Santa Ana". Esses locais foram em sua maioria
construidos em pedra Arenito "Botucatu” ou "Guarani" com tijolos alternantes
de pedra "ltacurd" sem cobertura nem argamassa de jungao, deixando evidente
a agao do tempo em sua estrutura, com presenca de biofiimes em grande parte

da sua extensao.

3.1 Obtencao de amostras de Cianobactérias e Fungos

As amostras foram coletadas de biofilmes visiveis das paredes e
estruturas externas das diferentes edificagbes que compdem as Reducgdes
Jesuiticas (figuras 13 e 14).

Foram coletadas 7 amostras das ruinas de Santa Ana e 7 das ruina
de Loreto no dia 7 de Janeiro de 2003. No dia 12 de Janeiro de 2003, 9
amostras foram retiradas das ruinas de San Ignacio e mais 7 das ruinas de
Santa Maria. Os pontos de coleta para cada Local amostrado sao detalhados

na tabela 6, a escolha desses pontos baseou-se no grau de deterioragcao
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aparente que apresentavam, mas também porque eles sao representativos e

caracteristicos de cada sitio (apéndice A).
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Figura 13 Vista em planta das ruinas de San ignacio (esq) e Loreto (dir).

Tabela 6 Pontos de coleta de cada um dois locais amostrados.

Local de Pontos de coleta das amostras (nimero de amostras em cada ponto de coleta)
amostragem

Santa Ana Colégio (2) , Oficinas (1) , Templo (4)

Loreto Colégio (1), Oficinas (1), Templo (4) , Vivendas (1)

San Ignacio Cabilda (2) , Capela (1) , Colégio (1), Templo (3) , Reldgio de sol (1), Vivendas (1)
Santa Maria Horta (1) , Mondlito praga (2) , Oficinas (2) , Patio (1) , Vivendas (1)

O método utilizado para a coleta das amostras foi a técnica de fita
adesiva de Gaylarde & Gaylarde (1998) e raspagem direta com estilete

esterilizado. Visualizou-se o biofilme e colocou-se a fita sobre o mesmo
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fazendo-se pressao para que o maior numero possivel de material ficasse
aderido a fita. Também foi retirado e coletado o material do biofilme

diretamente por raspagem e armazenado em sacolas plasticas estéreis.
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Figura 14 Vista em planta das ruinas de Santa Ana (esq) e Santa Maria (dir).

Algumas culturas de fungos, previamente isolados pela Dra. Denise
Saad da UFSM, foram selecionadas como colonizadores comuns de

superficies externas de edificacdes, para formar o in6culo Mix_F.

3.2 Isolamento e manutengao das culturas

Apos a coleta de amostras do biofiime, a fita foi colocada
diretamente sobre placas de Petri com 25ml aproximadamente de meio MKM
sélido (apéndice B). Cianobactérias e fungos foram selecionados apds
crescimento e repicados em placas de MKM para cianobactérias e agar malte

para fungos (Sec¢do 3.4.1). A partir do estoque, as amostras que iriam ser
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utiizadas para os trés estudos foram incubadas numa estufa incubadora
iluminada para B.O.D. (Fanem, modelo 347FG), a 25°C (Gaylarde & Gaylarde,
1998) por até 20 semanas em meio apropriado, sendo repicadas

aproximadamente cada 20 dias.

3.3 Estudo da degradacgao fisica, quimica, e mineraldgica

3.3.1 Coleta das amostras

Nas mesmas datas de coleta dos biofiimes, aproveitou-se para
retirar amostras de pedra que se encontravam ligeiramente soltos dos pisos e
muros de cada local. Essas amostras, que consistam em blocos de pedra de
500 cm® aproximadamente (figura 15), foram coletados assepticamente de
alguns dos locais descritos na tabela 6, colocados em sacos plasticos e
levados imediatamente para seu armazenamento em local resfriado (4°C). A
escolha foi feita visando-se dois parametros principais: o grau de degradagao e

a intensidade de exposic¢ao solar.

'\.-. ok I:,a.- g oy
sl

Figura 15 esq) Imagem de um doéblocos de arenito asté A_2). (dir) dealhe da
estratificagdo plano paralela e diferenga na coloragdo das camadas de uma das
amostras.
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Essas amostras, juntamente com uma outra retirada de uma lajota

adquirida em Porto Alegre, foram identificadas como:
- San Ignacio: SI 1; SI 2

- Loreto: L 1; L 2

- Santa Ana: SA 1; SA 2; SA 3; SA 4; SA 5; SA 6; SA 7; SA 8; SA 9;
SA 10
- Santa Maria: SM 1; SM 2; SM 3; SM 4; SM 5

- Porto Alegre: PoOA

3.3.2 Preparagao das amostras

No laboratério, camadas de 5 a 7 mm de espessura da superficie
exposta ao ambiente (S) das amostras de arenito foram cortadas com serra
elétrica, assim como camadas da regido central (N) com menor grau de

alteracéo (figura 15). Ficando entdo subdivididas as amostras:

L IN; L 1S; SA_IN; SA 1S; SA 2N; SA 2S; SA 4N; SA 4S; SA 5N; SA 5S;

SA 6N; SA 6S; SA ON; SA 9S; SM 3N; SA 3S; SM 4N; SM 4S; PoA N; PoA S

3.3.3 Estudos de laboratorio.

Parametros fisicos. De cada um dos fragmentos foi determinado o

pH superficial em H>O destilada deionizada, relagdo volumétrica 1:1
fragmento:agua (pHmetro NOXTRON NOXG68), porosidade e relagdo de vazios
(gravimétrico por embebicdo com H;0), conteudo de umidade natural
(gravimétrico secagem 70°C por 72 hrs).

Petrografia. Os quatro fragmentos de amostras de cada local foram
cortados e submetidos a estudo por observagdo em lupa (10 x), comparando-

se as regides superficiais com os nucleos. Foram analisados: cor superficial, e
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das regides (bandas) mais claras e mais escuras do nucleo (Munsell Color
Chart), granulometria média (peneiras 0,5mm; 0,25mm; 0,105mm; 0,053mm).

Quantificacdo Quimica. Os mesmos fragmentos anteriores foram

moidos cuidadosamente em almofariz de agata até malha 150, feita a digestao
em tubos de 50ml com uma solugédo de [H2SO4 - HNO3 - H,O, - mistura de
digestdo] em bloco digestor a 300°C, para ser logo determinadas as
composicdes percentuais dos Oxidos que caracterizam os principais macro e
micronutrientes requeridos pelos organismos autétrofos.

As quantidades de CaO, MgO, Fe;03, MnO, ZnO foram calculadas
(equacao 6) a partir das medigbes feitas em um espectrémetro de absorgao
atdbmica Perkin Elmer 401, as de KO em um fotdmetro de chama DigiMed 105,
e o0 P,0Os5 foi determinado num espectrofotocolorimetro Perkin ElImer 750. Todas
as analises foram feitas seguindo as recomendag¢des do Manual de Quimica do

Solo (Tedesco et al., 1995). As determinagdes fisico-quimicas foram feitas em

duplicata.
[CS _ M] * Fd
Y% MxO :IOO*PMM)CO ® (Ls —Li) .
" PM,, Pamostra*1000

As analises foram realizadas no laboratério de Quimica do Solo

(Nucleo de Solos - Faculdade de Agronomia - UFRGS).

3.4 Estudo da micro-ecologia
3.4.1 Isolamento e crescimento em meio soélido
As amostras foram examinadas por microscopia o6tica apdés o

processo de reidratagéo (1 a 3 horas, em MKM) e diariamente por quatro dias e
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em intervalos semanais. Quando o numero de células alcangou um nivel
suficiente, a fita foi removida para uma nova placa de Petri com MKM sdélido. As
microcolbnias ficaram no agar antigo, algumas foram coletadas imediatamente
com um micromanipulador de agulha e / ou deixadas por um periodo maior de
tempo necessario para alcangar o tamanho apropriado. Depois, as colbnias
separadas de cianobactérias foram transferidas para MKM sélido e os fungos
para agar malte. Em alguns casos, especialmente no caso de espécies
cianobacterianas com uma bainha externa, as microcoldénias permaneceram
ligadas a fita e foram coletadas diretamente da mesma fita com um
crescimento em outra placa. A remocéao da fita é preferivel, uma vez que isto
permite o desenvolvimento tridimensional das col6nias, ajudando em sua
diferenciacdo morfolégica. As formas filamentosas foram coletadas como

tricomas isolados no estagio apropriado.

3.4.2 Caracterizagao da microflora.

Foi observado o crescimento fungico, principalmente evitando-se a
contaminagdo durante a manipulacdo por outros fungos anemdfilos e
oportunistas. As hifas e células leveduriformes crescidas em MKM, foram
coletadas e repicadas em meio agar-malte para enriquecimento em placa e em
tubos inclinados por triplicata. Logo foram incubados na mesma estufa
iluminada para B.O.D. utilizada para as cianobactérias.

A ocorréncia dos distintos grupos de organismos achados foi
documentada, sendo feita a identificagdo morfolégica de fungos e

cianobactérias. Foi feita uma determinacdo semi-quantitativa dos principais
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morfotipos ocorrentes. As observagdes foram feitas com lupa (x10) e por
microscopia de campo claro, de contraste de fases e de epifluorescéncia (x400
e x1000). Foi adotado o critério de morfologia de acordo com Holt et al.,(1994).

Esses dados foram logo correlacionados com o grau de degradacao
apresentado pelo substrato de pedra no ponto da coleta e com os parametros
meso-ambientais da area circundante, avaliando-se o grau de colonizagdes
sucessivas presentes na superficie, e determinando as relagcbes de ocorréncia
percentual dos distintos grupos morfologicamente diferentes em cianobactérias
e fungos.

As analises foram realizadas no laboratério de Microbiologia do Solo

(Nucleo de Solos - Faculdade de Agronomia - UFRGS).

3.4.3 Microscopia eletrénica de Varredura (MEV).

Pequenos fragmentos da parte superficial das amostras L 2 e SA 1
(cobertas com biofilme) foram metalizadas com ouro sem desidratacéo prévia,
e observadas em varios aumentos num aparelho Cambridge Stereoscan 600
operando a 20KV (Laboratério de Bio-corrosao - Faculdade de Engenharia -
UFRGS). A escolha das amostras a serem observadas em MEV, foi feita
baseada no critério das que apresentaram as maiores diferengas no grau de
degradacgao visual, sendo retiradas de locais com marcadas diferengas nos
parametros meso-ambientais. As abundancias relativas foram registradas como

(++++) dominante, (+++) muito comum, (++) comum, (+) raro e (-) ausente.
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3.5 Avaliagao de vernizes para cobertura
3.5.1 Isolamento e crescimento em meio liquido

Cianobactérias A partir do estoque das colbnias em meio solido

(Secao 3.4.1) foi necessario que as colbnias se desenvolvessem em meio
MKM liquido, sendo selecionadas algumas delas (as mais representativas e
que tiveram maior taxa de desenvolvimento) e isoladas em frascos estéreis
com tampa contendo 25ml de meio MKM liquido por quatro a cinco semanas.
Fungos Do total de fungos crescidos, foram isolados e
caracterizados morfologicamente 3 cepas fungicas (disponibilizadas pela
Doutora Saad), as quais foram transferidas para agar malte em tubos
inclinados, e deixadas crescer por uma semana até a esporulagdo em estufa a

25°C.

3.5.2 Preparagao do inéculo

Inéculo_de Cianobactérias Do total de culturas disponiveis no

estoque (isoladas das superficies das ruinas, Sec¢éo 3.2), foram selecionadas
somente seis para a avaliagao dos vernizes com diferentes biocidas, as quais
foram:

- Nostoc sp.

- Scytonema sp.

- Lyngbya sp.

- Plectonema sp.

- Pleurocapsales sp.

- Microcoleus sp.
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O in6culo foi preparado a partir de uma mistura de 5ml de cada
amostra e diluidos a 125mL em meio MKM liquido (Mix_C), e logo colocado em
agitador magnético por 24 horas até conseguir a ruptura dos filamentos que
poderiam ocluir o atomizador aplicador de inéculo (Morton et al., 1984). A
viabilidade foi testada logo por repicagem em placa e observagao
microscopica; sendo determinado o numero de propagulos por mL por
contagem em camara de Petroff-Hauser:
- Fragmentos encapsulados de filamentos (5 ~ 100 células): 1,2 x 10%/mL
- Fragmentos de filamentos sem encapsulamento (1 ~ 4 células): 1,1 x
10%/mL
- Hormogdnios: 7,5 x 10°/mL

O total foi de 11,2 x 10’ propagulos por mililitro.

Inéculo de Fungos As formas anamorficas das cepas escolhidas

(isoladas pela doutora Saad) foram:
- Fusarium sp.
- Cladosporium sp.
- Penicillium sp.

Aos tubos com agar malte inclinado foi adicionado uma solugéo
salina estéril com 0,1% de Tween 80 e pérolas de vidro estéreis, sendo logo
apos agitados suavemente em vortice. As suspensdes de esporos obtidas,
foram seguidamente diluidas em MKM + 0,1% de extrato de levedura.

O inéculo foi preparado a partir das suspensdes de cada amostra e
diluidas a 250mL em meio MKM + 0,1% extrato de levedura liquido (Mix_F)

previamente agitados com voértice. A contagem dos esporos tinha sido
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previamente realizada em camara de Petroff-Hauser para calcular o volume de
cada suspensao fungica a ser utilizada para conseguir uma concentragao final
de 1 x 10° de cada cepa (total 3 x 10° esporos por mL).

Inéculo Misto Foram misturados em um erlenmeyer de 150mL,

50mL de in6culo Mix_C e 50mL de indculo Mix_F:

3.5.3 Avaliagao do filme de Tinta em camara Tropical

Aplicou-se 0 método da Camara Tropical (ASTM D 3273-86) com
modificagdes. O método descreve uma camara ambiental, onde sdo simuladas
as condi¢des de intemperismo acelerado as quais um filme de tinta aplicado

pode ser submetido e observa as alteragbes provocadas por estas condi¢des.

3.5.3.1 Construcao da camara

A camara foi construida a partir de um aquario com tampa de vidro
de 4mm de espessura, cujas dimensdes foram: 30 x 60 cm de base e 50 cm de
altura. Dentro do aquario foi construida uma bandeja de vidro de 3mm, de 3 cm
de profundidade, elevada 4 cm do fundo e afastada 2cm de cada parede do
aquario (figura 16).

Em cima da tampa foi colocada uma lampada fluorescente tipo "luz
dia" de 15 Watts com ciclo continuo de trabalho. Dentro do aquario foi fixado
em um canto o controlador de temperatura, e no fundo foi colocado o elemento
aquecedor.

Como substrato para o experimento foram utilizados 36 blocos de

arenito "Botucatu" (corpos de prova) de forma aproximadamente cubica (4,5 x
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3,5 x 4,5 cm). Os blocos foram cortados (com serra de disco) no laboratério de
preparagao de amostras da area de Geologia (Campus do Vale-UFRGS) a

partir de uma lajota previamente adquirida numa pedreira de Porto Alegre.

LTI .- ‘j-'

Figura 16 Visa.f'rlbnt.al (esq-). e sterior (dir) da camara ja montada.

As modificagbes do método padrdo ASTM foram feitas visando a
adequacgao do método para substrato de pedra em condi¢des de iluminacao
tipo "daylight" constante, avaliando-se a resisténcia do filme de tinta aplicado

quanto ao ataque de fungos e cianobactérias.

3.5.3.2 Tintas testadas

Foram testadas 3 formulagdes sintéticas, 2 com atividade biocida e
comparados com um verniz base sem biocida ou "branco" (fornecidos pelo
laboratério de microbiologia de KRESIL Industrias Ltda. PoA). A composi¢cao

basica do verniz aparece na tabela 7.

Tabela 7 Proporgao dos componentes na resina acrilica.

Componente %
Resina Acrilica 100% 30
Solvente Aromatico leve 36
Solvente Alifatico pesado 33,25
Antiespumante 0,5
Biocida (fungicida + algicida) 0,25
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Os componentes com atividade biocida foram escolhidos em base a
seu preco e disponibilidade de fabricantes nacionais (sendo o CDF o mais
econdmico).

a) CDF: Coryna® DF. De origem nacional, fabricado pela Miracema-Nuodex
Industria Quimica Ltda. Tem uma composi¢cdo de compostos heterociclicos
com isotiazolinonas e benzimidazol-derivados em dispersdo aquosa, sendo
desenvolvido para tintas a base de agua. Segundo informagao do fabricante,
apresenta atividade fungicida-algicida eficiente devido ao efeito sinergético dos
seus componentes.

b) PMP: Preventol® MP 260. De origem alema, fabricado pela Bayer AG. O
principio ativo é o 3-iodo-2-propinilbutil carbamato (IPBC) em dipropileno glicol,
sendo desenvolvido para ser aplicado em adesivos, tinturas, plasticos, téxteis,
e tintas base agua. Segundo informacao fornecida pelo fabricante ele tem acéo
fungicida de largo espectro, principalmente contra fungos pigmentados,

bactérias, algas e outros agentes que tingem as superficies.

3.5.3.3 Teste acelerado

Os blocos de arenito, a agua destilada deionizada e a vermiculita
foram autoclavados por 30 minutos a 121°C. A camara foi lavada e desinfetada
com uma mistura Etanol-Agua 75%.

Os blocos foram pintados em 5 das suas faces com verniz sem
biocida (Branco) e 1 face com PMP ou CDF (figura 17), mantendo uma

separacao de 1 cm entre a face com biocida e as quatro laterais de arenito sem
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cobertura como controle de crescimento (Controle), e para evitar a difusdo do
biocida para o Branco.
Do total de blocos, 18 foram recobertos em uma das suas faces com

PMP, e os restantes com CDF.

Figura 17 Método de cobrimento dos blocos de arenito. -

Logo foram colocados sobre uma camada de vermiculita de 2 cm
com a face com o biocida voltada para cima sobre a bandeja. O fundo do
aquario foi preenchido com 4cm de agua destilada-deionizada-esterilizada

cobrindo o elemento aquecedor do termostato (figura 18 direita).

Figura 18 (es) F:ig'uré."do-smb 0ocos ja inoculados e com o aquecedor funcionando. (dir) A
condensagao visivel indica que a umidade é aproximadamente 100%.

Os 18 blocos de PMP e CDF foram divididos em 3 subgrupos de 6

(figura 18 esquerda), respectivamente. Ao primeiro subgrupo foi aplicado com
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atomizador o inéculo Mix_C, ao segundo Mix_C + Mix_F e ao ultimo somente
Mix_F (conforme a tabela 8), em todas as faces de cada bloco e recolocados
na camara com a face superior com biocida. As medi¢des foram realizadas em

duas etapas por triplicata.

Tabela 8 Disposigao dos blocos de arenito dentro da camara, referéncia figura 3.4.
Mix_F Mix_F+Mix_C \ Mix_C

PMP| MFe1pl | MFe1pll | MFe1plll| MFCe1pl| MFCe1pll[MFCe1plll MCe1pl | MCe1pll | MCe1plll
MFe2pl | MFe2pll | MFe2plil| MFCe2pl| MFCe2pll MFCe2plil MCe2pl | MCe2pll | MCe2pll
CDF | CFelpl | CFefpll | CFe1plll | CFCe1pl| CFCe1pll CFCe1plll CCelpl | CCelpll | CCefpli
CFe2pl | CFe2pll | CFe2plil | CFCe2pl| CFCe2pll] CFCe2plll CCe2pl | CCe2pll | CCe2plll

3.5.3.4 Avaliagao semi-quantitativa

Apos um periodo de 120 dias de incubacdo, as amostras foram
retiradas da camara e observadas através da lupa, quantificando o grau de
crescimento microbiano na superficie como a porcentagem da superficie total
coberta pelo biofilme, a medida foi feita a través de um reticulo milimetrado

transparente.

3-5-4 Avaliacao do filme de Tinta em placa, teste de inibicao

Foi seguido o "Federal Test Method STD No. 141C, method 6271.2"
(Diez & Barros, 1992) com modificagdes, no qual utiliza-se como corpos de
prova papel de filtro recoberto com tinta contendo os diferentes biocidas.

O papel de filtro (gramatura 75 gr/m?) foi cortado em quadrados de
40 x 40 mm, margeados com grafite em 5 x 5 mm (deixando para a analise um
espaco de 30 x 30 mm) e recobertos com o verniz com ajuda de um extensor
padronizado (60um para a resina acrilica e 150um para o verniz ACR). Cada
face do papel de filtro recebeu uma deméo permitindo 24hs de secagem entre

uma e outra e 72hs de secagem apos a ultima deméo. Finalmente os corpos de
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prova submeteram-se a irradiagdo com luz UV por 20min (Souza & Gaylarde,
2002).

Utilizaram-se diferentes concentracbes de CDF e PMP em uma
resina acrilica sintética (Kresil) base solvente com 0,15% - 0,25% - 0,35% (do
mesmo tipo utilizado no teste da camara tropical), mais um branco de
comparagao sem biocida.

A escolha das concentragbes foi baseada em aplicar uma
concentracdo menor, uma maior € uma normalmente utilizada na formulagéo
de tintas, seguindo recomendacgao do fabricante.

Testou-se um outro verniz com veiculo latex (Verniz ACR Kresil)
com 0,25% de Coryna® DF (AcrCDF), e um outro biocida propriedade do
fabricante FABP 830 0,25% (AcrFABP) junto com uma prova sem biocida
(BrancoACR), fornecidos pelo laboratério de microbiologia da KRESIL

Industrias Ltda. A composi¢ao basica do verniz base agua aparece na tabela 9.

Tabela 9 Proporgao dos componentes na resina acrilica.

Componente %
Resina Acrilica 100% 48
Solvente Aromatico leve 1,9
Espessante 4,5
Antiespumante 0,4
Amoniaco 0,5
Biocida (fungicida + alguicida) 0,25
Agua 44,7

Os componentes com atividade biocida foram escolhidos em base a
sua disponibilidade para vernizes base agua.
a) CDFAcr: Coryna® DF.Secéao 3.5.3.2 (a).
b) FABPAcr: FABP 830®. De origem nacional, fabricado pela IPEL Produtos
especiais Ltda. O principio ativo esta constituido por uma Combinagao de

Isotiazolinona, derivados halogenados e nitrogenados e semi acetais.
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Formulada para ser utilizada em PVA base agua e resinas acrilicas de base
solvente. Segundo informacédo do fabricante, apresenta atividade fungicida-
algicida devido ao efeito sinergético dos seus componentes.

Para cada concentracao de biocida, os corpos de prova foram
depositados no centro de uma placa de Petri contendo 30mL de meio MKM
com 1,3% de agar malte (pH=5.7).

O conjunto de corpos de prova foi dividido em dois subgrupos. O
primeiro foi inoculado com 1mL de suspensado Mix_C, e o segundo com 1mL de
Mix_F. O método utilizado foi semeadura em superficie com algca de Drigalsky
("spread plate") e o experimento foi realizado em ftriplicata para cada subgrupo.

Depois de inoculados, os corpos de prova foram incubados a 30 -
32°C, umidade relativa de 85 — 95%. A leitura foi feita aos 7 dias para as placas
inoculadas com Mix_F. E aos 5 e 10 dias para as placas inoculadas com
Mix_C.

A avaliacédo final da eficacia de cada biocida nos diferentes veiculos
foi feita empregando-se trés métodos: o primeiro método avaliou visualmente o
desenvolvimento dos microorganismos nas superficies dos corpos de prova, o
segundo empregou um software de analise de imagens avaliando também o

desenvolvimento, e o terceiro por cromatografia liquida de alto desempenho.

3.5.4.1 Avaliagao qualitativa
Apoés a incubacdo, as amostras foram observadas a olho nu, e o
grau de cobertura da superficie pelo crescimento microbiano foi avaliado

adotando o critério citado por Bravery et al.,(1978); veja tabela 10.
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Tabela 10 Notas para a avaliagdo visual do desenvolvimento (BRAVERY et al., 1978).
Nota |Descrigao

Auséncia de crescimento

<1% de recobrimento da area demarcada

1-10% de recobrimento da area demarcada

10-30% de recobrimento da area demarcada

30-70% de recobrimento da area demarcada

>70% de recobrimento da area demarcada

a b~ WON-~O0

3.5.4.2 Avaliacao semi-quantitativa

Fotografias digitais foram tiradas de cada placa, selecionando-se
para a quantificagdo a superficie de cada corpo de prova. Cada sub-imagem
assim obtida foi quantificada pelo algoritmo de integracdo do histograma
percentual, utilizando-se um software escrito para este finalidade (apéndice C).

Os resultados obtidos foram comparados com os restantes métodos.

3.5.4.3 Avaliacao quantitativa

A terceira avaliacdo foi feita por determinacdo em cromatografia
liquida de alto desempenho (HPLC) em coluna cromatografica de fase reversa,
e por espectrofotometria de absor¢ao. Para HPLC foi utilizada uma coluna
Merk com fase estacionaria tipo C18 Chromolith ®, e para obter os espectros
de absorgao foi utilizado um espectrofotdbmetro SPECTRONIC 20 GENESYS
(Laboratério de analises fisico-quimicas "Fundaciéon DINCyT" - Misiones -
Argentina).

Foram quantificadas as concentragcdes de Ergosterol para as placas
do subgrupo Mix F e de Clorofila-a para o subgrupo Mix_C. Os valores

achados foram comparados a avaliagdes anteriores para cada corpo de prova.

Cianobactérias Para determinacdao de biomassa de cianobactérias

utilizou-se o método padrao de extracédo de Clorofila-a (Knudson, 1977). Cada
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um dos corpos de prova foi colocado em tubo de ensaio com tampa,
adicionados 2mL de MeOH grau HPLC, colocados em local protegido da luz e
refrigerado por 24 hrs a 4°C. Logo retirado para outro recipiente cada extrato e
armazenado no escuro a -20°C. Foram repetidas por mais 2 vezes as
extragdes. As 3 aliquotas extraidas foram misturadas e mantidas a -20°C até
leitura em espectrofotdmetro, registrando-se os respectivos espectros entre
325 - 1100 nm com resolugdo de 2 nm.

As concentracdes de Clorofila-a foram calculadas pela equacao

tricromatica em dissolvente alcodlico (equacgéo 7).

144 (E) — VMeOH *(13,7* (UA665 — UA750) —5,76* (UA649 — UA750 ) (7)
chl-a m2 - S

papel

Fungos. Para determinagdo de biomassa fungica, utilizou-se o
método padrao de extragédo e quantificacdo de ergosterol, aplicado por primeira
vez para avaliagdo de tintas pela doutora Saad (Saad et al., 2003). Cada um
dos corpos de prova foi colocado em tubo de ensaio com tampa, adicionados
4mL de KOH 10% p/p e 1mL MeOH grau HPLC, colocados em banho
termostatizado por 2,5 hrs a 70°C. Logo foi repetida por 3 vezes a extragao
liquida com Petréleo-Eter agitando com vortice e retirando o sobrenadante. As
3 aliquotas extraidas foram misturadas, e levadas a um dessecador de vacuo.
Finalmente os extratos secos de cada amostra foram redissolvidos em 40uL
MeOH grau HPLC.

O procedimento completo foi repetido para quantificar o conteudo

individual de ergosterol por propagulo, para cada uma das trés cepas fungica
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inoculadas. A tal efeito foi retirado 1mL de cada inéculo separadamente (1 x
10° esporos por mL) e realizada a extragdo com MeOH.

De cada amostra foram injetados 25uL com injetor manual U6K
WATERS; as condic¢des de fluxo foram 1,5 mL/min (isocratico) com uma bomba
WATERS LC6100 controlada por um BUS-LACE System Controller WATERS,
tempo da corrida 10 minutos, fase movel com relagdo volumétrica 1
(MisturaAlcodlica) : 1 (H20), sendo MisturaAlcodlica = 3 (Metanol) : 1 (2-
Propanol). A leitura foi feita a 282nm em um espectrofotdmetro diferencial
WATERS M481. Os dados ja integrados foram recopilados pelo software

Waters Millenium V2.15.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Degradacao fisica, quimica, e mineraldgica
4.1.1 Parametros fisicos
Um resumo dos resultados obtidos pode ser observado na tabela 11,

na qual se observa uma marcada diferenca entre os distintos tipos de rochas.

Tabela 11 Parametros fisico-quimicos das amostras.

Nome Umidade Densidade Porosidade Relagao
da amostra percentual pH aparente percentual de vazios
plp% gr*cm? n% e

SA 1 0,26 5,58 1,89 24,30 0,32
SA 2 0,26 5,42 1,86 25,60 0,34
SA_3(*) 5,62 6,67 1,62 31,40 0,46
SA 4 0,31 5,88 1,71 31,48 0,46
SA 5 0,27 5,88 1,97 21,40 0,27
SA_6 0,51 4,52 1,95 22,09 0,28
SA_7(*) 3,59 6,38 1,49 36,77 0,58
SA_8(*) 3,31 6,54 1,42 39,61 0,66
SA 9 0,30 6,38 2,00 20,04 0,25
SA_10(*) 3,47 4,45 1,54 34,60 0,53
L_1 0,73 5,33 1,66 33,53 0,50
L2 0,38 4,89 1,66 33,43 0,50
SIL_1(%) 1,76 4,05 1,63 30,83 0,45
SI_2(*) 2,53 5,94 1,58 33,06 0,49
SM_1(*) 3,78 4,45 1,51 36,08 0,56
SM_2(*%) 2,57 4,23 1,60 32,34 0,48
SM_3 0,57 6,37 1,88 24,79 0,33
SM_4 0,63 5,72 2,00 19,84 0,25
SM_5(+) 1,89 6,59 1,72 31,23 0,45
PoA 0,20 6,68 1,90 23,85 0,31

Referéncias: (*) pedra itacuru; (+) rocha ignea. As restantes sdo pedra arenito.

Em linhas gerais a umidade e a porosidade percentual sdo maiores
para amostras de pedra itacuru que as de arenito. A densidade aparente pelo
contrario, € maior nas amostras de arenito. A excegao ocorre com as amostras

de arenito L 1 e L 2 que apresentam propriedades intermédias entre as
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restantes de arenito e as de pedra itacuru. O pH demonstra ser muito variavel
com respeito ao tipo de pedra e ao local de amostragem, variando de
medianamente acido (4,05) até perto da neutralidade (6,68).

As analises fisicas das pedras mostram que o tipo de arenito
utilizado possuia em seu estado natural (ndo deteriorado) condi¢cdes de
permeabilidade, porosidade e densidade aparente (tabela 11) correlacionaveis
com as jazidas superficiais do aquifero guarani.

Os materiais utilizados para a construgao das ruinas tém diferentes
caracteristicas de resisténcia ao intemperismo fisico-quimico. Tais fatos séo
claramente observados na tabela 11. Esses dados podem ser parametrizados,

para se distinguirem trés grupos (tabela 12):

Tabela 12 Valores médios e de desvio padrdo para os subgrupos de amostras.

Umidade pH DensAp Porosidade n | RelVazios e
Média 0,4 55 1,9 25,4 0,3 Arenitos
DP 0,15 0,6 0,1 3,8 0,1
Média 0,6 5,1 1,7 33,5 0,5 L1L2
DP 0,25 0,3 0,0 0,1 0,0 SM_5
Média 3,3 53 1,5 34,3 0,5 Itacurus
DP 1,1 1,1 0,07 3,0 0,1

Onde se observa o grupo dos arenitos de SA, SM_4 e PoA com
caracteristicas que denotam baixa porosidade e alta densidade aparente,
contribuindo para uma umidade de equilibrio interna baixa. Nas amostras de
pedra itacuru, a baixa densidade aparente e alta porosidade Ihe conferem uma
potencialmente alta degradabilidade. Ja as amostras de Loreto e a SM_5 de
Santa Maria possuem propriedades intermediarias, que dao conta do avancado

estado de deterioracdo observado nos pontos de coleta.
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4.1.2 Petrografia
Os arenitos utilizados como material de construgao das ruinas,
caracterizam-se por serem do tipo siliciclasticos, com uma granulagio

psamitica quartzosa com classificagdao granulométrica muito boa (figura 19).
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Figura 19 Distribuicdo de freqiiéncia cumulativa das diversas fragdes.

Possuem também boas caracteristicas de esfericidade e

arredondamento, pois tratam-se de arenitos "maduros”, pelo que se pode inferir

da distribuicdo probabilistica das distintas fracdes (tabela 13), com
granulometria média ¢m: 184,20um - ¢™': 69,02.
Tabela 13 Distribuigdo probabilistica das distintas fragoes.
Amostra Intervalos mm
valor médio Areia % Silte %
percentual Grossa Média Fina Grosso Fino + argila
> 0,50 0,50 - 0,25 0,25-0,105 | 0,105 -0,053 < 0,053
SA_L_SM 0,058 8,042 84,266 3,555 4,079
PoA 4,066 26,264 55,000 12,747 1,923

Existe uma diferenga granulométrica dos arenitos das ruinas, se

comparado com o tipo de arenito presente na lajota adquirida em POA, pois

este

arredondados,

porém

com

ultimo tem menor grau de classificagao,

esfericidade

bem

sendo

menor.

0s graos bem

Parametros
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granulométricos para arenito de PoA ¢n: 247,35um - o™ 185,91 (calculados a
partir da tabela 13).

A matriz clastica presente nos arenitos das ruinas compdem-se
praticamente de quartzo, com algumas inclusées esparsas de litoclastos e
alteritos ferrificados.

Minerais acessorios de zircao, turmalina, opacos e granada também
foram encontrados. A cimentagdo é constituida por crescimentos autigénicos
sintaxiais de quartzo e calcedénia com propor¢des de feldspatos alcalinos
(principalmente K[AISizOg]) e 0xidos de ferro e manganés.

A alteragéo dos arenitos esta ligada a lixiviagdo de cations produzida
pelas aguas superficiais e do subsolo (dissolvendo as paredes internas dos
poros, e aumentando a porosidade), e a destruicdo dos minerais originais
sendo substituidos por outros neoformados mais estaveis nas condi¢des
ambientais (pH abaixo de 5,5 e alto Eh), tais como os argilominerais do grupo
das caulinitas (Campal, 1996).

A tabela 14 apresenta as caracteristicas visuais e deposicionais das
amostras, cada um dos codigos representa uma cor definida na carta de
Munsell como "matiz" (R, YR), "brilno" e "saturacao". As cores observadas nos
cortes das pedras apresentaram variados tons, que abrangem desde o
amarelo-vermelho palido (5YR7/2) até marrom escuro (10R3/6). A
estratificacdo apresenta-se bem definida como plano-paralela ou plano-cruzada

na maioria das amostras, sendo nao identificavel no caso de duas delas.
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Tabela 14 Caracteristicas de deposi¢ao e coloragao.

Nome da Rocha Estrati- | Angulo Regiado Regiao Regiado
amostra tipo ficagéo De Central central superficial
Corte Mais escura Mais clara média
SA_1 Arenito E1 O1 5YR4/6 5YR5/4 5YR4/3
SA 2 Arenito E1 O1 5YRG6/6 5YR7/4 2.5YR3/4
SA 3 Itacuru - 05 7.5YR3/0 10R4/8 -
SA 4 Arenito E1 o1 2.5YR4/8 5YR6/4 2.5YR3/4
SA 5 Arenito E1 02 10R3/6 5YR7/4 5YR4/6
SA_6 Arenito E1 O1 5YR5/4 5YR7/2 5YR5/3
SA_7 Itacuru - 05 7.5YR3/0 7.5YR7/8 -
SA_8 Itacuru - 05 7.5YR4/0 7.5YR6/8 -
SA_9 Arenito E1 O1 2.5YR4/4 5YR7/3 5YR4/4
SA_10 Itacuru - 05 7.5YR4/0 7.5YR5/6 -
L_1 Arenito E2 03 2.5YR4/6 5YR7/6 5YRG6/4
L2 Arenito E2 o3 5YR5/4 5YR7/3 5YR6/2
SI_1 Itacuru - 05 7.5YR5/0 7.5YR5/4 -
SI_2 Itacuru - 05 7.5YR3/6 7.5YR7/6 -
SM_1 Itacuru - 05 7.5YR3/0 10YR6/6 -
SM_2 Itacuru - 05 10YR4/1 10YR6/6 -
SM_3 Arenito E3 04 5YR6/3 5YRG6/3 5YR6/4
SM_4 Arenito E3 04 5YR7/2 5YR7/2 7.5YR6/2
SM_5 ignea - 04 10R5/1 7.5YR7/0 5YR4/4
PoA Arenito E1 o1 10R6/2 5YR7/2 5YR8/2
Referéncias:
El Plano-paralela
E2 Plano-cruzada
E3 Indistinguivel
01 0-5 graus
02 5-10 graus
03 >10 graus
04 Indistinguivel
05 Sem orientagdo aparente

4.1.3 Quantificagao Quimica

Os resultados das analises quimicas do nucleo (N) e a periferia (S)
das amostras pertencentes aos distintos locais aparecem na tabela 29 do
apéndice D, apresentados como a porcentagem da composicéo total.

Pode se observar a grande diferenga de composigéo entre as pedras
de arenito e o itacuru, sendo que as diferengas s&o menores entre a ignea e o
arenito. No arenito, o conteudo dos silicatos que conformam a matriz clastica e
a cimentacao conformam cerca de 95% do total, ja no itacuru cerca de 50% do

total sdo 6xidos de Ferro.
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A tabela 15 mostra a diferenga entre as composi¢cdes da superficie

para o nucleo das amostras de arenito.

Tabela 15 Diferencgas percentuais entre a S e o N das amostras de arenito.

Nome K20 CaO MgO P205 Fe203 MnO ZnO Oxidos
amostra % % % % % % % Totais %
SA_1 0,00326 0 0 0,00424 0,36172 0,00285 0,00087 0,37294
SA_2 0,00814 0 0,00104] -0,01037 0,34363 0,00142 0,00022 0,34407
SA_4 0,00326 0,00311] -0,01295 0,00636 0,12486 0,00095 0,00022 0,1258
SA_5 0,00814 0,00622 0,01347] -0,00849 0,0096 0,00047 0,00243 0,03185
SA_6 0,00814 0,00311] -0,01303 0,00424 0,15608 0,00522 0 0,16376
SA_9 0,00163 0,00311] -0,00259] -0,02429 0,10885 0,00047] -0,00022 0,08696
L_1 0,00232 0] -0,02684 0,01374 0,05763 0] -0,00131 0,04553
L_2 0,00488 0,00777 0,01281 0,00955 0,37485 0 0 0,40986
SM_3 -0,00929 0,00311] -0,00984 -0,0112 -0,0032 0,00427 0,00044] -0,02572
SM_4 -0,00232 0,00155 0,00518 0,00973] -0,07043] -0,00095 0,00087] -0,05637
PoA 0,00232 0,0171 0,00259 0,02655 0,02241 0,00664] -0,00044 0,07718

Pode observar-se que os valores de 6xidos totais sdo homogéneos
para os distintos locais, apresentando remoc¢édo de 6xidos do nucleo para a
periferia, com excec¢ado das amostras de Santa Maria no qual ocorreu o inverso,
ou seja, uma lixiviagao superficial dos 6xidos para o ambiente.

Os arenitos da formagao Missdes comportam-se como sub-estaveis
pelo elevado teor de quartzo (média aprox. 95%) se comparados a outros com
maior composic¢ao de plagioclases ou ortoclases (Gamermann, 1979).

Avaliando as mudangas quimicas e mineralégicas que ocorrem do
nucleo para a superficie dos blocos, podem ser inferidos trés processos:

Alteracdo de minerais instaveis Existe um consideravel potencial

de degradacgao pela presenca de plagiloases e ortoclases na matriz da rocha.
No caso dos argilominerais de ilita-montmorillonita e clorita originalmente
presentes em outras formagdes correlacionadas (Gamermann, 1979) tendem
em meio acido altamente lixiviante a passar a minerais mais estaveis do grupo

das caulinitas.
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Redissolucao de o6xidos e oxihidroxidos as observacdes feitas

em cortes da rocha, confirmam estudos anteriores (Roisenberg & Gamermann,
1980) de que os graos de quartzo ficam aderidos por um filme (crescimento
autigénico sintaxial) de 6xidos de ferro e manganés que conferem a coloragao
caracteristica das rochas; assim como a ocorréncia de outros minerais
acessorios contendo ferro (granada, turmalina, piroxénio, etc). Os tons de
vermelho-marrom das amostras de Sl, L e SA provém de quantidades variaveis
de hematita, enquanto que a coloragdo mais amarelada das amostras de SM é
produzida provavelmente por goetita e maiores quantidades de minerais
contendo K e Na.

Na periferia dos blocos estudados, tinha-se observado a formacéao
de crostas de coloragao marrom mais escura (tabela 14). Os estudos quimicos
posteriores (tabela 15) confirmaram que trata-se de compostos de Fe e Mn que
foram remobilizados para a superficie.

Na figura 20, pode-se observar quais sdo as percentagens de
remocgao de ferro e manganés do nucleo para a periferia, ficando as maiores
remobilizagdes de ferro para as amostras SA 1, SA 2 e L 2, e as de
manganés para SA_6, SM_3 e PoA. As amostras de Santa Maria mostraram
menores quantidades de Oxidos totais e de Fe nas superficies expostas
(apéndice F, figura 28 esquerda), e valores totais altos de K (composigdo mais
feldspatica). Isso poderia explicar em parte, a predominancia superficial de
fungos e de formas filamentosas de algas e cianobactérias sobre outros

organismos.
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Figura 20 Variagdes entre os niveis de Fe (esquerda) e Mn (direita) na superficie e no nucleo
(Sup / Nucleo, em %) para SA_1, SA_ 2, SA_4, SA_5,SA 6,SA 9,L_1,L_2, SM_3,
SM_4 e PoA.

Por outro lado a solubilidade do Fe*® é extremamente baixa em pH
superiores a 3,5 (precipita em forma de Fe(OH)s), o que favorece a idéia de
que ele seria reduzido primeiramente para Fe*? em meio com baixo Eh dentro
dos poros da rocha, sendo logo conduzido pelos fluxos d'agua internos até a
superficie, oxidando novamente e precipitando em forma de crostas (um
processo semelhante ocorreria com o Mn).

Esse ambiente de baixo Eh e pH seria produzido pelos
microrganismos que crescem em forma endolitica (algas, liquens e fungos),
produzindo acidos inorgénicos que aumentam a solubilidade dos cations e
acidos organicos com propriedades sequestrantes de metais polivalentes
(quelatos organicos) (Gaylarde & Morton, 1999). As mudangas de ambiente
eletroquimico seriam produzidas por bactérias heterotréficas que decompdem a
matéria organica, utilizando fundamentalmente um metabolismo anaerodbio, e
sobrevivendo principalmente nas camadas mais internas dos biofilmes
epiliticos.

Desagregacao dos silicatos O material mais estavel que conforma

o arenito € a silica, sendo muito insoluvel em meios com pH inferiores a 10,7.
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Porém, varios estudos (Segalen, 1969) tém demonstrado que a solubilidade
dos silicatos em meio acido ou neutro fica muito influenciada pela presenga de
outros 6xidos. Assim em presenca de carbonatos e sulfatos de calcio e 6xidos
de ferro aumenta sua solubilidade, diminuindo em presencga de alumina ou de
polialuminatos.

As observacgoes petrograficas (apéndice F, figura 28) revelaram que
as superficies dos graos de quartzo encontram-se corroidos e fissurados com
incrustagcdes de compostos de Fe, o que poderia ser uma clara indicacéo de
que estariam ocorrendo processos de alteragcdo da matriz clastica, e diminuindo
consequentemente as propriedades mecénicas de suporte dos blocos
observados.

Tomando em conta os pontos expostos anteriormente, fica claro
que, para o caso dos itacurus, eles tém um potencial de degradabilidade muito
maior, se observado que eles compdem-se de Ferro em aproximadamente
50% (apéndice F, figura 29 direita). Estas observagbes concordam
completamente com a situagdo encontrada nos locais de coleta do sitio de
Santa Maria, devido ao fato dele ter sido construido em grande parte com esse
tipo de material. Ao observar-se os muros desse local, detectam-se rachaduras
e macroporos de tamanho consideravel que cobrem toda a superficie externa
dos blocos.

No apéndice E da-se um fundamento matematico as relagdes que
existem entre as mudangas da composicdo quimica da cimentacio
intergranular (e a resisténcia intrinseca dos graos de quartzo) com a resisténcia

mecénica dos blocos de arenito.
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4.2 Distribuicao ecolégica da microflora

As observagdes por lupa, microscopia normal (campo claro), de
contraste de fases e de epifluorescéncia mostraram que os biofilmes epiliticos
sao suportados predominantemente por uma mistura estruturada de
organismos autotrofos, incluindo cianobactérias, diatomaceas e algas
eucaridticas. Na maioria dos casos as cianobactérias foram claramente os
organismos dominantes (apéndice G, figura 30 a esquerda). Outros organismos
foram também achados, actinomicetos, fungos mitospdricos, leveduras e
bactérias heterotréficas. Foi registrada também a ocorréncia de espécies de
fungos meristematicos pretos (MCF), ascomicetos pertencentes a ordem
Dothideales, assim como de leveduras unicelulares pretas, adaptados para
viver em condi¢cdes bastante extremas. Nas amostras retiradas dos locais que
apresentavam estagios mais avancados de deterioragdo foram encontrados
mixomicetos, plantas inferiores (hepaticas e musgos), protozoarios e

microherbivoros.

4.2.1 Biodiversidade no biofilme epilitico

Um total de 25 géneros de cianobactérias, 5 de clordfitas, 3 de
bacillariéfitas, 8 de fungos filamentosos e leveduras e 7 tipos de outros mini e
microrganismos foram encontrados (tabelas 16a, 16b, 16c e 16d) nos biofiimes
das paredes. Bactérias heterotroficas (principalmente espécies de Bacillus)

também foram observadas mais ndo documentadas.



Tabela 16.a Organismos achados nas paredes das ruinas de Santa Ana
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Amostras Abundancia relativa
Ordem / Género 4 5 6 7 Total I Percentual| %Total
CIANOBACTERIAS
Gloeocapsa sp. 2 5,88 11,76
Chroococcus sp. X 1 2,94
Synechocystis sp. 1 2,94
Synechococcus sp.
Merismopedia sp.
Microcystis sp.
Gloeobacter sp.
Dermocarpa sp. 14,71
Pleuocapsales gen. X X 3 8,82
Xenococcus sp. X 1 2,94
Chroococcidiopsis sp. 1 2,94
Oscillatoria sp. 1 2,94 14,71
Plectonema sp. X 2 5,88
Microcoleus sp.
Lyngbya sp. X 1 2,94
Leptolyngbya sp.
Spirulina sp. X 1 2,94
Anabaena sp. 20,59
Nostoc sp.
Calothrix sp.
Nodularia sp. X 1 2,94
Scytonema sp. X X X X 6 17,65
Fisherella sp. 2,94
Stigonema sp. 1 2,94
Chlorogloeopsis sp.
ALGAS
Chilorella sp. X X X 4 11,76 11,76
Mesotaenium sp.
Mougeotia sp. 0,00
Ulothrix sp.
Trentepohlia sp.
Fragilaria sp. 0,00
Nitzschia sp.
Cymbella sp.
FUNGOS
Aspergillus sp. X 1 2,94 11,76
Penicillium sp.
Alternaria sp.
Trichoderma sp.
Aureobasidium sp. 1 2,94
Cladosporium sp. 1 2,94
Dothideales gen. 1 2,94
Leveduras pretas gen. 0,00 0,00
OUTROS
Myxomicetos X 1 2,94 8,82
Actinomicetos 1 2,94
Liquens X 1 2,94
Briofitas
Rotiferos X 1 2,94 2,94
Vermes redondos
Acaros
Total Organismos 34 34 100,00 100,00




Tabela 16.b Organismos achados nas paredes das ruinas de Loreto
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Amostras

Abundancia relativa

Ordem / Género

4 5 6

Total

Percentual| %Total

CIANOBACTERIAS

Gloeocapsa sp.
Chroococcus sp.
Synechocystis sp.
Synechococcus sp.
Merismopedia sp.
Microcystis sp.
Gloeobacter sp.

8,33 8,33

Dermocarpa sp.
Pleuocapsales gen.
Xenococcus sp.
Chroococcidiopsis sp.

19,44
11,11
8,33

Oscillatoria sp.
Plectonema sp.
Microcoleus sp.
Lyngbya sp.
Leptolyngbya sp.
Spirulina sp.

5,56 5,56

Anabaena sp.
Nostoc sp.
Calothrix sp.
Nodularia sp.
Scytonema sp.

13,89
5,56

8,33

Fisherella sp.
Stigonema sp.
Chlorogloeopsis sp.

0,00

ALGAS

Chilorella sp.
Mesotaenium sp.

8,33 8,33

Mougeotia sp.
Ulothrix sp.
Trentepohlia sp.

5,56
5,56

Fragilaria sp.
Nitzschia sp.
Cymbella sp.

2,78 2,78

FUNGOS

Aspergillus sp.
Penicillium sp.
Alternaria sp.
Trichoderma sp.
Aureobasidium sp.
Cladosporium sp.
Dothideales gen.

5,56

2,78
2,78

Leveduras pretas gen.

0,00

OUTROS

Myxomicetos
Actinomicetos
Liquens
Briofitas

w

2,78 22,22
8,33

11,11

Rotiferos
Vermes redondos
Acaros

NN S

2,78 8,33
2,78
2,78

Total Organismos

36

100,00 100,00




Tabela 16.c Organismos achados nas paredes das ruinas de San Ignacio
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Amostras Abundéancia relativa
Ordem / Género 5 6 7 8 9 Total |Percentual] %Total
CIANOBACTERIAS
Gloeocapsa sp. X X 4 6,90 13,79
Chroococcus sp. X X 4 6,90
Synechocystis sp.
Synechococcus sp.
Merismopedia sp.
Microcystis sp.
Gloeobacter sp.
Dermocarpa sp. 1 1,72 12,07
Pleuocapsales gen. X X 4 6,90
Xenococcus sp. X 2 3,45
Chroococcidiopsis sp.
Oscillatoria sp. X 1 1,72 10,34
Plectonema sp. 1 1,72
Microcoleus sp. X X 2 3,45
Lyngbya sp. 1 1,72
Leptolyngbya sp. X 1 1,72
Spirulina sp.
Anabaena sp. 6,90
Nostoc sp. 1 1,72
Calothrix sp.
Nodularia sp. 1 1,72
Scytonema sp. X 2 3,45
Fisherella sp. 3,45
Stigonema sp. X X 2 3,45
Chlorogloeopsis sp.
ALGAS
Chilorella sp. X X 5 8,62 8,62
Mesotaenium sp.
Mougeotia sp. 517
Ulothrix sp. X 3 5,17
Trentepohlia sp.
Fragilaria sp. 0,00
Nitzschia sp.
Cymbella sp.
FUNGOS
Aspergillus sp. X X X 7 12,07 22,41
Penicillium sp.
Alternaria sp.
Trichoderma sp. X 2 3,45
Aureobasidium sp. 2 3,45
Cladosporium sp. 0,00
Dothideales gen. X 2 3,45
Leveduras pretas gen. 0,00 0,00
OUTROS
Myxomicetos 1 1,72 12,07
Actinomicetos X X X 5 8,62
Liquens X 1 1,72
Briofitas
Rotiferos 1 1,72 517
Vermes redondos X 2 3,45
Acaros
Total Organismos 58 58 100,00 100,00




Tabela 16.d Organismos achados nas paredes das ruinas de Santa Maria
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Amostras

Abundancia relativa

Ordem / Género

Total IPercentuaI %Total

CIANOBACTERIAS

Gloeocapsa sp.
Chroococcus sp.
Synechocystis sp.
Synechococcus sp.
Merismopedia sp.
Microcystis sp.
Gloeobacter sp.

13,33
10,00
3,33

Dermocarpa sp.
Pleuocapsales gen.
Xenococcus sp.
Chroococcidiopsis sp.

3,33
3,33

Oscillatoria sp.
Plectonema sp.
Microcoleus sp.
Lyngbya sp.
Leptolyngbya sp.
Spirulina sp.

23,33

10,00
13,33

Anabaena sp.
Nostoc sp.
Calothrix sp.
Nodularia sp.
Scytonema sp.

13,33
6,67

6,67

Fisherella sp.
Stigonema sp.
Chlorogloeopsis sp.

0,00

ALGAS

Chilorella sp.
Mesotaenium sp.

6,67 6,67

Mougeotia sp.
Ulothrix sp.
Trentepohlia sp.

10,00

10,00

Fragilaria sp.
Nitzschia sp.
Cymbella sp.

0,00

FUNGOS

Aspergillus sp.
Penicillium sp.
Alternaria sp.
Trichoderma sp.
Aureobasidium sp.
Cladosporium sp.
Dothideales gen.

6,67 20,00

3,33
10,00

Leveduras pretas gen.

6,67 6,67

OUTROS

Myxomicetos
Actinomicetos
Liquens
Briofitas

3,33

3,33

Rotiferos
Vermes redondos
Acaros

0,00

Total Organismos

30

30

100,00 100,00
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Uma analise qualitativa da biodiversidade encontrada nos quatro
locais (tabelas 16) permite fazer uma subdivisdo em dois subgrupos com
parametros regionais meso-ambientais semelhantes: por um lado temos os
pontos de coleta localizados nos sitios de Santa Ana e Santa Maria que
compartem condigcbes de insolagdo diaria mais elevadas, devido a uma
cobertura vegetal menos espessa, com temperaturas epiliticas meédias altas e
menores teores de umidade. Uma situagdo contraria existe nos pontos de
coleta escolhidos nos sitios de Loreto e San Ignacio. (veja figuras 13 e 14)

Na tabela 17 encontra-se expressados os percentuais relativos da
biodiversidade de clorofitas (cocoéides e filamentosas) e diatomaceas; além dos
percentuais das formas cocdides e filamentosas de cianobactérias. Na tabela

18 tém-se os percentuais totais de cada grupo de organismos.

Tabela 17 Percentagens relativas da biodiversidade micro-fotossintética das amostras
coletadas pela técnica da fita adesiva.

Algas [%] relat Cianobactérias [%] relat
Local cocoides filamentosas frastulas cocoides filamentosas
Santa Ana 100,0 0,0 0,0 40,9 59,1
Loreto 50,0 33,3 16,7 58,8 41,2
San Ignacio 62,5 37,5 0,0 55,6 44 .4
Santa Maria 40,0 60,0 0,0 31,3 68,7

Pode-se observar na tabela 18 que no primeiro subgrupo (Santa Ana
e Santa Maria) mais de 50% das espécies documentadas s&o cianobactérias,
existindo também de moderada até alta presenga de fungos filamentosos,
principalmente os fungos leveduriformes "extreméfilos meristematicos" (ordem
Dothideales), além de leveduras pretas verdadeiras no caso das amostras de
Santa Maria (tabelas 16.a e 16.d). Essa predominancia de espécies de
cianobactérias pode corresponder-se com a maior resisténcia que esses

organismos apresentam a condi¢des ambientais extremas de alta insolagéo,
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alta temperatura e baixa umidade (Potts, 1994), as quais existem nestes locais.
Anotaram-se, também, muitas células fortemente pigmentadas, conferindo
assim uma protecgao contra luz ultravioleta que abrangem desde UVA até UVB

(Garcia-Pichel, et al., 1992; 1993).

Tabela 18 Percentagens da biodiversidade total para cada ponto de coleta das superficies dos
muros das ruinas.

Cianobactérias Algas Fungos Outros organis-
~ Llocal | %Tot %Tot %Tot mos %Tot
Santa Ana 64,7 11,7 11,8 11,8
Loreto 47,2 16,6 5,6 30,6
San Ignacio 46,6 13,8 22,4 17,2
Santa Maria 53,3 16,7 26,7 3,3

Ja que os unicos organismos que podem se desenvolver em locais
com a, extremamente baixo sdo os xerotolerantes (a, minimo € 0,75 para
algumas bactérias, arqueabactérias e fungos filamentosos; a,, minimo de 0,60
para algumas leveduras - Stryer, 1995), explica-se a grande quantidade de
leveduras e fungos leveduriformes pigmentados nos locais de maior taxa de
insolagdo. A adogédo de um tipo de crescimento leveduriforme dos fungos,
deve-se a que formas esféricas ou ovodides possuem uma menor relagio
Superficie/Volume que outras formas com mais arestas ou vértices,
minimizando a perda d'agua do interior celular.

O segundo subgrupo (Loreto e San Ignacio) apresenta uma maior e
mais heterogénea biodiversidade, caracterizado por espessos biofilmes
epiliticos que suportam tanto espécies heterotréficas como de organismos
fotossintéticos superiores, o que se relaciona com as condi¢des ambientais
menos estressantes desses locais.

A proporgao de espécies de algas € bastante baixo nos quatro locais

(cerca de 15%), o que se explica por serem esses organismos menos
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adaptados as altas temperaturas que existem nas superficies das pedras. No
caso especifico de Loreto, quase um 17% da sua biodiversidade de algas esta
formada por espécies de bacillariofitas (diatomaceas) (tabela 16.b). A literatura
também menciona algas como os fotétrofos dominantes em climas

temperados, se comparadas as cianobactérias (Gaylarde & Gaylarde, 2004).

4.2.2 Disposigao dos organismos no biofilme

A tabela 19 resume os principais parametros fisicos e climaticos dos
pontos de coleta das amostras de pedra. A biomassa de cianobactérias
filamentosas e as populacbes de algas sdo maiores nas amostras de pedra
extraidas de Loreto, se comparadas com as amostras extraidas de Santa Ana
(tabela 20). Contrariamente as amostras de pedra retiradas de Santa Ana
possuem uma biomassa total inferior de cianobactérias e maiores de fungos

pigmentados (figuras 23 e 24).
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Tabela 19 Valores médios dos parametros de exposi¢gdo das amostras de Santa Ana (SA) e

Loreto (L).
Local Temperatura Grau de pH Conteudo Densidade Porosidade | Relagdo de | Perda ao
superficial exposigdo | superficial de agua aparente (%) vazios fogo
(°C) relativa (%) (%) (g cm?) (m’m?®) (%)
32,0 55 0,26 1,876 24,95 0,333 4,59
SA 58,75
0,5)* 0,11) (0,0001) (0,023) (0,919) (0,016) (0,572)
L 28,7 30 5,11 0,56 1,663 33,48 0,503 5,603
0,2) (0,31) 0,2) (,001) (0,067) (0,002) (1,559)

(*) Valores correspondem a média de duas determinagbes + (DP).

Tabela 20 Morfotipos dominantes de cianobactérias, fungos e algas detectados nos biofilmes
das amostras de pedra nas ruinas das Missées.
Abundancia relativa

(++++) dominante; (+++) muito comum; (++) comum; (+) raro e ( ) ausente.

Orden / Género

Loreto

Santa Ana

L1

SA_

1

SA_2

Cianobactérias
Gloeocapsa sp.
Chroococcus sp.
Xenococcus sp.
Oscillatoria sp.
Nostoc sp.
Scytonema sp.

Stigonema sp.

+4(g)

++

+(br,&Br)

++++(br)

+(br,gr)

++++(gr,re$)

++++(gr) ++

++(br)

+(gr)

Algas
Chlorella sp.

Chrococcales gen.

Ulothrix sp.

Fragilaria sp.

+++

++

Fungos
Aspergillus sp.

Trichoderma sp.

Aureobasidium sp.

Cladosporium sp.

Dothideales gen.

+++(wh)

+(gr)

++(bl)
++(bl)

++++(bl)

(&Br) Em simbiose com rizéide de Bridfita; (gr, wh, bl, br) células ou filamentos verdes, brancos,
pretos, ou marrons; (re$) células avermelhadas com pigmentos protetores vermelhos no EPS.
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Figura 21 Micrografias de varredura mostrando um biofilme epilitico e endolitico crescendo na
superficie da rocha em Santa Ana, Misiones. A esquerda, crescimento de filamentos e
hifas no interior dos poros (Barra = 50 [Im). A direita, hifas crescendo ao redor dos
cristais na superficie de um gréo da matriz clastica (Barra = 10 [m).

Figura 22 Imagem do biofilme epilitico da superficie de pedra mostrando algas diatomaceas
intercaladas com cianobactérias (Loreto, Misiones). A esquerda, crescimento de
filamentos de cianobactérias e algas verdes (Barra = 100 [1m). A direita, biofilme de
EPS recobrindo completamente a superficie dos gréos silicicos, observam-se células
de diatomaceas e formas cocéides de cianobactérias desidratadas (Barra = 50 [m).

Figura 23 Imagem de varredura eletrébnica das deposi¢gdes de minerais induzidas por
microrganismos, as setas brancas indicam a formagdo dos tubos de minerais
neoformados (Barra = 10um).
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A informacdo complementaria fornecida pelas imagens de
microscopia de varredura eletrénica (figuras 23 e 24) confirma diferengas nas
composi¢cdes das comunidades presentes em sitios que tém distinto grau de
exposicao solar diaria (tabela 19). Se bem que a biodiversidade foi superior nas
amostras superficiais de Santa Ana (obtidas pela técnica da fita adesiva), tanto
a biomassa total de cianobactérias filamentosas como a biomassa de algas
mostraram predominancia nas amostras de pedra extraidas de Loreto, se
comparadas as amostras de pedra extraidas de Santa Ana (tabela 20). Em
compensacgao as amostras de Santa Ana possuem uma biomassa total inferior
de cianobactérias e maior de fungos pigmentados.

Nas imagens obtidas por MEV foi possivel observar as deposi¢des
de minerais re-cristalizados (em forma de pequenos tubos nas paredes dos
poros) deixadas pelos fungos ou cianobactérias filamentosas. Essas estruturas
sao formadas provavelmente, pela dissolu¢do dos minerais a causa dos acidos
produzidos durante as atividades metabdlicas deles e a sua recristalizagdo ao

redor dos filamentos (figura 25).

4.3 Cobertura com vernizes

4.3.1 Testes de inibicao em placa

Os resultados dos testes foram registrados apdés 5 e 10 dias para
cianobactéria (Mix_C), e apds 7 dias para os fungos (Mix_F). As fotografias das
placas aparecem na figura 26a, 26b e 26¢, cada uma das placas representa

uma de trés repetigdes.
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CDF0,15%

CDF0,25%

CDF0,35%

BrancoACR

PMPO,15%

PMPO,25%

PMPO,35%

BrancoResina

Figura 24.a Resultados dos testeé em placa para as placas inoculadas com Mix_C, mostram-se
apenas uma de trés repeticdes.

Figura 24.b Resultados dos testes em placa para as placas inoculadas com Mix_F, mostram-se
apenas uma de trés repeticoes.

CDFAcr0,25% | FABPACr0,25% | Controle

Figura 24.c Resultados dos testes em placa para as placas inoculadas com Mix_F em verniz

ACR, mostram-se apenas uma de trés repeti¢des.
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4.3.1.1 Avaliagao do crescimento de cianobactérias

Avaliacao visual

A avaliagdo visual confirmou crescimento abundante do Mix_C
utiizado em cada uma das placas. Embora o método nado forneca um
parametro quantitativo direto, observou-se maior eficacia do biocida PMP se
comparado ao CDF, para controlar o crescimento de algas e cianobactérias

(tabela 21a).

Tabela 21.a Resultados da avaliagdo visual do crescimento em placa de cianobactérias do
Mix_C, com resina acrilica base solvente e trés concentragdes dos biocidas CDF e

PMP.
Conc Nro CDF PMP
Biocida Repet 5 dias 10 dias 5 dias 10 dias
0,15% 3 1,50* 4,00 1,00 3,00
0,33** 0,25 0,00 0,00
0,25% 3 0,50 4,50 0,50 2,00
1,00 0,11 1,00 0,00
0,35% 3 1,50 4,00 0,00 1,00
0,33 0,00 0,00 0,00

Referéncia: (*) a primeira linha indica a média aritmética. (**) a segunda linha indica erro
padréao (referéncia valida para todas as tabelas que seguem).

Outro fator observado foi que a tinta latex (verniz ACR) teve um
efeito inibitério maior sobre o crescimento das cianobactérias que a tinta base
solvente (resina acrilica), observadas nas amostras sem biocidas da tabela
21.b.

Tabela 21.b Resultados das notas de avaliagido visual do crescimento em placa de
cianobactérias do Mix_C, com resina acrilica base solvente comparada ao verniz
sintético ACR (sem biocidas).

Verniz Nro Base
s/ biocida| Repet 5 dias 10 dias
Resina 3 1,50 4,50
acrilica 0,33 0,11
Verniz 3 1,00 2,00
ACR 0,00 0,00

Nota: A pesar dos resultados serem qualitativos (ndo paramétricos), eles foram parametrizados
através da média para facilitar a comparagao entre eles, e posteriormente com os
resultados obtidos por analise de imagens.
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Avaliacao por analises de imagens

As analises das fotografias obtidas dos corpos de prova de cada
placa, foram comparadas entre elas e com duas imagens padrdes: prova em
branco (sem in6culo) e prova de controle de crescimento (sem biocida nem
verniz), através do software de analise de imagens desenvolvido no laboratério
durante a pesquisa (BIOIMGAN v2.0). Observou-se correlagcdo com os dados
obtidos pelo método visual (tabela 22.a). Os valores colocados na tabela
indicam percentagem da superficie coberta e profundidade de cobrimento
combinados.

Tabela 22.a Valores percentuais do grau de cobertura de cada placa comparada aos testes de

branco (0%) e controle (100%), do Mix_C inoculado em corpos de prova pintados com
verniz base solvente e trés concentracdes de CDF e PMP, respectivamente.

Conc Nro CDF PMP
Biocida Repet 5 dias 10 dias 5 dias 10 dias
0,15% 3 11,46 53,58 8,48 35,45

0,05 0,08 0,03 0,04
0,25% 3 7,44 59,67 2,91 25,78
0,01 0,05 0,02 0,02
0,35% 3 10,36 56,28 0,56 6,58
0,02 0,03 0,00 0,05

Nesta analise também observou-se que a tinta latex (verniz ACR)

teve um efeito ligeiramente inibitério no crescimento das cianobactérias, se

comparado com que a resina base solvente (tabela 22.b).

Tabela 22.b Resultados (%) da analise de imagens para o crescimento em placa de
cianobactérias do Mix_C, com resina acrilica base solvente comparada ao verniz

sintético ACR (sem biocidas).

Verniz Nro Base
s/ biocida|] Repet 5 dias 10 dias
Resina 3 10,72 66,82
acrilica 0,04 0,07
Verniz 3 14,52 38,52
ACR 0,00 0,00
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Avaliacao por Espectrofotometria

Sendo esta avaliagao do tipo destrutiva (a diferenga das anteriores)
avaliaram-se os resultados somente no décimo dia. As analises por
espectrofotometria demonstraram maior eficacia do biocida PMP sobre o CDF

(tabela 23a).

Tabela 23.a Avaliacdo da quantidade de clorofila-a nas placas (mg*m'z) inoculadas com Mix_C,
para os corpos de prova pintados com verniz base solvente e com trés concentragdes
dos biocidas CDF e PMP.

Conc Nro CDF PMP
Biocida Repet 10 dias 10 dias
0,15% 3 10,92 12,08

0,32 1,43

0,25% 3 9,33 7,57

1,06 0,20
0,35% 3 12,20 0,80
0,99 0,04

Observou-se também efeito inibitdério do verniz base latex com
relacdo a resina base solvente, embora tenha sido bem maior que o efeito

observado pelos métodos visuais e de analise de imagens (tabela 23.b).

Tabela 23.b Resultados da analise do conteudo de clorofila-a para o crescimento em placa de
cianobactérias do Mix_C, com resina acrilica base solvente comparada ao verniz
sintético ACR (sem biocidas).

Verniz Nro Base

s/ biocida] Repet 10 dias

Resina 3 14,10
acrilica 3,78
Verniz 3 3,96

ACR 0,00

4.3.1.2 Avaliagao do crescimento de fungos

Avaliacao visual

A avaliacdo visual confirmou crescimento profuso do Mix_F utilizado
em cada uma das placas. Embora o método ndo fornegca um parametro

quantitativo direto, observou-se maior eficacia do biocida CDF se comparado
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ao PMP, para controlar o crescimento de fungos filamentosos pigmentados

(tabela 24.a).

Tabela 24.a Resultados da avaliagao visual do crescimento em placa de fungos do Mix_F, com
resina acrilica base solvente e trés concentracbes dos biocidas CDF e PMP.

Conc Nro CDF PMP
Biocida Repet 7 dias 7 dias
0,15% 3 4,00 3,00

0,25 0,33

0,25% 3 3,00 3,00

0,58 0,00
0,35% 3 1,33 2,67
0,43 0,22

Outro fator observado foi que a resina base solvente teve um efeito

inibitério maior sobre o crescimento dos fungos que verniz latex (ACR),

observadas nas amostras sem biocidas da tabela 24.b.

Tabela 24.b Resultados da avaliagao visual do crescimento em placa de fungos do Mix_F, com
resina acrilica base solvente comparada ao verniz sintético ACR (sem biocidas).

Verniz Nro Base
s/ biocida| Repet 7 dias
Resina 3 4,0
acrilica 0,4
Verniz 3 4,5
ACR 0,2

Devido ao fato do CDF ter apresentado atividade frente ao in6culo
Mix_F, e a sua disponibilidade também em veiculo aquoso, testaram-se mais
duas combinagdes de base latex ACR: uma com CDF 0,25% e outra com o

biocida FABP 0,25%. Os resultados aparecem na tabela 24.c.

Tabela 24.c Resultados da avaliagao visual do crescimento em placa de fungos do Mix_F, com
verniz sintético ACR e uma concentracédo de 0,25% de CDF e FABP, respectivamente.

Conc Nro CDF FABP

Biocida Repet 7 dias 7 dias
0,25% 3 3,0 4,5
0,0 0,2

Nota: Neste caso, os resultados também foram parametrizados através da média para facilitar
a sua comparacgao posterior através de analise de imagens.
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Avaliacao por analises de imagens

Utilizando o mesmo software (BIOIMGAN v2.0), analisaram-se as
fotografias dos corpos de prova cobertos com biomassa fungica. Observa-se

correlagdo com os dados obtidos pelo método visual (tabela 25.a).

Tabela 25.a Valores percentuais do grau de cobertura de cada placa comparada aos testes de
branco (0%) e controle (100%), do Mix_C inoculado em corpos de prova pintados com
verniz base solvente e trés concentragdes de CDF e PMP, respectivamente.

Conc Nro CDF PMP
Biocida Repet 7 dias 7 dias
0,15% 3 52,93 42,34

0,26 0,15

0,25% 3 49,97 41,16

0,39 0,09
0,35% 3 11,65 40,33
0,12 0,15

Comparando a resina base solvente com verniz ACR, denotaram-se

valores muito semelhantes, com ligeira inibicdo da resina base solvente (tabela

25.b).

Tabela 25.b Resultados da avaliagdo por software do crescimento em placa de fungos do
Mix_F, com resina acrilica base solvente comparada ao verniz sintético ACR (sem

biocidas).
Verniz Nro Base
s/ biocida| Repet 7 dias
Resina 3 53,40
acrilica 0,37
Verniz 3 47,67
ACR 0,04

Para o caso dos biocidas CDF e FABP em base latex, tém se os

resultados da tabela 25.c.

Tabela 25.c Resultados da avaliagdo por software do crescimento em placa de fungos do
Mix_F, com verniz sintético ACR e uma concentragao de 0,25% de CDF e FABP,

respectivamente.
Conc Nro CDF FABP
Biocida Repet 7 dias 7 dias
0,25% 3 34,31 41,68
0,04 0,25

Neste caso o biocida CDF apresentou maior eficacia que o FABP, na

acéo contra o crescimento fungico.



95

Avaliacao por HPLC

Na tabela 26.a observa-se que o biocida CDF teve maior eficacia
que o PMP nas amostras avaliadas, sendo que o maior efeito encontrado para

uma concentracao de 0,35% para ambos biocidas.

Tabela 26.a Valores de ergosterol em mg / m? para o teste de inibicdo em placa, da resina
base solvente.

Conc Nro CDF PMP
Biocida Repet 7 dias 7 dias
0,15% 3 2,18 4,54

1,03 0,61
0,25% 3 1,70 4,14
0,87 0,28
0,35% 3 0,20 3,23
0,29 0,30

Outro fator importante, foi que a tinta base solvente inibiu melhor o
crescimento de fungos que a tinta latex (tabela 4.23), o mesmo ocorreu com o

biocida CDF 25% que demonstrou maior atividade sobre o FABP (tabela 4.24).

Tabela 26.b Valores de ergosterol em mg / m? para o teste de inibicdo em placa, com resina
acrilica base solvente comparada ao verniz sintético ACR (sem biocidas).

Verniz Nro Base
s/ biocida| Repet 7 dias
Resina 3 3,79
acrilica 0,56
Verniz 3 8,32

ACR 0,18

Tabela 26.c Valores de ergosterol em mg / cm? para o teste de inibicdo em placa, com verniz
sintético ACR e uma concentragao de 0,25% de CDF e FABP, respectivamente.

Conc Nro CDF FABP
Biocida Repet 7 dias 7 dias
0,25% 3 2,72 7,68

0,01 0,21

Por ultimo o conteudo de ergosterol das cepas inoculadas foi

quantificado. Achou-se diferenga apreciavel dentre os distintos géneros (tabela

27).
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Tabela 27 Conteudo de ergosterol médio por esporo para as trés cepas fungicas inoculadas (pg
/ esporo).

Fungo Nro Contetdo
Repet | de ergosterol

Fusarium sp. 3 1,371
0,10

Penicillium sp. 3 0,822
0,07

Cladosporium sp. 3 0,345
0,05

4.3.1.3 Comparacgao dos métodos

A bibliografia (Diez & Barros, 1992) menciona que o teste de inibigao
em placa torna-se apropriado para calcular a dosagem de uma substancia com
atividade biocida, que sera adicionado a formulagao do verniz. O teste incluiu
trés dosagens dos biocidas PMP e CDF respectivamente para um verniz
acrilico base solvente, e uma dosagem (intermédia) de FABP e CDF num
verniz acrilico latex.

Uma comparagao dos métodos utilizados para quantificar o
desenvolvimento de cianobactérias, revela que todos eles possuem a mesma
tendéncia, ou seja: maior eficacia global do PMP sobre o CDF (sendo
nitidamente maxima para uma dosagem de 0,35%), e um efeito inibitério do
verniz base sem biocida maior para o veiculo latex (vernizACR) que para o
veiculo solvente (tabelas 21.a, 22.a e 23.a). Sendo que o fabricante do biocida
CDF nao revela a composi¢ao quimica exata dos compostos utilizados, nao é
possivel explicar diretamente os resultados. Porém tendo em vista as
atividades observadas, poderia-se inferir que:

(a) a isotiazolinona utilizada foi a 1,2-benzo-isotiazolin-3-ona (BIT) de atividade
especifica contra fungos e bactérias, mais sem atividade contra algas e

cianobactérias (tabela 5), e
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(b) o derivado benzimidazolico pertenceria a familia do Carbendazim (atividade
antifungica especifica).

Um outro fator que reforca a idéia de que a isotiazolinona utilizada
foi o BIT, € que foi observada reacdo de oxidagcdo da embalagem de ferro
galvanizado que continha a resina acrilica com CDF (veja observagdes da
tabela 5).

O método visual de avaliacédo rapida tem utilidade limitada, devido
ao fato de nao se obter um valor numérico proporcional ao desenvolvimento,
nem diferenciar a viabilidade dos organismos. Uma alternativa consiste em
utilizar o método rapido de analise de imagens por computador, que permite
observar diversos parametros (brilho, cor, saturacdo) da imagem e quantifica-
los; sendo que este método tem a vantagem de produzir um valor numérico
proporcional a extensao e a intensidade do desenvolvimento, conseguindo sob
determinadas circunstancias diferenciar a viabilidade (no caso de mudancas
nas propriedades de absorgdo de luz, que poderiam acompanhar a morte
celular). O método que ofereceu maior precisdo foi o HPLC junto com
espectrofotometria que forneceu informagao de quantidade de biomassa viva,
ja que os pigmentos fotossintéticos degradam-se rapidamente apds a morte do
organismo (especialmente a clorofila-a).

Nas placas inoculadas com Mix_F, observou-se um efeito contrario
aos inoculados com Mix_C. Os vernizes com CDF foram mais efetivos que
aqueles que contiam PMP (tabelas 24.a, 25.a e 26.a). Aclara-se que as
concentragbes sugeridas pelo laboratério de microbiologia da KRESIL

Industrias (0,15% - 0,25% - 0,35 %) para o biocida PMP, s&o inferiores as
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sugeridas pelo fabricante para serem aplicadas em pinturas exteriores (1% -
2,7%), o que pode ser explicado por ser ele utilizado em combinagdo com
outros biocidas (agindo como reforgo), devido ao seu custo mais elevado.

As avaliagbes visuais e de analise de imagem concordaram na
maioria das determinacgoes, as diferencas ocorreram em:

(a) AcrCDF 0,25% que mostrou um desempenho inferior na analise visual, se
comparada aos outros métodos;
(b) valores com tendéncia aleatéria para as trés concentragcoes de PMP.

No caso especifico da quantificagdo através do conteudo total de
ergosterol por HPLC, mostrou a mesma tendéncia que os dois primeiros
métodos, maior eficacia do CDF em comparagcdo ao PMP (tabela 26.a). Para
os testes de inibi¢cao fungica, destacam-se ainda trés fatores:

- O biocida FABP nao apresentou efeito inibitério evidente nas concentragdes
testadas (tabelas 24.c, 25.c e 26.c).

- Dos testes com vernizes sem biocidas (tabelas 24.b, 25.b e 26.b), o de base
solvente inibiu melhor o desenvolvimento fungico que o ACR (contrario ao
efeito observado no teste de cianobactérias, nas tabelas 21.b, 22.b e 23.b).

- A eficacia da resina acrilica com CDF 0,25% foi superior ao verniz ACR com
CDF 0,25%. Provavelmente devido ao efeito sinergético do CDF com a base
solvente (tabelas 26.a e 26.c).

Uma outra observacao importante que deve ser levada em conta nos
testes por avaliagdo de ergosterol, e que o conteudo de ergosterol por
propagulo, depende de diversos fatores como a cepa fungica inoculada, o

estagio de desenvolvimento, a composi¢gdo do meio, a idade da cultura, etc.



99

(Saad et al., 2003). Por tal motivo, e aos efeitos de comparagdo com os
resultados obtidos por outros pesquisadores, realizou-se uma determinagao do
conteudo de ergosterol por esporo, encontrando-se um valor de 0,345 pg/esp
para o género Cladosporium inoculado (tabela 27), valor muito préximo dos
0,333 pg/esp mencionado no trabalho de Saad et al. (2003).

Os resultados numéricos da quantificagao de ergosterol por unidade
de superficie (de 0,20 até 8,32 mg/m?) , demonstraram concordancia com os
valores mencionados no trabalho de Gutarowska e Zakowska (2002), que
determinaram valores de 0,9 até 7,9 mg/m? para diversos tipos de substratos.
No mencionado trabalho destaca-se que para os valores meédios dos limites
2

obtidos para diversos substratos, uma concentragao inferior a 2,12 mg/m

corresponde a um nivel normal de contaminagao fungica sem desenvolvimento

ativo, e que valores superiores a 3,96 mg/m® revelam alto grau de

contaminacdo fungica com desenvolvimento ativo e intenso. Por tanto, os

valores obtidos no presente trabalho mostraram um desenvolvimento intenso
em todos os corpos de prova de papel de filtro pintado, excetuando aqueles

recobertos com biocida CDF (tanto em resina acrilica como em latex).

4.3.2 Camara Tropical

Na tabela 28 podem ser observados os resultados do teste na
camara tropical. Os numeros representam a superficie coberta pela biomassa
em cada bloco apés 120 dias (na primeira etapa, aos 60 dias, ndo ocorreu
desenvolvimento). N&o houve desenvolvimento apreciavel nos blocos

inoculados com a mistura fungica (Mix_F), sendo marcados como nao
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quantificavel (nq). As médias calculadas mostraram que os blocos pintados
com verniz + biocida PMP (superficie média: 3,6 - DP: 1,63) tiveram menor
desenvolvimento de biofilme que os pintados com verniz + biocida CDF
(superficie média: 3,9 - DP: 1,76). Essa observagao resultou compativel com as

tendéncias de acéo dos biocidas, achadas no teste de inibicdo em placa.

Tabela 28 Densidade percentual de biomassa para os blocos do teste da cAmara tropical (%).

Mix_F Mix_F + Mix_C
Mix C
PMP nq nq nq 0,6 1,7 2,5 1,2 1,8 1,4
nq nq nq 1,5 1,0 0,4 2,3 0,9 1,9
CDF nq nq nq 1,2 1,4 0,7 3,4 1,3 1,8
nq nq nq 1,1 1,1 1,3 1,2 1,9 1,6

4.3.3. Consideracgoes gerais

Os resultados mostram que, para provisionar uma protecao contra
biodeterioracao a superficie rochosa, a formulacdo do verniz deveria combinar
a agao dos dois tipos de biocidas testados (por exemplo, IPBC + BIT), sendo
que cada um dos quais inibiria microrganismos diferentes. Deve ser
mencionado que a resina acrilica base solvente ja foi utilizada na restauragao
da igreja Santa Terezinha em Porto Alegre, a superficie da qual permanece
limpa apds 2 anos da aplicagdo. Estes resultados sugerem que 0 mesmo
tratamento seria apropriado para protecdo de monumentos histéricos de pedra,
uma vez que nao altera a aparéncia da superficie, oferecendo uma protecao

duradoura.



5. CONCLUSOES

5.1 Biodeterioragao

Analisando as atividades microbiolégicas em conjunto, e a influéncia
que elas produzem na deterioragdo das rochas, podem-se obter as seguintes
conclusoes:

- A alteragédo dos minerais constituintes da cimentacg&o intergranular
aumenta progressivamente a porosidade e a permeabilidade do arenito,
modificando o equilibrio hidraulico interno da rocha.

- Os biofiimes presentes nas superficies dos blocos de pedra,
aumentam a retengdo d'agua necessaria para os organismos, pois influem nas
forcas capilares.

- A remobilizacado dos cations metalicos por lixiviagao, os leva para a
superficie onde sao precipitados para formar crostas duras que aumentam a
bio-receptividade da pedra, fornecendo novos nichos ecolégicos.

- As crostas precipitadas na superficie tém distintas propriedades
mecanicas que o resto da rocha, tornando-se uma potencial interface de
ruptura ou descamacao.

- Os padroes de deterioracido da rocha sao diferentes em locais com

altas taxas de insolagao, de temperaturas mais elevadas e menor umidade, se
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comparados aos cobertos total ou parcialmente por sombra foliar (mata
circundante).

- Os locais com maior sombreamento e umidade apresentam uma
degradacdo maior, correspondente com uma biodiversidade também maior.
Existe porém, um efeito direto de raizes e plantas que crescem por sobre e

dentro das edificagdes.

5.2 Biodiversidade

Analisando a distribuicdo de organismos e microrganismos nos
diferentes microclimas presentes nas ruinas, conclui-se o seguinte:

- No local de Loreto predominam espécies de algas, principalmente
familias de diatomaceas em locais com maior umidade. De acordo com isto,
conclui-se que as temperaturas médias superficiais desse local sdo menores
que para os outros trés.

- As quantidades relativas de espécies de cianobactérias
filamentosas sdo maiores para os sitios de SA e SM (mais de 60%), o que se
explica pela ampla distribuicdo geografica para espécies de Scytonema em

Santa Ana e de espécies de Microcoleus e Lyngbya em Santa Maria.

5.3 Preservagao

Analisando as atividades especificas mostradas pelos biocidas,
podem ser inferidas as seguintes conclusdes:

- Para o Preventol MP, que contém o componente ativo 3-lodo-2-

propinilbutil-carbamato (de ampla atividade contra bactérias, algas e fungos da
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tabela 5), ele apresentou alta eficacia contra as cianobactérias, porém o
crescimento fungico foi inibido em menor medida com as concentragdes
testadas.

- O Coryna DF apresentou alta eficacia contra as cepas fungicas
testadas, porém seu efeito foi praticamente nulo contra as cianobactérias nas
concentragdes utilizadas. Recomenda-se entdo o uso de embalagens plasticas
para o armazenamento de tintas e vernizes com CDF.

- O biocida FABP 830 do verniz ACR foi o que apresentou a

atividade mais baixa nas condi¢des testadas.



6. CONSIDERAGOES FINAIS

6.1 Medidas de reconstrugao

As medidas reconstrutivas gerais que se recomendam para as
edificagoes séo as seguintes:

- Limpeza de todas as superficies por métodos abrasivos nao
erosivos. Utilizando removedores quimicos biodegradaveis e agua sob
pressao.

- Eliminagdo de vegetais e arbustos que tém se desenvolvido no
interior das edificagcdes, e também ao redor das mesmas num raio maior a
extensao das respectivas raizes.

- Remontagem criteriosa das edificagbes, evitando-se concentragao
de esforcos e a percolagdo de agua de chuva para o interior dos muros. Os
cimentos utilizados devem possuir quantidades minimas de calcio para evitar-
se a formagdo de gesso (CaSO4.H;0) pela combinacdo com os sulfatos
presentes nas rochas, que conduzem a desagregacao dos blocos (Millot et al.,
1967).

6.2 Aplicacao de preservantes quimicos

Os critérios a serem levados em conta para a eleicdo do biocida e a
base do verniz, sdo:

- Adocéao de tratamento de impermeabilizacdo adequado, tendo em

conta tanto os tipos de vernizes ou tintas a serem usados (enquanto a sua
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durabilidade e relagao custo/beneficio), como aos tipos de biocidas que eles
possuem na sua formulagcdo, que prejudiquem o minimo possivel ao meio
ambiente.

- A utilizacdo de combinacdes de biocidas (fungicidas + algicidas)
que funcionem em forma eficiente em baixas concentragdes.

- Uma outra recomendacgao, € o uso de embalagens plasticas para o

armazenamento de tintas e vernizes com CDF.

6.3 Trabalhos futuros

- Com respeito aos métodos rapidos de avaliacdo da biodegradacgao,
observou-se que o conteudo de ergosterol para Fusarium sp. foi quatro vezes
superior a do Penicillium sp, e 12 vezes superior a do Cladosporium sp. Por
tanto, esse fator deveria ter-se em conta em estudos posteriores que
procurassem desenvolver um modelo matematico para a estimacao de
contaminagao fungica de materiais de construgdo, baseado no conteudo
superficial de ergosterol (Gutarowska & Zakowska, 2002).

- Finalmente, encontraram-se resultados altamente coincidentes com
os publicados por Roisenberg e Gamermann do Instituto de Geociéncias da
UFRGS (1985) no estudo da degradacdo dos arenitos das ruinas de Sao
Miguel - Brasil. Isto conferiria um carater mais global a este tipo de estudos de
biodeterioragdo de monumentos histéricos de pedra. Recomenda-se entao que
para trabalhos futuros, os estudos mineraldégicos deveriam ser
complementados com estudos ecoldgicos e microbiolégicos, assim como de

preservacao quimica e fisico-quimica.
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APENDICE A

As fotografias mostram alguns dos pontos de coleta dos locais que
foram objeto de estudo. As amostras foram retiradas pela técnica da fita adesiva
de Gaylarde e Gaylarde (1998).

A E.T

SRR

Figura 25 Amsras [3] e [5] retiradas da parede do templo e das oficinas (Santa Ana).

Figura 26 (esq) amostra [1] retirada de uma coluna das vivendas em Loreto. (dir) amostra [5]
retirada da parede exterior da parte frontal do templo em San Ignacio.



117

APENDICE B

Composigdo do meio mineral utilizado para sub-cultivo das

cianobactérias. Para meio sélido foi agregado bacto-agar em proporgcéo de

15g/L.

Meio de Knop Modificado (MKM)

Sals minerais (g / L)
KNO; 1,25
KH,PO,4 1,25
MgSQ, + 7H,0 2,50
Fe2 (S04) 3 0,004
C6H5Na307 (Citrato de Sdédio) 0,3
CaCl2-2H20 0,036
Solucédo de 1mL
Micronutrientes

Micronutrientes (g / L)
H3BO3 2,86
MnCl,-4H,0 1,81
ZnS0, - 7TH,0 0,222
Na,MoQy - 2H,0 0,39
CusO,* 5H,0 0,079

COC12'6H20 O, 045
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O software para analise de imagens "BiolmgAn v2.0", foi desenvolvido

durante as pesquisas, e teve como objetivo colaborar com as avaliagdes visuais.

Ele trabalha com imagens BMP RGB de 24 bits. O algoritmo

basicamente calcula e grafica o histograma de cada canal da imagem (Red -

Green - Blue), logo faz a integral da area coberta por cada histograma, e

finalmente calcula as diferengas ponderadas de cada canal com a luminancia

para cada um dos pixels da imagem.

FECR ¢ Quidd Tolal Pisml=
filter Min Haxz i L] IntEL Bioedt Pixzlobeg  Biossiss

- 3. Fls 1.1 131395
b= ': fadr AMLAF A 1LE =
e | L' R s

S5 7 & g bR iE 3181159 L o

F-4=-F Himingran

Figura 27 "Screen-shot" da tela apresentada pelo software de analise de imagens.
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Tabela 29 Proporgdo dos oxidos minerais, oxidos totais, e perda de volateis ao fogo das

amostras retiradas dos quatro locais das ruinas.

Nome K20 CaO MgO P20s Fe,0s MnO ZnO Oxidos | Perda ao
Amostra % % % % % % % Totais % | fogo %

SA_1N 0,04721] 0,02332 0,0544] 0,03818 0,3234] 0,00142] 0,00151] 0,48944] 3,01003
SA_1S 0,05046] 0,02332 0,0544] 0,04243] 0,68512] 0,00427] 0,00238] 0,86238 6,9869
SA_2N 0,02116] 0,01865| 0,04352] 0,05174] 0,38311 0,0057] 0,00129] 0,52517] 3,37838
SA_2S 0,0293] 0,01865] 0,04456] 0,04137] 0,72674] 0,00712] 0,00151] 0,86925 5
SA_3 0,13903] 0,01865| 0,15897] 0,30952] 53,1192| 0,75277] 0,00484] 54,5029 9,95025
SA_4N 0,05209 0,0171 0,0658| 0,03394] 0,65631] 0,00332] 0,00129] 0,82985| 3,98671
SA_4S 0,05535| 0,02021] 0,05285| 0,04031| 0,78116] 0,00427] 0,00151] 0,95565 7,173
SA_ 5N 0,03744| 0,01399] 0,04974| 0,04773] 0,48236] 0,00237] 0,00151] 0,63514] 6,55738
SA_5S 0,04558] 0,02021] 0,06321] 0,03925| 0,49196] 0,00285] 0,00394| 0,66699 4,0678
SA_6N 0,0293 0,0171] 0,08534] 0,04455| 0,30067] 0,00332] 0,00085| 0,48113 5,7047
SA_6S 0,03744] 0,02021] 0,07232] 0,04879] 0,45675| 0,00854] 0,00085 0,6449] 3,65449
SA_7 0,17154] 0,01399] 0,18976] 0,18946] 31,7673| 0,14476] 0,00394] 32,4808] 12,0773
SA 8 0,15296 0,0171] 0,16449] 0,25234] 49,0181] 0,40534] 0,00461] 50,0149] 11,0553
SA 9N 0,05372] 0,01554] 0,05958] 0,06354 0,6371] 0,00332] 0,00173] 0,83453] 3,91304
SA_9S 0,05535] 0,01865] 0,05699] 0,03925| 0,74595 0,0038] 0,00151] 0,92149] 5,80357
SA_10 0,14368] 0,01399] 0,14814] 0,25692] 41,0111] 0,57905] 0,00619] 42,1591] 10,8434
L 1N 0,13903] 0,02798] 0,18581] 0,04243 0,6467| 0,00427] 0,00238 1,0486] 8,26087
L 1S 0,14135] 0,02798] 0,15897] 0,05617| 0,70433] 0,00427] 0,00107| 1,09414] 5,15021
L2N 0,03744] 0,02176 0,0601] 0,03712] 0,30067] 0,00332] 0,00129] 0,46171] 4,33333
L2S 0,04232| 0,02953] 0,07291] 0,04667| 0,67551] 0,00332] 0,00129] 0,87156] 4,66667
SI_1 0,14832] 0,01244] 0,11253] 0,16473| 48,4322| 0,49219] 0,00238| 49,3648| 12,7451
SI_2 0,0968] 0,00933] 0,10801| 0,15522|] 52,7286 0,28953] 0,00596] 53,3934] 10,6599
SM_1 0,25813] 0,04508] 0,10801] 0,28436] 44,1358| 1,95547] 0,00664] 46,7935| 13,6546
SM_2 0,17154] 0,02332] 0,14588] 0,29808] 39,8394| 0,69486] 0,00416] 41,1772 11,6162
SM_3N 0,15761] 0,02487 0,0456] 0,05469] 0,80037] 0,00712] 0,00107] 1,09133] 4,33333
SM_3S 0,14832] 0,02798] 0,03575| 0,04349] 0,79717| 0,01139] 0,00151] 1,06561 4,0404
SM_4N 0,15064] 0,02643 0,0601] 0,04349] 0,76196] 0,00475] 0,00042] 1,04777| 3,47826
SM_4S 0,14832] 0,02798] 0,06528] 0,05322| 0,69152 0,0038] 0,00129] 0,99141| 5,60345
SM_5 0,19011] 0,42244 2,6095| 0,22032] 10,3159] 0,05305] 0,00484] 13,8162| 7,71812
PoA_N 0,1785| 0,02487] 0,04922] 0,04879] 0,49516 0,0019] 0,00151] 0,79995| 3,42466
PoA_S 0,18082| 0,04197] 0,05181] 0,07534] 0,51757] 0,00854] 0,00107] 0,87713] 3,93013
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APENDICE E

Como foi definido na introdugcdo, as caracteristicas fisicas e
estruturais dos materiais que conformam as rochas, influenciam grandemente
os padrdes de fluxo e armazenamento de agua no interior do substrato. Assim,
a composi¢cao quimica e mineraldgica das superficies expostas indicam a sua
resisténcia a degradacao fisico-quimica e bioldgica (Guillitte & Dreesen, 1995).

Para os sedimentos de materiais granulares esféricos homogéneos,
sabe-se que a porosidade ira variar entre 47,6% (e=0.91) para um arranjo
cubico, e 25,9% (e=0,35) para um arranjo tetraédrico (Bakke et al., 1997). No
caso destas sedimentitas siliciclasticas, o tipo, a forma e a distribuicdo
granulométrica dos clastos conferem as suas boas propriedades mecanicas,
principalmente resisténcia a compressdo "o" (Roisenberg & Gamermann,
1980). No entanto, a granulometria e composicdo da matriz secundaria
(feldspatos e silicatos nestes arenitos), e a mineralogia da cimentagao
(principalmente caulinita, 6xidos de Fe-Mn e silica) modificam a porosidade "n"
e a permeabilidade "K" da rocha, e conseqlentemente a sua susceptibilidade
aos fatores ambientais.

Do ponto de vista matematico a distribuicdo hidrica total em
materiais porosos pode ser dividida em dois parametros: a permeabilidade e a

intensidade das forgas de capilaridade (Terzaghi & Peck, 1969).

- Permeabilidade. Importante para fluxos por gravidade ou por

gradiente de pressao. A permeabilidade depende, no entanto, da relagdo de
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vazios "e" (equacao 5.1), do diametro efetivo das particulas "D1o" (Ou seja, que
10% em peso das particulas da curva granulométrica da figura 4.1 sao

menores que o didmetro D4¢) e do seu arranjo tridimensional (equagéao 5.2).

Com o valor da permeabilidade (K) pode se calcular a velocidade de

permeacao sob pressao dentro da rocha (equagao 5.3).

K
v=—"%mw*] (5.3)
n

- Capilaridade. Parametro importante para corpos com superficies
expostas a gradientes de umidade. Sendo que as forgcas capilares dependem
do diametro médio dos poros e da tensao superficial do material, mas nao da

pressao externa (equacéao 5.4).

he =

*cos(a (5.4)
5 (o)

mp

No entanto, deve ser observado que quando aumenta o diametro
meédio dos poros, K aumenta e hc diminui, o que leva a pensar que existe uma
"porosidade critica" por encima da qual predominam os efeitos de fluxo por
permeabilidade; sendo que por debaixo predominam os efeitos de fluxo e
armazenamento d'agua capilar.

Com respeito ao tipo de cimentacido, pode se dizer que além de
modificar a permeabilidade, aquele confere resisténcia aos esfor¢cos de corte

t" e de tracdo dos blocos de arenito, sendo essa relagao definida na equagao

5.5 (Ruiz, 1971).
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r=c+o*tan(f) (5.5)

O coeficiente ¢ depende de um fator de coesdo e de um fator de
cimentagao (forgcas que tendem a manter os graos unidos). O fator de coesao é
muito baixo para materiais quartzosos (inclusive para siltes muito finos),
diferentemente das argilas de superficies muito ativas (alta superficie
especifica). O fator de cimentagdo possui valores altos para materiais
semelhantes ao arenito, com deposi¢cdes quimicas intergranulares de origem
feldspatica e silicacea.

O termo tan(6) depende de um fator de travamento intergranular (e
consequentemente da forma e disposigcdo dos clastos); assim como da
resisténcia intrinseca dos graos a ruptura por compressao ou corte.

Essas relagdes entre os materiais constituintes das rochas, suas
estruturas e formas de agregagédo na matriz, explicam o porqué da ruptura e
descamacao dos blocos submetidos a esforcos em muros, colunas e pisos. O
crescimento de organismos nas superficies e dentro dos poros dos blocos de
arenito, afetam a distribuicdo espacial e temporal dos fluxos de umidade,
aumentando a retengdo d'agua interna. Tais mudangas promovem
remobilizacao e redissolucdo dos minerais constituintes da cimentacio, ataque
quimico aos clastos da rocha, e aumento da porosidade. Consequentemente
mais organismos deteriogéneos podem se desenvolver nos diferentes nichos
dentro do biofilme, dando suporte finalmente a organismos superiores com
mais efeitos destrutivos diretos, como as raizes de plantas e arvores.

O resultado direto da remobilizacdo de cations do nucleo para a

superficie dos blocos € a formacdo de crostas, que diminuem a area de
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distribuicao de cargas, levando a ruptura dos blocos por aparicao de esforgos
de corte ou tracdo (sendo que a resisténcia a compressao e superior as de
corte e tragdo para materiais granulares cimentados). O distinto coeficiente de
dilatacdo térmica entre a crosta e a rocha, promovem a desagregacao
superficial dos blocos expostos a altas taxas de insolagdo (nesse caso os
biofilmes escuros dos organismos contribuem para a absor¢ao de energia

solar, elevando mais rapidamente a temperatura da superficie pétrea).
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APENDICE F

Figura 28 (esq.) Detalhe da granulometria e o biofilme superficia (Barra = 1mm). (dir.) Detalhe
da cimentagéo de minerais de ferro (a separagéo entre marcas indica 1mm).

P o

Figura 29 (esq.) Detalhe e granulomeiae c-i'mentagéo para as amostras de Santa Maria.
(dir.) detalhe da composicado predominante de ferro nos itacurus.
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APENDICE G

Os microrganismos que cresceram em meio mineral (MKM) foram
observados por microscopia de campo claro, de campo obscuro, de contraste de
fases e de epifluorescéncia para testar viabilidade. As figuras 30.a e b (
esquerda e direita) mostram a mesma lamina preparada a partir de um biofilme
obtido da superficie de uma das amostras e pedra. O campo de observacao
apresenta uma mistura de algas verdes cocdides, cianobactérias filamentosas e
hifas fungicas. Os pigmentos fotossintéticos produzem cores avermelhadas
(figura 30.b direita), quando irradiadas com luz UVB e observados através de

filtros especificos.

Figura 30.a (esq) imagem por microscopia de campo claro. (dir) imagem por microscopia de
campo obscuro. (Barra = 15 um

\ B el

= A e L) A
Figura 30.b (esq) imagem por microscopia de contraste de fases. (dir) imagem por
microscopia de epifluorescéncia. (Barra = 15 um)
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