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RESUMEN

La colonizacion de la piedra por microorganismos ha ge-
nerado una extensa literatura sobre los mecanismos y
tasas de degradacion fisicoquimica de las superficies pé-
treas, tanto en laboratorio como en estudios de campo.
La colonizacion bioldgica de piedra de construccion de-
pende de parametros intrinsecos como son su compo-
siciéon mineral, textura, porosidad y permeabilidad, asi
como de pardmetros ambientales. Este estudio demues-
tra la relacién entre la rugosidad superficial de la piedra
y la colonizacion epilitica, cuantificada en tres tipos de
caliza mediante técnicas no destructivas: medida de la
rugosidad superficial usando un perfildmetro dptico y
andlisis digital de imagenes. De acuerdo con la rugosidad
media aritmética (R,) y la amplitud media de rugosidad
(R,), determinadas para la caliza de Anga, la caliza de
Lioz y la piedra de Lecce, puede concluirse que las pie-
dras con alta rugosidad superficial son mas propensas a
la colonizacién microbiana.

Palabras clave: piedra, rugosidad superficial, coloniza-
cion epilitica, técnicas no destructivas.
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SUMMARY

The importance of stone colonisation by microorganisms
has led to an extensive literature on mechanisms and
rates of physicochemical degradation of stone surface,
both in laboratory and field contexts. Biological
colonisation of a stone surface depends on intrinsic stone
parameters like mineral composition, texture, porosity,
and permeability, as well as on environmental
parameters. In the present study, quantification of stone
surface roughness and its relationship to epilithic
colonisation was demonstrated for three types of
limestones throughout non-destructive techniques,
namely optical surface roughness instrument and digital
image analysis. According to the roughness average (R;)
and mean roughness depth (R,) determined for Angad
limestone, Lioz limestone and Lecce stone, it can be
concluded that great surface roughness stones render
them prone to microbial colonisation.

Keywords: stone, surface roughness, ephilitic
colonisation, non-destructive techniques.
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1. INTRODUCCION

El deterioro del patrimonio arquitectonico puede ser el
paradigma de un complejo proceso influenciado por las
propiedades intrinsecas de los materiales pétreos (com-
posicion mineral, textura, porosidad, etc.) y por factores
extrinsecos como las condiciones climaticas, los dafios
producidos por las técnicas de construccién y por la
colonizacién bioldgica. Los microorganismos (bacterias,
cianobacterias, algas, hongos y liquenes) inducen cam-
bios estéticos, fisicos y quimicos en los substratos. Varios
factores influencian su colonizacion, crecimiento, distri-
bucidn y actividad metabdlica sobre los monumentos pé-
treos, incluyendo: 1) la bio-receceptividad de los subs-
tratos (1); 2) los parametros ambientales (radiacion
solar, temperatura, régimen hidrico, viento, contamina-
cion atmosférica, etc.), y 3) parametros microclimaticos
especificos (orientacion, exposicién a la sombra, hume-
decimiento constante por capilaridad, etc.). Parece claro
que la disponibilidad de agua es uno de los factores mas
importantes puesto que todos los organismos la necesi-
tan para su metabolismo (2, 3). No obstante, la rugosi-
dad superficial, definida como la medida de las irregula-
ridades de una superficie, juega también un importante
papel en el desarrollo de la colonizacion microbiana. Gui-
llitte y Dreesen (4), Silva et al. (5), Tomaselli et al. (6) y
Prieto y Silva (7, 9) han demostrado la importancia de la
rugosidad superficial en la bio-receptividad de las pie-
dras, mostrando que diferentes acabados superficiales
tienen un efecto significativo sobre la extensién o la inten-
sidad de la colonizacién microbiana, siendo las superficies
pétreas rugosas mas bio-receptivas que las superficies pu-
lidas (7). Las piedras con grandes cavidades superficiales
pueden ofrecer mayores areas para la colonizacion de cé-
lulas microbianas y para la retencion de humedad en el
material, generando condiciones microambientales apro-
piadas para el desarrollo de microorganismos. De hecho,
la rugosidad superficial determina la adhesion, y la crea-
cién de micronichos que protegen a los microorganismos
de las fuerzas hidrodindmicas y reducen la remocion de
células (8). Ademas, la proteccidn contra el viento y la ra-
diacion solar directa que brindan estos micronichos retie-
ne agua y minimiza la evaporacion (2). La adhesién de cé-
lulas y esporas a superficies con diferentes microtexturas
ha sido estudiada por Scardino et al. (8, 9). Para varias es-
pecies de diatomeas, la adhesidn se reduce en superficies
con irregularidades menores que el tamafio de la célula,
mientras que se incrementa sobre superficies lisas y cuan-
do las texturas facilitan mdltiples puntos de anclaje.

La cuantificacion de la rugosidad superficial se ha usado
para evaluar las condiciones de la piedra, los fendmenos
de deterioro y su durabilidad (10, 11), asi como para en-
tender la adhesion de microorganismos (8) o para deter-
minar la bio-receptividad de la piedra (7, 12, 13). Del
mismo modo, la rugosidad superficial puede usarse para

1. INTRODUCTION

The deterioration of stone architectural heritage can be a
paradigm of a complex process influenced by the intrinsic
properties of stone materials like mineral composition,
texture, porosity, etc., and by extrinsic factors, such as
climatic conditions, damage induced by building
construction procedures, and biological colonisation. It is
well recognised that aesthetical, physical and chemical
changes are induced on lithic substrates by
microorganisms, such as bacteria, cyanobacteria, algae,
fungi and lichens. A number of factors influence their
settlement, growth, distribution and metabolic activity on
stone monuments, including: 1) bioreceptivity of the
substrates (1); 2) environmental parameters (e.g. solar
radiation, temperature, water regime, wind, atmospheric
pollution, etc.), and 3) specific microclimatic parameters
(e.g. orientation, exposure to shadow, permanent
capillary humidity, etc.). Yet clearly, water availability is
one of the most important factors since all organisms
need water for their metabolism (2, 3). Nevertheless, the
surface roughness, defined as the measure of the
irregularities of a surface, also plays an important role in
the development of microbial colonisation. Guillitte and
Dreesen (4), Silva et al. (5), Tomaselli et al. (6) and Prieto
and Silva (7) demonstrated the importance of surface
roughness in the bioreceptivity of stones, reporting that
different surface finishings have a significant effect on the
extent or intensity of microbial colonisation; rougher
stone surfaces are more bioreceptive than polished
surfaces (7). Stones with large surface cavities may offer
larger surface areas for the settlement of microbial cells
and deep penetration of moisture into the material,
providing appropriate microenvironmental conditions for
the development of microorganisms. In fact, surface
roughness determine microbial anchoring, such as
adhesion, possibility of attachment points and
microniches, which protect microorganisms from
hydrodynamic forces and reduce cell removal (8).
Moreover, protection against winds or direct sunshine
offered by these microniches retains water and minimises
evaporation (2). These microniches occur when the cell is
smaller than the size of the pore (8). The attachment of
cells and spores to surfaces with different microtextures
was studied by Scardino et al. (8, 9). For several diatom
species, attachment was reduced on surfaces with
irregularities below the size of the cell, while attachment
increased on smooth surfaces and when textures
provided multiple numbers of attachment points.

The quantification of stone surface roughness has been
used to assess stone surface conditions, deterioration
phenomena and durability (10, 11), as well as to
understand microorganisms attachment (8), or to
determine stone bioreceptivity (7, 12, 13). Furthermore,
surface roughness can be wused to quantify
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cuantificar patrones de meteorizacion fisicoquimica que
pueden ser observables, o no, mediante microscopio op-
tico polarizado o electrénico. La rugosidad superficial se
cuantifica a partir de las desviaciones verticales de una su-
perficie con respecto a su forma regular ideal. Si estas
desviaciones son grandes, la superficie es rugosa; si son
pequenas, la superficie es lisa. La rugosidad de una piedra
de construccion esta basicamente modelada por su acaba-
do superficial, asi como por otras caracteristicas como el
tamafio de grano, su textura superficial inherente, el ta-
mano y forma de los poros y su superficie especifica.

Las técnicas de medicién de la rugosidad superficial, tam-
bién conocidas como perfilometria, pueden dividirse en
dos amplias categorias: métodos con y sin contacto. Las
medidas usuales de rugosidad superficial se hacen me-
diante un perfildmetro de aguja, que traza el perfil super-
ficial con una aguja de diamante que se mueve a lo largo
de la superficie de la muestra a una velocidad constante
(14). Pueden calcularse varios valores medios derivados
del perfil, como la rugosidad media aritmética (R;), la am-
plitud media de rugosidad (R,) y la rugosidad media cua-
drdtica (Rq). Los parametros mas comunmente usados
son R, que se define como el promedio aritmético de las
desviaciones del perfil de rugosidad desde la linea cen-
tral a lo largo de la longitud de medicién (15), y R, el
valor de la media aritmética de las distancias maximas
pico-valle.

La técnica de la perfilometria de contacto fue disefada
originalmente para ensayos de metales desbastados o
pulidos a maquina y suele llevarse a cabo en laborato-
rios. Sin embargo, se ha empleado igualmente en pie-
dras obteniendo variados niveles de éxito (15, 16). Gris-
som et al. (15) encontraron dificultades para evaluar la
rugosidad superficial de muestras macro-rugosas de ca-
liza y arenisca debido al rango de medida del perfildme-
tro de aguja Surtronic 3+. El perfildmetro de aguja es un
instrumento que obtiene la rugosidad superficial del con-
tacto de algunos puntos sobre la aguja, y las dimensio-
nes de la punta de la aguja puede impedirle alcanzar la
base de los poros profundos. La textura de la piedra es
bastante diferente de la de las superficies metalicas por
lo que el rango de medida de la aguja no le permite me-
dir los poros y agujeros profundos de la piedra, que ge-
neralmente estan ausentes de las superficies metalicas.
Por ello, para piedras rugosas y para aplicaciones in situ,
las mediciones se ven limitadas.

Mas recientemente, se han empleado perfildmetros dpti-
cos sin necesidad de contacto basados en el principio de
la interferometria dptica de doble haz (14). Varias técni-
cas sin contacto, como las basadas en laser y la perfilo-
metria confocal se emplean ampliamente en la industria.
La dltima técnica utiliza los principios de la microscopia
confocal; el dispositivo se coloca perpendicular al objeto

physicochemical weathering patterns that may or may
not be observable under polarised optical or scanning
electron microscopy. The surface roughness is quantified
by the vertical deviations of a surface from its ideal
regular form. If these deviations are large, the surface is
rough; if they are small the surface is smooth. The
roughness of a dimension stone is basically modelled by
its surface finish, as well as by other features such as
grain size, inherent surface texture, size and shape of
the pores and specific surface area.

The surface roughness measuring techniques, also known
as profilometry, can be divided into two broad categories:
contact and non-contact methods. Common surface
roughness measurements are made by a contact-type stylus
profilometer, which trace the surface profile with a diamond
stylus moved across the sample surface at a constant
velocity (14). Various average values derived from the
roughness profile are then calculated, such as the roughness
average (R,;), mean roughness depth (R,) and root
mean square roughness (Rg). The most commonly used
parameters are R, which is defined as the arithmetic
average of the absolute values of the measured heights
from the mean surface taken within an evaluation area (15),
and R,, the arithmetic mean value of the single roughness
depths (the vertical distance between the highest peak and
the deepest valley within a sampling length).

Contact profilometry technique is primarily designed for
testing machined, ground or polished metal, and is
usually performed in laboratories. Nevertheless, it is also
employed on stone with varying amounts of success
(15, 16). Grissom et al. (15) experienced difficulties in
assessing surface roughness of macro-rough limestone
and sandstone samples due to the gauge range of the
stylus profilometer Surtronic 3+. Stylus profilometer is
an instrument from which surface roughness is obtained
by the locus of some points on the stylus, and the finite
dimension of the stylus tip may not reach the bottom of
deep stone pores and pits. The texture of stone is quite
different from metal surfaces and thus the gauge range
of the stylus cannot measure deep stone pores and pits,
which are generally absent from such metal surfaces.
Therefore, for rough stones and for in situ application
the measurements are limited.

More recently, non-contact optical profilometers have
been employed based on the principle of two-beam
optical interferometry (14). Various non-contact
techniques, such as laser-based systems and confocal
profilometry are now widely used in industry. The later
uses the principles of confocal microscopy; the device is
positioned perpendicular to the object and scans the
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y escanea la superficie, capturando una serie de ima-
genes de alta resolucién en profundidad del objeto.
Cada imagen es entonces convertida a coordenadas
X-y-z, creando mapas topograficos de los que pueden
calcularse los parametros de rugosidad. Estas técnicas
sin contacto pueden clasificarse como no destructivas
puesto que no tocan la superficie, evitando asi dafios
al objeto.

En este estudio se determinan la rugosidad superficial
de la piedra y la biomasa fotosintética, lo que permite
correlacionar la influencia de la rugosidad superficial
en la colonizacién epilitica de tres calizas diferentes.
La aplicacion de técnicas no destructivas para la me-
dida de la rugosidad y la cuantificacién de la biomasa
es de gran interés en estudios de conservacion del pa-
trimonio.

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Litotipos

La influencia de la rugosidad superficial en la coloniza-
cion epilitica se evalud en calizas de tres tipos:

e (Caliza de Anga (Portugal): caliza del jurasico de gra-
no fino, compacta y tendencia oolitica, con 19% de
porosidad abierta (17).

e Caliza de Lioz (Portugal): caliza del Cretacico Medio,
microcristalina y de grano muy fino, con 0,5% de po-
rosidad abierta (17), estilolitos y bioclastos recristali-
zados.

e Piedra de Lecce (Italia): caliza miocena de grano
fino, casi exclusivamente compuesta de bioclastos re-
cristalizados y de cementacidn escasa, que conlleva
una alta porosidad abierta (43,2%) (17).

Estos litotipos han sido ampliamente utilizados en monu-
mentos romanicos, goticos, renacentistas, barrocos y ne-
oclasicos, y todavia se emplean en la construccién de
edificios y escultura. Informacién detallada sobre sus
propiedades petrofisicas y petrograficas ha sido publica-
da recientemente (17). Las muestras pétreas se obtuvie-
ron de las canteras de Portunhos y Pero-Pinheiro (Por-
tugal) y Lecce (Italia) respectivamente, posteriormente
fueron cortadas en cilindros de 4,4 cm de didmetro y 3
cm de altura con una sierra circular de diamante. Sus su-
perficies se terminaron usando caborundum 180 (carbu-
ro de silicio), sin ningun otro acabado superficial.

2.2. Medidas de rugosidad
La rugosidad superficial se midié en los tres litotipos uti-

lizando un perfildmetro éptico para la medida de la rugo-
sidad superficial, TRACEIT®, patentado por Innowep GmbH,

surface, capturing a series of high depth resolution images
of the object. Each image is then converted to x-y-z
coordinates, creating topographical maps and roughness
parameters can be calculated. These non-contact
techniques can be classified as non-destructive techniques
since do not touch the surface, not damaging the object.

In this study, the usefulness of quantifying stone surface
roughness is demonstrated by assessing photosynthetic
biomass on stone samples, allowing the correlation of surface
roughness influence on the epilithic colonisation of three
different limestones. Non-destructive techniques for
roughness measurements and biomass quantification is of
great interest in the cultural heritage field for fulfilling the
mission of heritage preservation.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Lithotypes

The influence of surface roughness on the epilithic
colonisation was assessed in three types of limestones:

e Anca limestone (Portugal): fine-grained, compact to
oolitic tendency limestone from the Jurassic, with
19% open porosity (17).

e Lioz limestone (Portugal): microcrystalline, very fine-
grained limestone from the middle Cretaceous, with
0.5% open porosity (17), and showing stylolite joints
and recrystallised bioclasts.

e Lecce stone (Italy): fine-grained Miocene limestone,
almost exclusively composed by sparite bioclasts and
scarce cementation leading to high open porosity
(43.2%) (17).

All of these lithotypes were widely used in Romanesque,
Gothic, Renaissance, Baroque and Neoclassical
monuments, and are still being used in the construction of
modern buildings and sculptures. Detailed information
regarding their petrographic and petrophysical properties
was presented in Miller et al. (17). Stone samples were
obtained from quarries at Portunhos and Pero-Pinheiro
(Portugal), and Lecce (Italy), respectively. Later the
samples were cut into cylinders with 4.4 cm diameter and
3 cm height using a circular diamond swan. Their surfaces
were finished using carborundum 180 (silicium carbide),
without any other surface finish.

2.2. Roughness measurements
The surface roughness was measured on the three

lithotypes using a non-contact optical surface roughness
instrument, TRACEIT® patented by Innowep GmbH,
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que se eligié en funcién de su alto rango de medida, fa-
cilidad de manejo e interés de los datos obtenidos. Se
evaluaron pardmetros de rugosidad como R, (um) y R,
(um) de cinco longitudes de muestreo consecutivas. Los
parametros de rugosidad analizados se calcularon y de-
finieron como estipula la norma ISO 4287:1984 (18). En
aras de la brevedad, solo los valores medios de R, y R,
se citan en este trabajo. Un area estandar de 5 x 5 mm
fue escaneada para cada medida y se midieron cuatro
areas en las superficies superior e inferior de cada mues-
tra. Se midieron tres muestras por litotipo y se prome-
diaron los resultados. La resolucion fue de 2,5 um (eje
Z)y 2,5 um (ejes X/Y), el nUmero de puntos captado en
los ejes X/Y fue de 2.000 y la longitud del corte fue de
0,80 mm. Los mapas microtopograficos en 3D se elabo-
raron con la maxima resolucion (1.528 pixeles en las di-
recciones x e y). El sistema de medida consiste en un
sensor conectado a un ordenador portatil modificado.
Los datos obtenidos se analizaron con el software TRA-
CEiT®, que presenta la impresion visual (apariencia de la
superficie medida en tonos de gris) y la topografia 3D.
La topografia 3D se documentd mediante los parametros
de rugosidad y sus desviaciones tipicas.

2.3. Cuantificacion de biomasa fotosintética

La utilidad de la cuantificacion de la rugosidad superficial
se ilustré mediante la evaluacion de la biomasa fotosin-
tética obtenida en un experimento de colonizacién lleva-
do a cabo en laboratorio en el que los tres litotipos cal-
careos se inocularon con un cultivo de microorganismos
fototrdficos y se incubaron en una cdmara climatica du-
rante 90 dias (17).

Para cuantificar y monitorizar el desarrollo de los micro-
organismos fotosintéticos sobre las muestras durante el
tiempo de incubacion se empled analisis digital de image-
nes. Estas técnicas de andlisis digital de imagenes cons-
tituyen un conjunto de herramientas de bajo coste y gran
utilidad que permiten el registro y cuantificaciéon no des-
tructiva de los diferentes elementos que aparecen en las
imagenes digitales, incluso cuando estos no son recono-
cibles a simple vista. Las areas de la superficie de las pie-
dras cubiertas por los biofilms se determinaron compa-
rando por triplicado las mismas muestras en diferentes
periodos de incubacion. Para poder llevar a cabo cual-
quier tipo de comparacion, es esencial situar cada mues-
tra en las mismas condiciones de registro, permitiendo
que la toma de datos sea repetible. Asi, después de perio-
dos de incubacién de 0, 45 y 90 dias, las muestras pé-
treas (n = 3 para cada tipo de caliza) se extrajeron de la
camara climatica y se colocaron sobre papel milimetrado
bajo condiciones de luz controladas para asegurar condi-
ciones fijas para todos los registros fotograficos. Las

which was chosen for its great gauge range, simple
execution and interesting data obtained. Roughness
parameters like R, (um) and R, (um) of five consecutive
sampling lengths were evaluated. The roughness
parameters analysed were calculated and defined as
stipulated in standard ISO 4287:1984 (18). For brevity,
only their R, and R, average values are reported in this
paper. A standard area of 5 x 5 mm was surveyed for
each measurement and four sampling areas of each
stone sample were measured on the top and bottom
surfaces of the samples. Three stone samples of each
lithotype were measured and the results were averaged.
The resolution was 2.5 um (Z axe) and 2.5 um (in X/Y
axes), the number of data points in X/Y axes was 2000
and the cut off used for calculations was 0.80 mm. 3D
micro-topography maps were also performed with the
highest resolution (1528 pixels in x and y directions). The
measuring system consists of a sensing head connected
to a special, modified notebook, in which storage,
evaluation and analysis occur. The measured data were
analysed by the TRACEIT® software, which shows the
visual impression (appearance of the measured surface
in gray tones) and the computed 3D topography maps.
The 3D topography was documented by the roughness
parameters and their standard deviations.

2.3. Quantification of photosynthetic biomass

The usefulness of quantifying surface roughness was
illustrated by assessing photosynthetic biomass data
from a laboratory-based stone colonisation experiment,
in which the three lithotypes were inoculated with a
culture of phototrophic microorganisms and incubated in
a climatic chamber during 90 days (17).

Digital image analysis was applied to quantify and
monitor the development of photosynthetic growth on
the stone samples during the incubation time. Digital
image analysis techniques constitute a low-cost and very
useful set of tools allowing non-destructive recording
and quantification of different elements included in
digital images even when they are not recognised by
eye. The stone surface areas covered by the biofilms
were determined by comparing in triplicate the same
stone samples in different incubation periods. To
perform either type of comparison, it is essential to place
each sample in the same recording conditions, allowing
the data collection process to be repeatable. Therefore,
after incubation periods of 0, 45 and 90 days, stone
samples (n = 3 per limestone type) were taken out of
the climatic chamber and placed on millimetric paper
under controlled light to ensure fixed conditions for all
photographic records. The photographic recording was
performed with a digital camera (Kodak EasyShare
P850); the generated RGB digital images were
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tomas fotograficas se efectuaron con una camara digital
(Kodak EasyShare P950); las imagenes RGB generadas se
transfirieron a un ordenador personal y se procesaron
para rectificar digitalmente la geometria de las imagenes
y hacerlas asi geométricamente consistentes con propé-
sitos comparativos. Para la rectificacion digital de las ima-
genes fotogréficas se utilizd el software Adobe Photos-
hop® siguiendo a Mark y Billo (19). El resultado de estas
correcciones geométricas es un archivo multicapa, en el
que cada capa corresponde a uno de los estadios de in-
cubacion registrados.

Puesto que el color y la textura de algunos litotipos po-
dian enmascarar la presencia de los biofilms sobre sus
superficies, las imagenes RGB previamente rectificadas
geométricamente fueron descorrelacionadas mediante
Andlisis de Componentes Principales (PCA), utilizando el
programa HyperCube v. 9.5 (Army Geospatial Centre,
Alexandria, Virginia, EE UU) para la mejora de la visuali-
zacién. En general, las Componentes Principales (PC) de
una imagen pueden calcularse de acuerdo con [1]:

transferred and processed on a personal computer in
order to digitally rectify the geometry of the images
making them geometrically consistent for comparative
purposes. Adobe Photoshop® software was used for the
digital rectification of single photographs as shown by
Mark and Billo (19). The result of these geometric
corrections is a multi-layer file, in which each layer
corresponds to one of the incubation stage recorded.

Since the colour and texture of some lithotypes may
mask the presence of the biofilms on their surfaces,
geometrically rectified RGB images were then
decorrelated by Principal Component Analysis (PCA),
using the HyperCube v. 9.5 software (Army Geospatial
Centre, Alexandria, Virginia, USA) for image
enhancement. In general, the Principal Components (PC)
of an image can be calculated according to [1]:

PG= ., aNDi+R [1]

donde PC;es el valor del pixel que corresponde a la Com-
ponente Principal j, a;;es el coeficiente aplicado al valor

del pixel de la banda i para generar el Componente jy R;

una constante introducida en cada Componente para
evitar valores negativos.

Este enfoque permite la deteccion de los elementos mi-
noritarios (de diferente naturaleza y composicion) apa-
rentemente ausentes en la imagen inicial RGB por estar
enmascarados por los datos redundantes registrados en
las bandas roja, verde y azul de la imagen. Mediante esta
descorrelacion es posible elegir la banda correspondien-
te a cada PC (PC;, PC, o PC3) mas apropiada para me-
jorar la visualizacion de la biomasa fotosintética presen-
te sobre la superficie de las piedras. Con posterioridad se
aplicé un algoritmo de segmentacion iterativo de mane-
ra que las imagenes pudieran transformarse en binarias,
seleccionandose las areas a cuantificar. La binarizacién
de la imagen se basa en el reconocimiento de los valo-
res extremos de pixel de las coberturas identificadas vi-
sualmente como biomasa. Tipicamente, los algoritmos
iterativos de segmentacion trabajan utilizando el prome-
dio de la media de las clases primer plano y fondo, esta-
bleciendo un nuevo umbral (T,,) mediante iteracién (20).
El algoritmo empleado en este trabajo fija el umbral de
acuerdo a [2]:

Tﬂ= (gmax

donde gnax €s el mayor nivel de gris distinto de cero,
Imin €S €l mas bajo, gniq es el punto medio entre los dos

where PC; is the pixel value corresponding to Principal
Component j, a;; Is the coefficient applied to the pixel
vaule of i band to generate the Component j and R; a
constant introduced in each Component to avoid
negative values.

This approach allows the detection of minority elements
(of different nature and composition) apparently absent
in the initial RGB digital image but masked by the
redundant data registered in the Red, Green and Blue
bands of the image. With this decorrelation it is possible
to choose the most appropriate band corresponding to
each PC (PC;, PC, or PC3) which enhance the
visualisation of the photosynthetic biomass present on
the stone surfaces. An iterative thresholding algorithm
was then applied in order to segment the images into
binary, selecting the colonised areas to be quantified.
The binarisation of the image is based in the recognition
of the extreme pixel values of the coverage visually
identified as biomass. Typically, iterative thresholding
algorithms work using the average of the foreground and
background class means, establishing a new threshold
(T,) by iteration (20). The algorithm employed in this
work displays the threshold according to [2]:

=~ &min) E r(g) [2]

&=E&min

where gmax is the highest nonzero grey level, gmn is the
lowest one, gmig is the midpoint between the two
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puntos asumidos del histograma [Gmid = (Imax + Imin)/ 2],
y p(g) es la funcién de probabilidad de masa.

Posteriormente las imagenes se escalaron y los pixeles
seleccionados se contaron para una estimacion del area.
Todas estas operaciones de analisis de imagenes se lle-
varon a cabo con el programa Image] (National Institu-
tes of Health, Bethesda, Maryland, EE UU). Como resul-
tado, se obtuvo una serie de valores numéricos que
permitieron la estimacién de tasas de crecimiento a lo
largo del periodo cubierto por el experimento.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Rugosidad superficial de la piedra

La rugosidad superficial de los tres tipos de caliza se ca-
racterizd mediante perfilometria dptica sin contacto. Las
medidas revelaron que los litotipos estudiados incluian
tanto piedras con valores de rugosidad superficial muy
bajos (calizas de Anca y Lioz) como con valores de rugo-
sidad considerables (piedra de Lecce). Los parametros
de rugosidad calculados mediante el perfildmetro dptico
TRACEIT® se presentan en la Tabla 1. La diferencia en
valores de rugosidad se relaciona con diferencias en el
tamano, forma y disposicién de los componentes mine-
rales de cada tipo de caliza. Los altos valores de rugosi-
dad media aritmética (R,) y amplitud media de rugosidad
(R,) obtenidos para la piedra de Lecce pueden estar re-
lacionados con su alta porosidad abierta (43,2%) apa-
rentemente producida por la escasa cementacion de la
matriz micritica que sobre todo incorpora bioclastos es-
pariticos (microfédsiles, fragmentos de fosiles y conchas).

La medida de la rugosidad superficial puede estar limitada
por la resolucion del instrumento de medida empleado, por
lo que la textura superficial real puede estar falseandose de-
bido a la dimension de la punta de la aguja, de la velocidad
de lectura del instrumento de aguja, del detector de fotodio-
do o de la ampliacién que permita el objetivo utilizado por
los perfildmetros Opticos sin contacto (14). En este trabajo,
las impresiones visuales y las representaciones 3D de las su-
perficies pétreas obtenidas mediante perfildmetro dptico
permitieron visualizar sus irregularidades, como se muestra
en las Figuras 1-3. Parece claro que la caliza mas rugosa es
la piedra de Lecce (Figura 3), que muestra irregularidades

assumed points of the histogram [Gmiq = (Omax + Imin)/2],
and p(g) the probability mass function.

The images were afterwards scaled, and the selected
pixels counted for area estimation. All these image
operations were performed with Imagel] software
(National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).
A series of numerical values were obtained, allowing the
estimation of growth rates along the experiment period.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1. Stone surface roughness

The stone surface roughness of the three limestone types
were characterised by non-contact optical profilometry. The
measurements revealed that the studied lithotypes included
either stones with very low surface roughness, namely Lioz
and Anga limestones, or with considerable roughness values,
i.e. Lecce stone. The roughness parameters resulting from
the calculations obtained by the optical profilometer TRACEIT®
are presented in Table 1. The difference in roughness values
are related to differences in the size, shape and
arrangement of the mineral components of these of
limestone. The great roughness average (R;) and the mean
roughness depth (R,) values obtained for Lecce stone may
be related with its high open porosity (43.2%) apparently
produced by scarce cementation of the very-fine micrite
matrix which mainly incorporates sparite bioclasts
(microfossils, fossil fragments and shells).

Surface roughness measurement can be limited by the
resolution of surface measuring instruments where the
real surface texture may be misrepresented owing to
finite dimension of the stylus tip, reading speed of stylus
instruments, photodiode detector and objective lens
magnification used by a non-contact optical profilometer
(14). In this study, the visual impression and 3D
representation of the stone surfaces obtained under the
non-contact optical profilometer allowed the visualisation
of its irregularities, as shown in Figures 1-3. It is clear
that the roughest limestone is Lecce stone (Figure 3),
depicting widely homogeneous spaced irregularities. Lioz

Tabla 1. Valores medios * desviacion tipica de los parametros de rugosidad superficial obtenidos con el perfilémetro 6ptico (TRACEIT®).
Table 1. Mean values + standard deviation of surface roughness parameters obtained by optical profilometer (TRACEIT®).

o . Perfilémetro 6ptico / Optical profilometer (n=24)
Litotipo / Lithotype
R, (um)
Caliza de Anga / Angd limestone 1.59 £+ 0.38 8.39 + 1.79
Caliza de Lioz / Lioz limestone 1.47 £ 0.35 7.51 £ 1.62
Piedra de Lecce / Lecce stone 6.06 + 0.80 27.53 + 3.10
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espaciadas de modo bastante homogéneo. La caliza de Lioz,
seguida por la caliza de Anga, mostraban, por el contrario,
una heterogeneidad superficial de pequefa escala, por lo
que pueden definirse como calizas lisas (Figuras 1-2). La su-
perficie lisa de la caliza de Lioz se debe probablemente a su
fuerte recristalizacion, que conduce a un prominente desa-
rrollo de cristales de carbonato esparitico donde existe con-
tacto continuo de los cristales de calcita esparitica con sus
vecinos. Por otra parte, los valores de rugosidad obtenidos
para la caliza de Anga pueden explicarse por su matriz de
naturaleza micritica en la que estan presentes abundan-
tes bioclastos con muy poco cemento micritico espatizado.
Debe mencionarse que todas las muestras se prepararon
aplicando el mismo procedimiento y condiciones experimen-
tales mediante una sierra de diamante, por lo que la rugo-
sidad medida es el resultado de la accién combinada de
factores pétreos que tuvieron lugar durante el proceso de pu-
lido. Aunque la piedra de Lecce muestra una textura ho-
mogénea y de grano fino, es la alta porosidad abierta de
este litotipo (43,2%) la que puede producir su elevada ru-
gosidad.

limestone followed by Anca limestone showed small-
scale heterogeneity of the surface, and thus can be
defined as smooth limestones (Figures 1-2). The
smoothest stone surface of Lioz limestone is probably
due to its strong recrystallisation, leading to a prominent
sparite carbonate crystal development where a
continuous contact of spary calcite crystals with their
neighbours occurs. On the other hand the roughness
values obtained for Anca limestone may be explained by
its matrix of micritic nature in which abundant bioclasts
are present and contains very little spathised micritic
cement. It must be mentioned that all stone samples
were prepared applying the same procedure and
experimental conditions using a diamond swan, and thus
the measured roughness is the result of combined action
of stone factors that occurred during the swan process.
Although Lecce stone shows homogeneous and fine-
grained texture, it is the high open porosity of this
lithotype (43.2%) which may produce its elevated
roughness.

Figura 1. Impresion visual (izquierda) y topografia 3D de superficie (derecha) de un area medida representativa de caliza de Anca.
Figure 1. Visual impression (left image) and computed 3D surface topography (right image) of one representative measured area
of Angd limestone.

Figura 2. Impresion visual (izquierda) y topografia 3D de superficie (derecha) de un area medida representativa de caliza de Lioz.
Figure 2. Visual impression (left image) and computed 3D surface topography (right image) of one representative measured area
of Lioz limestone.
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Figura 3. Impresion visual (izquierda) y topografia 3D de superficie (derecha) de un area medida representativa de piedra de Lecce.
Figure 3. Visual impression (left image) and computed 3D surface topography (right image) of one representative measured area
of Lecce stone.

El estudio de la rugosidad superficial permite evaluar la
relacién real entre la rugosidad superficial (R; o R,) ¥
una propiedad petrofisica de la piedra muy relacionada
con las caracteristicas petrograficas de estos materiales,
como es la porosidad abierta (Figura 4). La correlacion
logaritmica positiva entre estas dos variables indica que
pequefios cambios en la porosidad abierta de piedras
poco porosas induciran cambios pequeios en la rugosi-
dad superficial de las mismas, mientras que para piedras
mas porosas pequenios cambios en este parametro tie-
nen mayor impacto en su rugosidad.

En resumen, la caliza de grano fino (piedra de Lecce)
muestra la superficie mas rugosa, mientras que la caliza
de Lioz muestra la superficie mas lisa. De los parametros
de rugosidad evaluados durante el experimento, puede
establecerse un indice de rugosidad, siguiendo el orden
ascendente de rugosidad: caliza de Lioz < caliza de Anga
< piedra de Lecce. De acuerdo con este indice, puede
predecirse que la rugosidad superficial de la piedra de
Lecce puede proporcionar multiples puntos de anclaje

Consideration of surface roughness enables testing the
actual relationship between surface roughness (either R,
or R,) and a petrophysical property of the stone strongly
related to petrographical characteristics of these
materials, i.e., the open porosity (Figure 4). The positive
logarithmic relationship between these two variables
indicates that small changes in the open porosity of low
porous stones will induce small changes in stone surface
roughness, whereas for more porous stones small
changes in this parameter have greater impact in their
roughness.

In summary, the fine-grained limestone (Lecce stone)
shows the roughest surface, whereas Lioz limestone
shows the smoothest stone surface. Within the surface
roughness parameters assessed during the experimental
set-up, a roughness index can be established, following
the increasing order of roughness: Lioz limestone < An¢a
limestone < Lecce stone. According to this index it can
be predicted that the surface roughness of Lecce stone
may provide multiple attachment points to the settling of
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Figura 4. Relacion entre la porosidad abierta y la rugosidad media aritmética R, (a) y la profundidad media de rugosidad R, (b). Datos
de porosidad abierta de Miller et al. (17).
Figure 4. Relationship between the open porosity and roughness average R, (a) and mean roughness depth R, (b). Open porosity data
are from Miller et al. (17).
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para el establecimiento de microorganismos y puede fa-
vorecer la retencion de agua aumentandose la humedad
superficial y como consecuencia el crecimiento y desa-
rrollo microbianos.

3.2. Biomasa fotosintética

Para la cuantificacion de la biomasa fotosintética a lo largo
del tiempo de incubacion, se midieron las areas cubiertas
por los biofilms utilizando analisis digital de imagenes (Fi-
gura 5). Mediante los algoritmos de segmentacion aplica-
dos a las bandas obtenidas por PCA fue posible aislar las
areas cubiertas por el biofilm y cuantificar la cubierta fo-
totrdfica a lo largo del tiempo, como representa la Figura
6. El cultivo liquido de microorganismos fototréficos ino-
culado sobre las superficies liticas (dia 0) crecié durante
el tiempo de incubacién produciendo un incremento del
area superficial cubierta en las muestras de piedra de
Lecce. Después de 45 y 90 dias de incubacién se obser-
vO un incremento abrupto y sostenido de la biomasa, re-
velando un crecimiento epilitico significativo (Figura 6).
Para el litotipo menos rugoso (caliza de Lioz), se observd
durante el tiempo de incubacién un incremento muy lige-
ro del drea cubierta, esperable debido a su naturaleza
compacta y a sus caracteristicas petrofisicas. Las areas
cubiertas por biofilm en las muestras de caliza de Anga
se redujeron durante los primeros 45 dias de incubacidn,
permaneciendo estabilizadas tras este periodo (Figura 6).
Sin embargo, tras 90 dias de incubacidn, se detectd un li-
gero incremento de la biomasa fotosintética lo que sugie-
re que la colonizacion fototrofica se incrementaria progre-
sivamente si se extendiera el periodo de incubacion. De
acuerdo con Roeselers et al. (21), el fin del crecimiento
exponencial no significa necesariamente que una comu-
nidad estable se haya asentado, o que por el contrario la
colonizacién haya cesado. El biofilm puede estar todavia
en un estado de adaptacion, desarrollandose lentamente
hacia una convergencia final.

microorganisms and may encourage entrapment of
water increasing surface wetness and consequently
microbial growth and development.

3.2. Photosynthetic biomass

For the quantification of photosynthetic biomass along
the incubation time span, the measurement of areas
covered by the biofilms was performed by digital image
analysis (Figure 5). By means of the thresholding
algorithms applied to bands obtained by PCA, it was
possible to isolate the areas covered by the biofilm and
quantify the phototrophic cover through the time as
represented in Figure 6. The phototrophic liquid culture
inoculated on the lithic surfaces (day 0), have grown
during the incubation course leading to an increase of
surface covered areas on Lecce stone samples. After 45
and 90 days of incubation an abrupt and steady increase
of biomass was observed, revealing significant epilithic
growth (Figure 6). For the less rough lithotype (Lioz
limestone), a very slight increase of stone surface
covered area was observed during the incubation,
which was expected due to its very compact nature and
petrophysical characteristics. The stone surface covered
areas of Ancd limestone decreased during the first 45
days of incubation, remaining constant after this
incubation period (Figure 6). However, a very slight
increase of photosynthetic biomass was noticed after 90
days of incubation, suggesting that the phototrophic
colonisation would progressively increase if the
incubation period were extended. According to Roeselers
et al. (21), the end of exponential growth does not
necessarily mean that a stable climax community has
established or cessed. The biofilm may be still in an
adaptation state, developing slowly towards a final
convergence.

Figura 5. Protocolo de analisis digital de imagenes empleado para la cuantificacién de biomasa. (a) Imagen RGB original a los 90 dias
de incubacion de la caliza de Angd; (b) banda correspondiente a la PC;; (c) banda correspondiente a la PC,; (d) banda correspondiente
a la PC3, obtenidas mediante descorrelacion de imagenes, y (e) imagen binaria.

Figure 5. Digital image analysis protocol used for biomass quantification. (a) original RGB image at 90 days-incubation of Anga limestone.
(b) PC; band; (c) PC, band; (d) PCs band, obtained by image decorrelation, and (e) binary image.
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Figura 6. Suma de las areas superficiales de las piedras cubiertas por los biofilms, cuantificadas mediante analisis digital de imagenes.
Figure 6. Sum of the stone surface areas covered by the biofilms, quantified by digital image analysis.

El area de las superficies pétreas cubierta por colonizacién
fotosintética se considerd una medida del crecimiento fo-
tosintético. Cuantificando la superficie cubierta por los bio-
films era posible evaluar qué muestras eran las que
mostraban una superficie mas extensamente coloniza-
da. Consecuentemente, la piedra de Lecce reveld el cre-
cimiento epilitico mas significativo, resultando intensa-
mente colonizada por microorganismos fototroficos a los
90 dias de incubacidn. La caliza de Angca sblo fue coloniza-
da superficialmente y la caliza de Lioz mostrd las areas su-
perficiales colonizadas mas reducidas, casi carentes de
crecimiento fotosintético. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos meidante fluorescencia in vivo de la clo-
rofila a usada para analizar cinco tipos de caliza, entre los
que se incluian las muestras pétreas presentadas en este
trabajo (17). Ambas técnicas no destructivas permitieron
la cuantificacién y la monitorizacion de biofilms fototrofi-
cos epiliticos, incluso en un estado incipiente en el que era
dificil apreciar el color verde caracteristico de la clorofila.

Asi, el andlisis digital de imagenes se ha revelado como
una importante herramienta para la deteccién de la co-
lonizacién epilitica fotosintética sobre la piedra de monu-
mentos, puesto que su bajo coste y la portabilidad del
método permite obtener medidas rapidas y observacio-
nes cuantificadas en menos tiempo que las técnicas con-
vencionales, asi como obtener medidas sucesivas sin ne-
cesidad de destruir las muestras, algo de gran interés
para estudios de monitorizacidon in situ, especialmente
sobre bienes del patrimonio cultural. Ademas, estas téc-
nicas cuantitativas de monitorizacién visual han demos-
trado gran sensibilidad para la deteccién de muy bajas
concentraciones de biomasa fotosintética, permitiendo la
deteccion de organismos fotdtrofos en un temprano es-
tadio de crecimiento sobre las superficies pétreas.

En lo que concierne a la influencia de la rugosidad super-
ficial de la piedra en el desarrollo de colonizacién foto-
sintética, este estudio demuestra su dependencia de la

The stone surface areas covered by photosynthetic
biofilms were considered a measure of photosynthetic
growth. By quantifying the surface areas covered by
biofilms, it was possible to assess which samples showed
the most extensively colonised surface. Consequently,
Lecce stone revealed the most significant epilithic
growth, being strongly colonised by phototrophic
microorganisms at 90 days of incubation. Anca limestone
was merely colonised on its surfaces and Lioz limestone
showed the lowest surface colonisation areas, being
almost devoid of photosynthetic growth. These results
are in accordance with those obtained by in vivo
chlorophyll a fluorescence used to analyse five limestone
types, including the stone samples tested in this work
(17). Both non-destructive techniques allowed the
quantification and monitoring of epilithic phototrophic
biofilms, even in an incipient stage when it was difficult
to visually appreciate the green colour characteristic of
chlorophyill.

Hence, digital image analysis revealed to be an important
tool for the detection of epilithic photosynthetic
colonisation on monument stones, since it is a low-cost
and easy to handle method, produces rapid
measurements and quantified observation in less time
than conventional methods, and allow successive
measurements without destroying the samples, which
has a great interest for in situ monitoring studies
especially on cultural heritage assets. Moreover, these
visual monitoring quantitative techniques showed high
sensitivity for the detection of very low concentrations of
photosynthetic biomass allowing the detection of
phototrophs at an early growth stage on the stone
surfaces.

In what concerns the influence of stone surface
roughness in the development of photosynthetic
colonisation, this study demonstrated its dependence on
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rugosidad superficial. La extension de la colonizacion mi-
crobiana se incrementaba cuando lo hacia la rugosidad
superficial (Figura 7). Esto se debe a que las fuerzas
transversales disminuyen y el area superficial total es
mayor en las superficies rugosas (22, 23). Del mismo
modo, la caliza mas lisa (caliza de Lioz) mostré la ten-
dencia mas baja a ser colonizada por microorganismos
fototroficos, lo que puede hacerla apropiada para el uso
exterior en edificios y estatuaria. Por el contrario, las pie-
dras con altos valores de rugosidad superficial, como la
piedra de Lecce, serdn mas susceptibles al deterioro fisi-
o, quimico y bioldgico. Las irregularidades de la super-
ficie proporcionaron puntos de anclaje y micronichos
para el asentamiento de células microbianas sobre las
muestras de piedra de Lecce, favoreciendo su crecimien-
to. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Guillitte y Dreesen (4), Tiano et al. (12), Tomaselli et al.

(6) y Bergey (13).

El estudio de la rugosidad superficial de las piedras ha
permitido comprobar la relaciéon entre rugosidad y colo-
nizacion por microorganismos fotosintéticos, obtenién-
dose una relacion no lineal entre estos dos parametros
(R2 = 0,99). Los substratos mas lisos, como las calizas
de Lioz y Anga presentan areas superficiales menos cu-
biertas por biofilms. La relacion logaritmica indica que
pequeiios cambios en la rugosidad superficial de substra-
tos lisos tiene mayor impacto en la biomasa fotosintética
que pequefios cambios en la rugosidad de substratos ru-
gosos. Bergey (13) obtuvo resultados similares.

4. CONCLUSIONES

En este trabajo se analizo la topografia 3D de las superfi-
cies para estudiar la importancia de la rugosidad superficial
de substratos liticos en el desarrollo de la colonizacién
microbiana epilitica. De acuerdo con la rugosidad me-
dia aritmética (R,) y la amplitud media de rugosidad

the surface roughness. The extent of microbial
colonisation appeared to increase as the surface
roughness increased (Figure 7). This is because shear
forces are diminished, and total surface area is higher on
rougher surfaces (22, 23). Indeed, the smoothest
limestone (Lioz limestone) showed the lowest tendency
to be colonised by phototrophic microorganisms. This
can render it suitable for use in outdoor buildings and
statuary. On the other hand, stones with high values of
surface roughness, such as Lecce stone, will be more
susceptible to physical, chemical and biological
deterioration. The irregularities of the stone surfaces
provided attachment points and microniches for the
settlement of microbial cells on Lecce stone samples,
favouring their growth. These results are in accordance
with those reported by Guillitte and Dreesen (4), Tiano
et al. (12), Tomaselli et al. (6) and Bergey (13).

Consideration of stone surface roughness enables testing
the actual relationship between roughness and
photosynthetic colonisation. A non-linear relationship
between these two parameters (with an adjusted
R2 = 0.99) were obtained. Smoother substrates, such as
Lioz and Anc¢a limestones, present lower surface covered
area. The logarithmic relationship indicates that small
changes in the surface roughness of smoother substrates
will have greater impact on photosynthetic biomass than
small changes in the roughness of rough substrates.
Similar results were obtained by Bergey (13).

4. CONCLUSIONS

In this work, the surface 3D topography was analysed to
study the importance of surface roughness of lithic
substrates in the development of epilithic microbial
colonisation. According to the roughness average (R;)
and mean roughness depth (R,) determined for Angad
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Figura 7. Relacion entre la rugosidad media aritmética (R,) y el area de la superficie pétrea cubierta, medida mediante analisis digital
de imagenes tras 90 dias de incubacion.
Figure 7. Relationship between the surface roughness average (R,) and stone surface covered area measured by digital image
analysis after 90 days of incubation.
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(R,) determinadas para la caliza de Angad, la caliza de
Lioz y la piedra de Lecce, puede concluirse que las pie-
dras con gran rugosidad superficial son propensas a la
colonizaciéon microbiana. Asi, se recomienda precaucion
para el uso del litotipo Lecce como piedra ornamental en
exteriores sin tratamiento preventivo.

Con respecto a las técnicas aplicadas en este trabajo, el
atractivo del perfildmetro dptico sin contacto TRACEIT®
reside en la vision topografica 3D de la distribucion de las
irregularidades sobre la superficie, que se suma a su am-
plio rango de medida. Esto lo hace interesante para es-
tudios de monitorizacion in situ, al igual que el analisis
digital de imagenes. Estas técnicas son rapidas, fiables
y no destructivas, lo que tiene mas relevancia cuando las
muestras pertenecen a bienes del patrimonio cultural.

Ademas, el analisis digital de imagen permitié una eva-
luacién cuantitativa bastante buena de las variaciones de
la biomasa fotosintética en las muestras de caliza a lo
largo del experimento de colonizacién en laboratorio.
Este método permite obtener medidas rapidas de la bio-
masa fotosintética sobre substratos sélidos sin muestreo,
pudiendo usarse para detectar microorganismos fototrd-
ficos sobre monumentos, asi como para monitorizar fe-
némenos de biodeterioro.
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