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Summary: Tomasz Sawoszczuk, Early Detection of Active Mould Biodeteriorat-
ing Paper-Based Objects by Means of Microbial Volatile Organic Compounds
Analysis

The goal of this work was to analyse the profile of Microbial Volatile Organic
Compounds (MVOCs) emitted by mould growing on various paper samples
in search for particular volatiles mentioned in the literature as indicators of
active mould growth. The mould was cultivated on model samples of acidic
paper and on paper made of cotton cellulose. Additionally the measurement
was carried out for mould growing on a sample of genuine historical acidic pa-
per and for a sheet of old print with an alteration which indicates the possible
presence of mould. The volatiles were sampled with headspace - solid phase
microextraction method and analysed with a gas chromatograph - mass spec-
trometer system. Qualitative and quantitative analyses of the chromatograms
were carried out. The results show that the level of MVOCs emission during the
studies was high enough to be detected and the highest amount of volatiles
was emitted on the sixth day of incubation. However, the intensity of emission
was changing in time. It was also found that all of the studied fungi emitted

volatiles that had already been suggested to be useful in the detection of the
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metabolic activity of moulds. Thus, the proposed methodology is promising
for the detection of active mould growth on cellulosic objects in situ in librar-

ies, archives, and museums.

— Jednym z najwiekszych wyzwan dla bibliotek, archiwéw i muzedw jest ochrona
zbior6w o podtozu papierowym przed procesami deterioracji'. Obok tempe-
ratury, wilgotno$ci, $wiatla i zanieczyszczen powietrza do grupy czynnikow fi-
zykochemicznych powodujacych degradacje papieru nalezy zaliczy¢ réwniez
niskie pH papieru, charakterystyczne dla papieréw maszynowych powstajacych
od XIX wieku®. Osobng grupe zagrozen dla obiektéw o podtozu papierowym
stanowig czynniki biologiczne, a wéréd nich mikroorganizmy, powodujace
biodeterioracje obiektow®.

Metoda detekcji pleéni, ktéra nie wymaga pobierania préby z powierzchni
obiektu i umozliwia wzglednie szybkie wykrycie aktywnych form ples$ni, jest
badanie mikrobiologicznych lotnych zwigzkdw organicznych (MLZO). Sa to

lotne produkty metabolizmu, wytwarzane przez ple$nie na kazdym etapie ich

1 Ageing and stablisation of paper, red. M. Strli¢, J. Kolar, Ljubljana 2005; G. Walker, J. Green-
field, J. Fox, J. S. Simonoff, The Yale Survey: A Large-Scale Study of Book Deterioration in the
Yale University Library, ,College & Research Libraries” 1985, vol. 46, nr 2, s. 111-132, http://
crl.acrl.org/content/46/2/111.full. pdf+html [dostep: 30.09.2016].

2 Badania przeprowadzone miedzy 2000 a 2005 rokiem w 5 najwiekszych bibliotekach kra-
jowych, ktére objely 6 mln egzemplarzy ksiazek, wykazaly, ze az 79,4% zbioréw stanowia
woluminy, w ktérych pH papieru wynosi ponizej 5; zob. W. Sobucki, Stan zachowania ksiego-
zbioréw powstalych po 1800 roku oraz W. Sobucki, A. Czajka, Stan zachowania archiwaliow
z XIX i XX wieku, w: Stan zachowania polskich zbioréw bibliotecznych i archiwalnych z XIX
i XX wieku, red. B. Drewniewska-Idziak, Warszawa 2006.

3 Y. P. Nyuksha, The biodeterioration of papers and books, w: Recent Advances in Biodeteriora-
tion and Biodegredation, t.1: Biodeterioration of Cultural Heritage, red. K. L. Garg, N. Garg,
K. G. Mukerji, Calcutta 1993, s. 1-88; M. Zotti, A. Ferroni, P. Calvini, Microfungal biodete-
rioration of historic paper: Preliminary FTIR and microbiological analyses, ,International

Biodeterioration & Biodegradation” 2008, vol. 62, nr 2, s. 186-194.
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wzrostu®. Dodatkowo umozliwiajg detekcje aktywnych form ple$ni rowniez w sy-
tuacji, kiedy grzybnia rozwija sie w strukturze obiektu, poniewaz jako zwiazki
lotne tatwo dyfunduja przez jego struktury i s3 uwalniane na zewnatrz. MLZO
pobierane s3 tuz znad badanej powierzchni obiektu, dlatego mozna uznag, iz
poboér préb jest bezkontaktowy.

Jedna z dwéch podstawowych metod, ktdre stosuje sie do poboru prébek
MLZO, jest adsorpcja/absorpcja do rurek sorpcyjnych, wypelnionych odpo-
wiednim sorbentem. Druga to sorpcja MLZO na tzw. wtékno SPME (Solid Phase
Microextraction - ekstrakcja do fazy stalej). Zaletg tej drugiej techniki jest fakt,
iz wtékno SPME jest niewielkich rozmiaréw (ok. 1 cm) i umozliwia pobér préb
z obiektu tuz znad miejsca, w ktérym stwierdzono zmiane wskazujaca na obec-
nos$¢ plesni. Dodatkowa mozliwoscig jest przylozenie widékna wprost do po-
wierzchni zmienionej. Jest to bezpieczne dla obiektu, gdyz wiékno sktada sie
wylacznie z sorbentu. Probki zwigzkéw lotnych pobrane wymienionymi powy-
zej technikami poddaje sie nastepnie analizie w chromatografie gazowym lub
chromatografie cieczowym.

Niektéore MLZO uwazane sg w literaturze za markery aktywnosci grzy-
bow plesniowych®, a ich detekcja pozwala potwierdzi¢ obecno$¢ aktyw-
nych grzybni. Przy czym wiekszo$¢ artykuléw zwiazanych z badaniami tych
zwigzkéw dotyczy analizy MLZO emitowanych przez ple$nie rosnace na ma-
terialach budowlanych i konstrukcyjnych lub w pomieszczeniach silnie za-
nieczyszczonych mikrobiologicznie. Analizy te zwigzane sa gléwnie z ocena
poziomu ryzyka dla zdrowia ludzi przebywajacych w pomieszczeniach
z aktywnym wzrostem grzyb6w, w kontekscie tzw. zespotu chorego budynku®.

4 K.Wilkins, K. Larsen, Variation of volatile organic compound patterns of mold species from
damp buildings, ,Chemosphere” 1995, vol. 31, nr 5, s. 3225-3236.

5 G.D.Bingley, J. Verran, L. J. Munro, C. E. Banks, Identification of microbial volatile organic
compounds (MVOCs) emitted from fungal isolates found on cinematographic film, ,, Analytical
Methods” 2012, vol. 4, s. 1265-1271.

6 K. Wilkins, E. M. Nielsen, P. Wolkoff, Patterns in Volatile Organic Compounds in Dust from
Moldy Buildings, ,Indoor Air” 1997, vol. 7, nr 2, s. 128-134.
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Niewielu autoréw zajmuje sie badaniami MLZO emitowanymi przez ple$nie
rosnace na obiektach historycznych”.

W 2015 roku w Pracowni Chemicznej Katedry Mikrobiologii Wydzialu
Towaroznawstwa Uniwersytetu Ekonomicznego w Krakowie przeprowa-
dzono badania mozliwos$ci detekcji aktywnych grzybéw plesniowych na
obiektach o podlozu papierowym - na podstawie analizy tzw. markerowych
MLZO, wykonanej przy zastosowaniu nastepujacych technik: mikroekstrakcji
do fazy statej (SPME), chromatografii gazowej (GC) oraz spektrometrii maso-
wej (MS).

Badania zrealizowano dla wybranych gatunkéw grzybéw plesniowych,
najczeéciej wykrywanych w pomieszczeniach, w ktérych przechowywane sa
zbiory o podlozu papierowym. Plesnie posiano na modelowe prébki kwas-
nego papieru oraz probki z celulozg bawelniang. Chromatogramy uzyskane
dla MLZO poddano analizie ilo$ciowej i jako$ciowej w celu zidentyfikowania
zwigzkéw lotnych, bedacych markerami aktywno$ci plesni. W dodatkowym
eksperymencie wybrany gatunek ples$ni posiano na naturalnie postarzony pa-
pier kwasny, po czym przeprowadzono analize MLZO emitowanych przez te
plesén - dla oceny mozliwo$ci zastosowania pomiaréw SPME - GC - MS do
detekcji aktywno$ci grzybéw rozwijajacych sie na rzeczywistych obiektach
o podlozu papierowym.

W celu ostatecznej weryfikacji uzyskanych wynikéw badan przeprowa-
dzono réwniez analize lotnych zwiazkéw organicznych emitowanych z po-
wierzchni karty starodruku, na ktérej stwierdzono wyrazng zmiane mikro-
biologiczna wskazujaca na obecnoé¢ plesni, aby dokona¢ identyfikacji MLZO,
bedacych markerami aktywno$ci. Badania te przeprowadzono w miejscu

przechowywania starodruku, w archiwum ko$cielnym. Wynik badania miat

7 G.D. Bingley, J. Verran, L. J. Munro, C. E. Banks, op. cit.; O. Canhoto, E. Pinzari, C. Fanelli,
N. Mangan, Application of electronic nose technology for the detection of fungal contami-
nation in library paper, ,International Biodeterioration & Biodegradation” 2004, vol. 54,

S. 303-309.
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dostarczy¢ odpowiedzi na pytania: czy obserwowane przebarwienie to ak-
tywna pleén oraz czy metoda ta moze by¢ zastosowana do detekcji aktywnej
plesni na obiekcie o podiozu papierowym w przypadku, kiedy pomiary wyko-
nywane s3 in situ, w bibliotece lub archiwum, nie za§ w warunkach laborato-

ryjnych.
Materiaty i metody

Odczynniki chemiczne i podtoZa mikrobiologiczne

Wszystkie odczynniki chemiczne zastosowane jako substancje odniesienia
posiadaty czysto$¢ wzorcé6w chemicznych (Avantor Performance Materials,
Polska). Podloza mikrobiologiczne zakupiono jako gotowe preparaty przygo-
towane na zamoéwienie (BTL, Polska). Przy doborze podtozy mikrobiologicz-
nych zalozono, iz Zadne z nich nie bedzie zawieralo Zr6dla organicznego we-
gla, azotu i siarki, tak aby jedynym Zrédtem substancji odzywczych dla plesni
byly modelowe prébki papieru umieszczone na powierzchni podtozy. Taki
dobér podlozy pozwolil potwierdzi¢ aktywnos$¢ celulolityczng wybranych
grzybow. Ponadto, z bardzo duzym prawdopodobienstwem mozna uznaé, ze
lotne zwiazki organiczne emitowane przez plesnie pochodza przede wszyst-
kim z metabolicznego rozkladu modelowego papieru umieszczonego na
podlozu, nie za$ z rozkladu skladnikéw podloza. Do przeprowadzenia badan
wybrano zmodyfikowang wersje podtoza Czapek - Dox (CzD, BTL, Polska)®.
Modyfikacja polegala na tym, iz nie zawieralo ono sacharozy, ktéra standar-
dowo wystepuje w skladzie tego podloza, jak réwniez zadnego innego zrédta
organicznego wegla, azotu i siarki. W celu potwierdzenia braku wtasciwo$ci
odzywczych samych podlozy, przygotowanych w opisany powyzej sposob,
wybrane do badan gatunki grzybéw posiano bezposrednio na podloza, bez
umieszczenia na nich prébek papieru. Nie obserwowano wzrostu mikroorga-
nizméw nawet przy inkubacji wydtuzonej do 14 dni.

8 M. Zotti, A. Ferroni, P. Calvini, op. cit.
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Modelowe prébki papieréw
Modelowymi probkami papieru, jakie zastosowano w badaniach MLZO, byty:
- bibulta filtracyjna Whatman (Sigma-Aldrich, Polska), gramatura 100 g-m™,
100% celulozy bawelnianej, grubo$¢ 200 pm, zawarto$¢ pyléw do 0,008%,
- NOVO Test Paper 2 (KLUG-CONSERVATION, Immenstadt, Niemcy), gra-
matura 70 g-m, 100% bielonej masy celulozowej drzewnej, 12-15% kao-
linu, zaklejany w masie tradycyjnie, czyli klejem zywicznym z dodatkiem
siarczanu glinu, pH papieru 4,5; nie zawiera wybielaczy optycznych.
Przed eksperymentem wszystkie probki poddano dezynfekcji metoda cieplna
sucha, w szalkach Petriego, ogrzewajac je przez 2 godziny w suszarce w tem-
peraturze 160 °C. Procedure powt6rzono dwa razy. Taki spos6b przygotowania
prébek powoduje degradacje papieru, co pozwala przypuszczac, iz posiadaja one,
przynajmniej w pewnym stopniu, wla§ciwo$ci zblizone do naturalnie postarzo-
nego papieru historycznego. Degradacja probek ,,NOVO Test Paper 2” zostata
potwierdzona przez oznaczenie liczby podwdjnych zgie¢ (DF) w aparacie MIT
(TINIUS-OLSEN)?, kt6ra wskutek ogrzewania spadta z 13+3 do 1+ 0. W przy-
padku bibuty Whatman liczba podwoéjnych zgie¢ praktycznie nie ulegta zmianie;
przed ogrzewaniem wynosita 55+ 3, a po ogrzewaniu 60 * 4, a wiec r6znica byta
w granicach bledu. Brak wyraznego wplywu ogrzewania na wtasciwo$ci bibuly
Whatman nalezy ttumaczy¢ bardzo dobra jako$cia tego papieru wzorcowego.
Efektywno$¢ sterylizacji oceniano, przeprowadzajac inkubacje losowo wy-
branych probek na agarze ziemniaczanym (Potato Dextrose Agar - PDA, BTL,
Polska) w 28 °C. Nie obserwowano wzrostu mikroorganizméw nawet przy in-
kubacji wydluzonej do 14 dni.
Jalowe prébki modelowych papieréw, pociete przed dezynfekcja na kawatki
o powierzchni 4 cm? umieszczono na powierzchni jatowych podtozy mikrobio-
logicznych. Podloza, o objetosci 5 ml, przygotowano w postaci skosu wewnatrz
dwudziestomililitrowych fiolek, przeznaczonych do poboru prébek metoda

headspace, czyli ,znad probki”

9 Pomiar wykonano w warunkach standardowych (T=23 °C+1°C, RH=50% +2%), przy stan-
dardowym obciazeniu probek wynoszacym 1 kgf.
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Probki papieréw historycznych

W celu uwiarygodnienia wynikéw pomiaréw uzyskanych dla prébek papieréw
modelowych wykonano réwniez badania MLZO emitowanych przez plesn
rosnaca na proébce rzeczywistego papieru historycznego. Prébka zostala po-
brana z ksiazki wydrukowanej w 1965 roku. Byl to papier drukowy o gramatu-
rze 70 g-m?, wyprodukowany z bielonej celulozowej masy drzewnej, zawierat
15-17% kaolinu, zaklejony byt Zywica kalafoniowa z dodatkiem siarczanu glinu.
PH papieru wynosito 4,8. Prébki po umieszczeniu w szalkach Petriego zostaty
wysterylizowane w ten sam sposob, co prébki papieru modelowego, a nastep-
nie kondycjonowane w 23 °C i 50% RH.

W celu zweryfikowania mozliwo$ci zastosowania analizy MLZO do detekc;ji
aktywnych grzybdéw plesniowych na rzeczywistych obiektach o podlozu pa-
pierowym, przeprowadzono analize lotnych zwiazkéw organicznych emito-
wanych z powierzchni karty XVII-wiecznego starodruku, na ktérej stwierdzono
zmiany wskazujace na obecno$c¢ plesni. Obiekt przechowywany jest w archiwum
klasztoru oo. Karmelitéw na Piasku, w Krakowie. W przypadku, gdy plesn jest
aktywna wsréd zidentyfikowanych zwiazkéw powinny by¢ obecne markery jej
aktywno$ci metaboliczne;j. Analiza sktadu wiéknistego wskazala na dominacje
wldkien bawelnianych w badanej karcie (okoto 70%), pH zmierzone na zaata-

kowanej karcie wynosito 5,9.

Gatunki grzyboéw plesniowych

Gatunki grzybéw, ktére wybrano do badan, byly juz wcze$niej izolowane z obiek-
téw o podtozu celulozowym'’: Chaetomium globosum IHEM:6552, Aspergil-
lus fumigatus THEM:1363, Myrothecium verrucaria IHEM:3070, Stachybotrys
chartarum IHEM:1413, Cladosporium herbarum IHEM:5294, Trichoderma

10 B.Zyska, Fungi Isolated from Library Materials: A Review of Literature, ,International Bio-
deterioration & Biodegradation” 1997, vol. 40, nr 1, s. 43-51; S. Manente et al., Chemical and
biological characterization of paper: A case study using a proposed methodological approach,

»International Biodeterioration & Biodegradation” 2012, vol. 74, s. 99-108.
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viride IHEM:3170, Penicillium chrysogenum IHEM:1331. Zostaly one zakupione
jako gatunki zidentyfikowane i certyfikowane w Belgian Coordinated Collec-
tion of Microorganisms (IHEM Culture Collection, Bruksela, Belgia). Wszystkie
wymienione gatunki grzybow plesniowych wykryto réwniez w powietrzu ma-
gazynéw Muzeum Narodowego w Krakowie''. Dla kazdego gatunku przygoto-
wano inoculum, zbierajac do 10 ml plynu fizjologicznego tygodniowa grzybnie
danej plesni, wyhodowana na agarze ziemniaczanym (PDA, BTL, Polska). Ste-
zenie zarodnikow w zawiesinie wynosito 3,2-10* ml™. 0,1 ml tak przygotowanej
zawiesiny byl odpipetowywany na modelowe probki papieréw, umieszczone
na powierzchni podloza przygotowanego w fiolkach. Nastepnie fiolki zamy-
kano, wykorzystujac zakretki z otworem i uszczelka wykonana z PTFE i Teflonu.
Dzieki takiej konstrukcji zakretki mozliwe byto pobieranie probek fazy gazowej
z wnetrza fiolek po przektuciu uszczelki. Zestaw zaszczepionych prébek, przy-
gotowanych w fiolkach, umieszczono w cieplarkach. Hodowle prowadzono
w temperaturze 25 °C. W czasie pierwszych 24 godzin inkubacji fiolki nie byly
szczelnie zakrecone, tak aby nadmiar wody znajdujacej sie we wnetrzu odpa-
rowal, dzieki czemu probki byly wilgotne, ale nieprzemoczone. Taka procedura
moze symulowa¢ w pewnym stopniu epizody wystepowania podwyzszonych
warto$ci wilgotnos$ci wzglednej w pomieszczeniach muzeéw, bibliotek czy ar-
chiwéw, ktoére sa zdarzeniem losowym, stwarzajacym ryzyko rozwoju mikroor-
ganizméw. MLZO emitowane przez plesnie w trakcie ich wzrostu na prébkach
byly zatrzymywane w fiolkach. Prébki fazy gazowej z wnetrza fiolek pobierano
technikq headspace na wiékna SPME. Pobér prébek wykonywano po dwéch,
sze$ciu, dziesieciu i trzynastu dniach prowadzenia hodowli. Jak ustalono, naj-
wyzszy poziom emisji MLZO jest mierzony miedzy 5 a 7 dniem hodowli.

Dwie wysterylizowane i kondycjonowane prébki papieru historycznego po-

brane z ksigzki wydanej w 1965 roku umieszczono osobno w dwéch sterylnych

11 T. Sawoszczuk, J. Syguta-Cholewinska, J. Czop, Analysis of microbial quality of air in selected
Jacilities of the National Museum in Cracow, Cracow 2015, http://zasoby.kangur.uek.krakow.

pl/djvu/index.php?kat=1000316177&col=ksiazki [dostep: 30.09.2016).
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szalkach Petriego, a nastepnie zwilzono 0,1 ml jalowej wody tak, aby prébki
byly wilgotne, lecz nieprzemoczone. Nastepnie jedna z prébek zaszczepiono
zawiesing zarodnikéw Penicillium chrysogenum, przygotowana w sposob opi-
sany powyzej. Druga probka pozostala jalowa jako probka odniesienia. Prébki
inkubowano w temperaturze 23 °C.

Badania dla powierzchni karty starodruku, na ktérej stwierdzono zmiany
wskazujace na obecnos$¢ plesni, wykonano w pomieszczeniu, w ktérym tem-

peratura wynosila 19,1 °C, a wilgotno$¢ wzgledna 75,6%.

Tab. 1. Zestaw prébek przygotowanych do analizy MLZO

Gatunek plesni

Rodzaj podtoza
mikrobiologicznego

Typ probki

Aspergillus fumigatus

Zmodyfikowane podtoze
Czapek - Dox

bibuta Whatman

NOVO Test Paper 2

Chaetomium globosum

Zmodyfikowane podtoze
Czapek - Dox

bibuta Whatman

NOVO Test Paper 2

Myrothecium verrucaria

Zmodyfikowane podtoze
Czapek - Dox

bibuta Whatman

NOVO Test Paper 2

Stachybotrys chartarum

Zmodyfikowane podtoze
Czapek - Dox

bibuta Whatman

NOVO Test Paper 2

Trichoderma viride

Zmodyfikowane podtoze
Czapek - Dox

bibuta Whatman

NOVO Test Paper 2

Cladosporium herbarum

Zmodyfikowane podtoze
Czapek - Dox

bibuta Whatman

NOVO Test Paper 2

Penicillium chrysogenum

Zmodyfikowane podtoze
Czapek - Dox

bibuta Whatman

NOVO Test Paper 2

Penicillium chrysogenum

Probka kwasnego papieru
z ksigzki wydanej w 1965 .

Karta starodruku
ze zmiang wskazujaca
na obecnos¢ plesni
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Headspace - Solid Phase Microextractiron

SPME (Solid Phase Microextraction - mikroekstrakcja do fazy statej) zostata wy-
brana jako metoda poboru probek MLZO emitowanych przez grzyby plesniowe.
Procedura optymalizacji, jaka przeprowadzono dla metody headspace-SPME

w zastosowaniu do analiz MLZO emitowanych przez grzyby ple$niowe rosnace

na modelowych prébkach obiektéw historycznych, pozwolita udowodnié, ze

tzw. wldkno kanapkowe, sktadajace sie z trzech réznych sorbentéw (DVB/CAR/
PDMS), najbardziej efektywnie sorbuje caty zakres zwigzkéw lotnych emitowa-
nych przez grzyby plesniowe'?. Dlatego ten typ wiékna wybrano do przepro-
wadzenia wszystkich analiz (Supelco, Labstore, Polska). Przed rozpoczeciem

poboru prébek kazde wtékno SPME umieszczano na godzine w porcie iniek-
cyjnym chromatografu gazowego (temp. 270 °C), w celu zdesorbowania wszyst-
kich zwiazkéw lotnych znajdujacych sie na powierzchni wiékna (oczyszczanie

wldékna), zgodnie z instrukcja producenta. Pobér préobek fazy gazowej z wne-
trza fiolek na wtékna SPME prowadzono technika headspace (tuz znad probki).
Po przebiciu uszczelki w zakretce igla, wlékno wysuwano z igly na glebokos¢,
przy ktérej sorbenty znajdowaly sie tuz nad rozwinieta grzybnia. Po zakoncze-
niu sorpcji wlékno wsuwano do igly, igte wyciagano z fiolki i przenoszono do

iniektora chromatografu gazowego. Nastepnie wlékno wysuwano w iniektorze

irozpoczynano analize MLZO zaadsorbowanych na wiéknie. Pob6r MLZO na

wtékno trwat 24 godziny. Temperatura w iniektorze chromatografu gazowego

w czasie desorpcji MLZO wynosita 250 °C. Desorpcje prowadzono przez 15 minut.
Byt to czas wystarczajacy do calkowitego zdesorbowania wszystkich zwiazkéw
z powierzchni wtékna SPME, co zostato potwierdzone po wykonaniu ponownej

desorpcji tego samego widkna. Nie wystepowalo zjawisko przenoszenia anali-
téw pomiedzy kolejnymi pomiarami. Analizy powtarzano trzy razy dla kazdego

zestawu: grzyb - prébka papieru - podtoze.

12 T. Sawoszczuk, J. Syguta-Cholewinska, J. M. Del Hoyo-Meléndez, Optimization of head-
space solid phase microextraction for the analysis of microbial volatile organic compounds
emitted by fungi: Application to historical objects, ,Journal of Chromatography A” 2015,
vol. 1409, s. 30-45.
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Taka sama procedura pomiarowa byla stosowana w przypadku analizy
tzw. probek $lepych. Byly to fiolki z podlozami i probkami papieréw mode-
lowych, na ktére nie posiano zarodnikéw grzybéw. Otrzymano dzieki temu
chromatogramy dla lotnych zwiazkéw organicznych emitowanych z podlozy,
probek papieru, uszczelki i zakretki, czyli tzw. emisja tla. Chromatogramy te
byty odejmowane w procesie analizy danych od chromatogramoéw uzyskanych
dla prébek zaszczepionych plesniami, aby by¢ pewnym, ze dalsza interpreta-
cjawynikéw prowadzona byla wylacznie dla MLZO emitowanych przez grzyby
rosnace na probkach.

Do poboru MLZO emitowanych przez Penicillium chrysogenum, rosnace na
probcee historycznego papieru kwasnego, zastosowano roéwniez tzw. widkno ka-
napkowe. Widkno umieszczano w cze$ciowo otwartej szalce Petriego, a nastep-
nie wysuwano je z igly tak, aby znajdowato sie tuz nad probka papieru (mniej
niz 1 mm) z kulturg grzybowa lub bez niej (w przypadku prébki odniesienia).
MLZO sorbowano na wtékno tylko przez 12 godzin. Po zakonczeniu sorpcji
wtdékno umieszczano w iniektorze chromatografu i rozpoczynano analize chro-
matograficzng. Pomiary powtdérzono trzykrotnie. Nalezy zwrdci¢ uwage, iz
w przypadku badania MLZO emitowanych przez P. chrysogenum, rosnace na
rzeczywistej, historycznej prébce papieru, sorpcja zwiazkéw lotnych prowa-
dzona byla w czasie krétszym niz dla probek w fiolkach, w dodatku pobér prob
odbywal sie w ukladzie otwartym. Wyniki tego eksperymentu mialy dostar-
czy¢ informacji, czy mozliwe jest przeprowadzenie pomiaré6w MLZO emito-
wanych przez grzyby plesniowe rozwijajace sie na rzeczywistych obiektach
historycznych czy obiektach sztuki in situ, czyli na terenie muzeum, biblioteki
badz archiwum, w uktadzie otwartym, w ktérym stezenie MLZO w powietrzu
z powodu dzialania zjawiska dyfuzji spada wraz ze wzrostem odleglosci od po-
wierzchni plesni.

W celu zbadania lotnych zwigzkéw organicznych emitowanych z powierzchni
karty starodruku, na ktérej stwierdzono zmiany wskazujace na obecnos¢
pleéni, do zmienionej powierzchni przylozono bezposérednio wtékno SPME

i prowadzono sorpcje przez 4 godziny (sorbent wtékna miat kontakt z badana

13
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powierzchnig). Drugie wtékno SPME umieszczono obok obiektu, celem pomiaru
tzw. emisji tta (emisja z papieru i zwiazki lotne obecne w otoczeniu). Uzyskany
w ten sposéb chromatogram odejmowano w trakcie opracowywania wynikéw
od chromatogramu zarejestrowanego dla probki zwiazkéw lotnych emitowa-
nych z powierzchni karty, aby mie¢ pewnos¢, ze tylko te ostatnie sa poddawane
analizie na obecnoé¢ markerowych MLZO.

Badania MLZO emitowanych przez grzyby rosnace na prébkach modelowych
i prébce historycznej obejmowaly zaréwno analize jako$ciows, jak i ilo§ciowa.
Analiza ilo$ciowa zostata wykonana po uzyskaniu krzywych kalibracyjnych'®.
Kalibracje przeprowadzono dla nastepujacych substancji wzorcowych: alkohole
(1-okten-3-ol, 3-oktanol) oraz ketony (1-okten-3-on, 3-oktanon, 2-heksanon,
2-heptanon). Granice wykrywalno$ci i oznaczalno$ci wymienionych substancji
zostaly wyznaczone na podstawie warto$ci odchylenia standardowego pola po-
wierzchni pod pikami uzyskanymi dla poszczegdlnych stezen i kata nachylenia
krzywych kalibracyjnych. Najwyzsza granica oznaczalnoéci zostala oznaczona
dla heksanonuiwynosita ona 3,0 pg-m™. Granice oznaczalno$ci oznaczone dla
pozostatych substancji wzorcowych mieécity sie w przedziale 3,0 do 0,7 pg-m™.
Granice wykrywalno$ci i oznaczalno$ci zostaly wyznaczone w ten sam spos6b
rowniez dla zwigzkéw z grup terpendw i sesquiterpendéw, w trakcie procedury
kalibracji przeprowadzonej dla mieszaniny zwigzkéw odorotwoérczych ISO 17943
(Sigma-Aldrich, Polska). Granica oznaczalno$ci wyznaczona dla jednego ze
zwiazkéw obecnych wbadanej mieszaninie, dla ktérego rejestrowano najmniej-

sze piki w chromatogramach, tj. dla geosminy, wynosita 0,5 ug-m.

Analiza chromatograficzna

Analiza MLZO prowadzona byla w ukltadzie: chromatograf gazowy (GC, Trace
1310) - kwadrupolowy spektrometr masowy (MS, ISQ), produkcji Thermo
Scientific Inc. (USA). Iniektor wyposazony byt w liner przeznaczony do de-

sorpcji wiékien SPME. Podczas desorpcji MLZO z wlékna iniektor utrzymywano

13 Ibidem.
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w trybie pracy splitless. Rozdzial prowadzono w kolumnie kapilarnej RXi-5MS
(Restek, USA): 30 m, $rednica wewnetrzna 0,25 mm ID, gruboéc¢ ztoza 0,25 pm.
Przeplyw helu w trakcie rozdziatu 1 ml/min. Program temperaturowy analizy
byl nastepujacy: 35 °C utrzymywane przez 10 min, wzrost temperatury od 35 °C
do 220 °C z predkoécia 5 °C/min; 220 °C utrzymywane przez 5 min, wzrost tem-
peratury od 220 °C do 250 °C z predkoscia 10 °C/min; 250 °C utrzymywane przez
10 min. Parametry pracy spektrometru masowego: temperatura linii transferowej:
250 °C, jonizacja elektronami (EI) o energii 70 eV, zakres pomiarowy mas 33-450
m/z, pomiar catkowitego pradu jonowego (TIC). MLZO identyfikowane byty na
podstawie bibliotek widm masowych (NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library)
dostepnych w programie NIST MS Search, wersja 2.0. W przypadku, gdy dany
zwiazek lotny nie mégt by¢ zidentyfikowany na podstawie biblioteki widm, do

jego identyfikacji wykorzystywano substancje wzorcowe.

Wyniki i dyskusja

Wybor grzybow plesniowych

Wszystkie wybrane do badan gatunki grzybéw ple§niowych zostaty opisane
w literaturze jako gatunki celulolityczne, ktére izolowano z réznych podtozy pa-
pierowych'*. Dodatkowo wszystkie wymienione gatunki wykryto w powietrzu
pomieszczen magazynowych Muzeum Narodowego w Krakowie'®, a takze

innych muzeéw'® czy bibliotek'”.

14 B. Zyska, op. cit.; S. Manente et al., op. cit.; N. Mesquita et al., Fungal diversity in an-
cient documents. A case study on the Archive of the University of Coimbra, ,Internatio-
nal Biodeterioration & Biodegradation” 2009, vol. 63, nr 5, s. 626-629; K.-E. L. Eriksson,
R. Blanchette, P. Ander, Microbial and Enzymatic Degradation of Wood and Wood Com-
ponents, Heidelberg 1990, s. 89-180.

15 T. Sawoszczuk, J. Syguta-Cholewiniska, J. Czop, op. cit.

16 N.Mesquita et al., op. cit.

17 B.Zyska, op. cit.

115

Wczesna detekcja aktywnosci pledni



notes 18_2016 .
konserwatorski

Analiza jako$ciowa i ilosciowa chromatogramow
Szczegblowa analiza jako$ciowa chromatogramoéw, uzyskanych dla MLZO
emitowanych przez grzyby ple$niowe rosnace na prébkach podlozy papie-
rowych, zostata wykonana w programie AMDIS (Automated Mass Spectral
Deconvolution and Identification System, wersja 2.70, maj 13.2011). Widma
masowe zarejestrowane pod chromatogramami poddano dekonwolu-
cji, a nastepnie prowadzono identyfikacje zwiazkéw lotnych na podstawie
bibliotek widm masowych (NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library) dostep-
nych w programie NIST MS Search. Uzyskane wyniki wskazuja, ze kazdy
z badanych gatunkéw plesni, posianych na prébki papieru, wytwarza wiecej
niz 140 lotnych zwigzkéw organicznych (rys. 11i 2). Zwiazki te naleza do réz-
nych grup'®: weglowodoréw (heptan, izopren), weglowodoréw aromatycz-
nych (benzen, styren), alkoholi (1-okten-3-ol, 3-oktanol, 3-metyl-1-butanol),
aldehydow, keton6w (1-oktanon, 1-okten-3-on, 3-oktanon), kwaséw orga-
nicznych, eteréw, estrow (octan butylu), terpenéw (limonen), sesquiterpe-
n6w (humulen, nerolidol, bisabolen), zwigzkdéw organicznych zawierajacych
siarke i azot.

Analiza jako$ciowa obejmowata tylko zwigzki, ktére zostaly zidentyfikowane
z prawdopodobienstwem wiekszym niz 9o%. W niektérych przypadkach, kiedy
prawdopodobienstwo bylo mniejsze niz 90%, identyfikacje potwierdzano pro-
wadzac badania dla substancji wzorcowych. Byto to szczegoélnie istotne w przy-
padku zwiazkdéw, ktére zostaly juz opisane w literaturze jako MLZO, bedace
markerami aktywno$ci ple$ni. Niektoére ze zidentyfikowanych zwigzkéw orga-
nicznych byly emitowane przez wszystkie gatunki ple$ni, niezaleznie od rodzaju
materialu modelowego, ktory porastaly. Natomiast profil emisji wszystkich
MLZO rozpatrywany ogolnie dla konkretnego gatunku rosnacego na danym

materiale modelowym jest indywidualna cecha tego gatunku. Jest to widoczne

18 K. Fiedler, E. Schiitz, S. Geh, Detection of microbial volatile organic compounds (MVOCs)
produced by moulds on various materials, ,International Journal of Hygiene and Environ-

mental Health” 2001, vol. 204, nr 2, s. 111-121.

116

Tomasz Sawoszczuk



notes 18_2016 .
konserwatorski

Rys. 1. Chromatogramy uzyskane dla MLZO emitowanych przez r6zne gatunki plesni

rosngce na modelowych prébkach papieru kwasnego, NOVO Test Paper: a) Aspergillus fumigatus,

b) Chaetomium globosum, c) Myrothecium verrucaria, d) Stachybotrys chartarum, €) Trichoderma viride,
f) Cladosporium herbarum, g) Penicillium chrysogenum (szésty dzieri inkubacji)

000200
m} a
20002009 |
W o " . 1 240 J‘!S! 3‘”‘ ey } B
S _LF8 a0y 1z 050 1o o .Jeﬁ zshl | A ests apm su St dnar
200003001 am
iz w7
PR e
A0 00
Bmm-
EF
200032009 183 | L T e
i H P o son non o mgr I “_m' PREUE iy sr  msm s
= i ERE)
@ &7 d
T 200005500 1 : o
R T S l!5-‘l| 7*'55,_&.& e :B” A :"'”; R S T T a0 s411 83 21

J e
205 4108 _[a‘._t‘!_n. 4032 f0rs M@ s

N‘D
j mu ‘an 1824 1 i 227z 2278 2,_“»

“Time (min)
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b) Chaetomium globosum, c) Myrothecium verrucaria, d) Stachybotrys chartarum, e) Trichoderma viride,
f) Cladosporium herbarum, g) Penicillium chrysogenum (szésty dzieri inkubacji)
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na rysunkach jako réznica w iloéci i wysokoSci pikéw zarejestrowanych w po-
szczegblnych chromatogramach.

W trakcie analizy chromatogramoéw szczeg6lna uwage zwrécono na nie-
ktoére alkohole: 1-okten-3-ol, 3-oktanol oraz ketony: 1-okten-3-on, 3-oktanon,
2-oktanon, poniewaz sa one przedstawiane w literaturze jako markery aktyw-
nosci grzybow plesniowych. Zwiazki te emitowane sa przez ple$nie w duzych
stezeniach i moga by¢ wykorzystane do wykrycia aktywnos$ci wielu gatunkéw
grzybéw. Zaliczane sa one do tzw. kompleksu Cg. Analiza jako$ciowa chroma-
togramow byla dlatego szczegdlnie poswiecona wyszukiwaniu tych zwigzkéw.
Dodatkowo, w literaturze zostalo udowodnione, ze czasami reakcje enzyma-
tyczne przebiegaja inna $ciezka i wéwczas obok zwiazkéw Cg powstaja hep-
tanon i heksanon'®. Inni autorzy wykazali réwniez, Ze terpeny i sesquiterpeny,
odpowiedzialne za specyficzny stechty zapach, sa dobrymi biomarkerami ak-
tywnosci ple$ni®®. Mozna zatem uzna¢, ze wszystkie trzy wymienione grupy
zwiazkow sg biomarkerami, pozwalajacymi odr6zni¢ formy aktywne pleéni od
form nieaktywnych.

Uwzgledniajac przedstawione powyZej argumenty, uznano, Ze najwazniej-
sza cze$cig analizy jako$ciowej chromatogramow jest ustalenie, czy grzyby
plesniowe rozwijajace sie na materialach modelowych imitujacych obiekty
historyczne oraz na rzeczywistej probce historycznej emituja lotne zwiazki
organiczne nalezace do wszystkich trzech wspomnianych grup. Wyniki analizy
jakoSciowej przedstawione zostaly w tabelach 21i 3.

Na podstawie danych przedstawionych w tabelach 2 i 3 mozna uzna¢, ze
wszystkie gatunki plesni inkubowane zar6wno na prébkach modelowego pa-
pieru kwasdnego, jak i na prébkach modelowego papieru z celuloza bawet-

niana, emitowaly zwiazki lotne nalezace do kompleksu Cg. Co wiecej, prawie

19 K. Wilkins, K. Larsen, M. Simkus, Volatile metabolites from mold growth on building ma-
terials and synthetic media, ,Chemosphere” 2000, vol. 41, nr 3, s. 437-446.
20 V. Polizzi et al., Identification of volatile markers for indoor fungal growth and chemotaxo-

nomic classification of Aspergillus species, ,Fungal Biology” 2012, vol. 116, nr 9, s. 941-953.
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Tab. 2. Wyniki identyfikacji lotnych biomarkeréw oraz analizy iloSciowej przeprowadzonych
chromatograméw otrzymanych dla MLZO emitowanych przez wybrane gatunki plesni porastajace
prébki modelowego papieru kwasnego (NOVO Test Paper, 6 dziefi inkubacji)

Emisja:
1-okten-3-ol, . . Catkowite
Emisja: Emisja: .
3-oktanol, stezenie
Gatunek heksanon terpeny,
1-okten-3-on, heptanon sesquiterpen markerowych
3-oktanon, P q PEY  MmLzo [pg-m3]?
2-oktanon
Aspergillus
. + + -+t 12+1
fumigatus
Chaetomium
+++ -+ 18%2
globosum
Myrothecium
. ++ + -+ 321
verrucaria
Stachybotrys
++ B e 183
chartarum
Trichoderma
L. +++ ++ ++++++ 172
viride
Cladosporium " . s i
herbarum 34
Penicillium
+++ + ++++ 27%2
chrysogenum

Liczba ,+” wskazuje, jak wiele zwigzkéw z danej grupy biomarkeréw wymienionych w nagtéwku tabeli

byto emitowanych przez plesnie rosngce na prébkach.

2 Jest to suma Srednich stezen zwigzkéw bedacych markerami aktywnosci plesni, ktére zostaty wymienione
w nagtéwku kolumny drugiej, trzeciej i czwartej. Odchylenie standardowe obliczono na podstawie wariancji.

we wszystkich zbadanych przypadkach grzyby emitowaty rowniez ketony szes-
cioweglowe i siedmioweglowe. Wyjatek stanowity tutaj Stachybotrys chartarum
oraz Chaetomium globosum rosnace na prébce papieru kwasnego, ktére nie
emitowaly zadnego ze wspomnianych keton6w. Wynika to z faktu, iz jak wspo-
mniano powyzej, wytwarzanie ketonéw sze$cio- i siedmioweglowych przez

grzyby ple$niowe zachodzi tylko w sytuacji, kiedy reakcje metaboliczne drugiego

19
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Tab. 3. Wyniki identyfikacji lotnych biomarkeréw oraz analizy ilosciowej przeprowadzonych
chromatograméw otrzymanych dla MLZO emitowanych przez wybrane gatunki plesni porastajace
probki modelowego papieru z celuloza bawetniang (bibuta Whatman, 6 dzief inkubacji)

Emisja: .
) Catkowite
1-okten-3-ol, . - -
Emisja: Emisja: stezenie
3-oktanol,
Gatunek 1-okten-3-on heksanon terpeny, markerowych
’ heptanon sesquiterpeny MLZO
3-oktanon, [ug-m?
2-oktanon HE
Aspergillus
. ++ + ++++++++ 13+1
fumigatus
Chaetomium
+++++ ++ ++++ 61
globosum
Myrotheciu
. +++ + +++ 4 %1
verrucaria
Stachybotrys
++ ++ +++++ 12+3
chartarum
Trichoderma
. ++ + ++++++++ 21+1
viride
Cladosporium
+ + +++ nt2
herbarum
Penicillium
++ + +++ 51

chrysogenum

Liczba ,+” wskazuje, jak wiele zwigzkéw z danej grupy biomarkeréw wymienionych w nagtéwku tabeli
byto emitowanych przez plesnie rosnace na prébkach.
2 Jest to suma Srednich stezer zwigzkéw bedacych markerami aktywnosci plesni, ktére zostaty wymienione

w nagtoéwku kolumny drugiej, trzeciej i czwartej. Odchylenie standardowe obliczono na podstawie wariancji.

rzedu biegng alternatywna $ciezka, co nie zawsze ma miejsce®'. Wszystkie ba-
dane gatunki emitowaly terpeny i sesquiterpeny.

Analizujac dane przedstawione w tabeli 2, mozna stwierdzi¢, iz najwiek-
sza liczbe zwigzkéw uznawanych za biomarkery aktywno$ci metabolicznej

grzybéw plesniowych emitowaly A. fumigatus oraz S. chartarum, rosnace na

21 K. Wilkins, K. Larsen, M. Simkus, op. cit.
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kwadnym papierze. Nieznacznie mniejsza liczbe biomarkeréw emitowaty po-
zostale gatunki. Dane przedstawione w tabeli 3 wskazuja z kolei, iz najwieksza
liczbe zwiazkéw uznawanych za biomarkery aktywnosci metabolicznej grzybow
ple$niowych emitowaly A. fumigatus, Ch. globosum oraz T. viride, rosnace na
prébkach celulozy bawelnianej. Nieznacznie mniejsza liczbe biomarkeréw emi-
towaly pozostate gatunki. Natomiast najmniejsza liczbe markeréw aktywno$ci
metabolicznej zidentyfikowano w przypadku C. herbarum.

Poréwnujac wyniki zestawione w obu tabelach, mozna stwierdzi¢, iz ba-
dane gatunki grzybow ple$niowych emitowaly wieksza liczbe markeréw ak-
tywno$ci metabolicznej w przypadku wzrostu na modelowych prébkach pa-
pieru kwasnego, w poréwnaniu do liczby markeréw zidentyfikowanych dla
grzybéw rosnacych na prébkach celulozy bawelnianej. R6znice te zostaty wy-
jasnione ponize;j.

MLZO0 emitowane przez grzyby plesniowe poddano réwniez analizie ilo$cio-
wej. Analize przeprowadzono dla zwigzkéw uznanych w literaturze za markery
aktywno$ci metabolicznej ple$ni. Poziomy emisji markerowych MLZO zostaly
obliczone po przeprowadzeniu catkowania wszystkich pikéw w chromatogra-
mach (Genesis Peak Integration, Xcalibur) otrzymanych dla wszystkich zesta-
wow: plesn - probka. Powierzchnia pod pikami zarejestrowanymi dla marke-
rowych zwigzkéw lotnych zostala nastepnie przeliczona na stezenie wyrazone
w ug-m™, na podstawie ustalonych krzywych kalibracyjnych. Wyniki przedsta-
wiono w tabelach 21i 3.

Poréwnanie ilo$ci markerowych MLZO emitowanych przez poszczegdlne ga-
tunki ple$ni rosnace na prébkach kwasnego papieru (tab. 2) pozwala stwierdzic¢,
iz najwyzszy poziom emisji wyznaczono dla C. herbarum oraz M. verrucaria.
Najnizsze stezenie emitowanych MLZO stwierdzono dla A. fumigtus, natomiast
pozostate cztery gatunki emitowaty MLZO na poziomie miedzy 17 a 27 pg-m™.
W przypadku hodowli grzybéw ple$niowych na prébkach celulozy bawelnia-
nej (tab. 3) najwyzszy poziom emisji zmierzono dla gatunku T. viride. Stezenie
markerowych MLZO emitowanych przez pozostate sze§¢ gatunkéw pleséni bylo

niskie i nie przekraczato 13 pg-m=.
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Uzyskane wyniki sa zgodne z danymi literaturowymi. Poréwnanie informacji
o wlasciwo$ciach celulolitycznych badanych gatunkéw grzybéw przedstawio-
nych w réznych pozycjach z literatury tematycznej pozwala stwierdzi¢, iz naj-
bardziej aktywne celulolitycznie sa: Ch. globosum, A. fumigatus, M. verrucaria,
S. chartarum, T. viride®*. Wzglednie nizsza aktywno$¢ celulolityczna przypisy-
wana jest P. chrysogenum.

Pomiary emisji MLZO wykonywano wedtug ustalonych krokéw czasowych,
odpowiednio po 2, 6, 10 oraz 13 dniach od zalozenia hodowli. Wyniki analizy ilo§-
ciowej przeprowadzonej dla chromatograméw uzyskanych dla poszczegdlnych
gatunkow pozwalaja wykaza¢, iz najwyzszy poziom emisji zwigzkéw markero-
wych mierzony jest po sze$ciu dniach od rozpoczecia inkubacji. Po tym czasie
poziom emisji spada, co jest zgodne z danymi literaturowymi?®®. Jednocze$nie
wyniki analizy jakoSciowej i ilo§ciowej wykonanej dla chromatograméw uzyska-
nych w kolejnych krokach czasowych wskazuja, zZe stezenie zwigzkéw markero-
wych nalezacych do poszczegdélnych trzech grup, wymienionych wnagtéwkach
tabel 2 i 3, ulega zmianie. Przy dluzszych czasach hodowli grzyby plesniowe
emituja nizsze stezenia zwigzkéw nalezacych do tzw. kompleksu Cg, natomiast
wzrasta wowczas emisja terpenéw i sesqiuterpenéw.

Poréwnanie stezen zwiazkéw markerowych MLZO emitowanych przez po-
szczeg6lne gatunki pleéni rosnacych na prébkach papieru kwasnego i prob-
kach z celuloza bawelniang pozwala wykaza¢, iz nizsze poziomy emisji mar-
ker6w aktywnosci rejestrowano dla grzybéw hodowanych na prébach celulozy
bawelnianej, co jest widoczne nawet przy pobieznym poréwnaniu wysoko$ci
iiloSci pikow przedstawionych na rysunkach 1i 2. R6znice te wynikaja z faktu, iz

w probkach papieru kwasnego (drzewnego) poddanego przed eksperymentem

22 K.-E. L. Eriksson, R. Blanchette, P. Ander, op. cit.; B. Flannigan, J. D. Miller, Microbial gro-
wth in indoor environments, w: Microorganisms in Home and Indoor Work Environments,
red. B. Flannigan, R. A. Samson, J. D. Miller, Boca Raton 2013, s. 75.

23 S. Schuchardt, H. Kruse, Quantitative volatile metabolite profiling of common indoor
fungi: relevancy for indoor air analysis, ,,Journal of Basic Microbiology” 2009, vol. 49, nr 4,

S. 350-362.
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sterylizacji celuloza jest silnie zdegradowana (wykazano spadek liczby podwdj-
nych zgie¢ do warto$ci 1), jej taricuchy sa znacznie skrdcone i tawo dostepne dla
rozwijajacych sie grzyb6w. Stad sa one bardziej aktywne metabolicznie na tych
prébkach i wykazuja wyzszy poziom emisji markerowych MLZO.

Dodatkowo rozwojowi ple$ni sprzyja obnizone pH papieru. Natomiast w przy-
padku prébek celulozy bawelnianej liczba podwéjnych zgie¢ nieznacznie wzrosta
wwyniku sterylizacji, co oznacza, ze celuloza ulegla sieciowaniu i wzrosta wniej
liczba obszaréw krystalicznych, trudno dostepnych dla strzepek rozwijajacego
sie grzyba, dlatego ich metabolizm jest ograniczony i emisja markeréw aktyw-
nosci jest mniejsza.

Dane przestawione w tabelach 2 i 3 pozwalaja potwierdzi¢, ze w przypadku
kazdego badanego ukladu: plesn - probka modelowa - podtoze, poziom emi-
sji markerowych MLZO byt mierzalny. Warto zwréci¢ jednak uwage, ze wy-
znaczone poziomy byly relatywnie niskie. Moze to wynika¢ z faktu, ze grzyby
byly hodowane na podtozu, ktére nie zawieralo latwo dostepnych substratéw
pokarmowych, a jedynym zZrédtem wegla organicznego byty modelowe prébki
papieréw naniesione na podloze. Zmierzone poziomy emisji sa nizsze od po-
ziomo6w opisanych w niektérych pozycjach literaturowych®*, przy czym zacy-
towani autorzy badali MLZO emitowane przez grzyby, ktére byly posiane na
podloza zawierajace peten zestaw sktadnikow odzywczych (tacznie z cukrami
i peptonem) lub na material umieszczony na pelnowarto$ciowych podtozach.
Réznice w poziomach emisji MLZO mierzonej dla grzybéw plesniowych ros-
nacych na podlozach pelnowartosciowych i ze zubozonym skltadem byly juz

wczeéniej udowodnione w literaturze.

Analiza wynikéw uzyskanych dla prébek papierow historycznych
Chromatogramy uzyskane dla MLZO emitowanych przez P. chrysogenum ros-
nace na historycznej prébce papieru oraz dla probek zwiazkéw lotnych, pobie-

ranych z karty starodruku z widocznymi zmianami, réwniez poddano pelnej

24 Ibidem.
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analizie jako$ciowej i ilo$ciowej, stosujac metodyke identyczng, jak dla ekspe-
rymentu w fiolkach. Wyniki uzyskane dla P. chrysogenum pozwolily wykazac,
iz w trakcie wzrostu na historycznej probce kwasnego papieru gatunek ten
emitowal: 1-okten-3-0l, 3-oktanol, 3-oktanon oraz trzy zwiazki lotne nalezace
do grupy terpenéw. Dodatkowo wyznaczony tu poziom emisji markerowych
MLZO wynosit 17+2 pg-m™.

W przypadku pomiaréw wykonanych dla karty starodruku, na ktérej stwier-
dzono zmiane wskazujaca na obecno$c¢ ple$ni, na podstawie analizy iloSciowejija-
ko$ciowej ustalono, izwéréd zidentyfikowanych lotnych zwiazkéw organicznych
znajdowaly sie: 1-okten-3-on, 3-oktanon oraz 2-heptanon. Analiza ilo§ciowa wy-
kazata, ze 1-okten-3-on i 3-oktanon byly emitowane na poziomie 0,810,6 pg-m=,
a 2-heptanon byl emitowany w stezeniu, ktére znajdowato sie ponizej granicy
oznaczalno$ci wyznaczonej dla tego zwiazku. Wykryto réwniez jeden zwigzek
z grupy terpenéw. Sumaryczna emisja MLZO wynosita 13 pug-m™.

Mozna zatem uzna¢, iz na podstawie analizy MLZO w obydwu przypad-
kach mozliwe bylo wykrycie aktywnej metabolicznie ple$ni. Dodatkowo - takze
w obydwu przypadkach - zmierzony poziom emisji markerowych MLZO byl
w wiekszo$ci przypadkéw powyzej granic oznaczalno$ci wyznaczonych dla
poszczegoblnych zwiazkéw, mimo iz pomiary wykonano w warunkach ograni-
czonych w stosunku do pomiaréw przeprowadzonych dla probek modelowych,
w uktadach zamknietych (fiolkach). W eksperymencie z fiolkami sorpcje MLZO
emitowanych przez grzyby hodowane na modelowych prébkach papieréw
prowadzono przez 24 godziny, w temperaturze 25 °C. Natomiast w pomiarach
dla plesni rosnacej na prébce kwasnego papieru historycznego sorpcja MLZO
odbywata sie w uktadzie otwartym, czas sorpcji byt skr6cony do 12 godzin, a tem-
peratura, w ktérej przeprowadzano sorpcje, wynosita tylko 23 °C (obnizenie
lotno$ci zwiazkow). Jeszcze bardziej ograniczong procedure pomiarowa za-
stosowano przy pomiarze MLZO emitowanych przez plesn obecna na karcie
starodruku. W tym przypadku sorpcje prowadzono w ukladzie otwartym, przez
4 godziny, w temperaturze 19 °C. Pomimo tych ograniczen, emisja wiekszo$ci

markerowych MLZO byta powyzej limitu detekcji.
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Podsumowanie

Poziom emisji MLZO - zmierzony zar6wno w zamknietych uktadach pomiaro-
wych, dla prébek modelowych, jak i w uktadach otwartych, dla prébek rzeczy-
wistych - jest niski, jednak we wszystkich omawianych przypadkach znajdowat
sie powyzej granic oznaczalno$ci wyznaczonych dla poszczegélnych zwiazkow
markerowych. Na podstawie uzyskanych danych mozna uznaé, ze wszystkie
gatunki ple$ni emitowaty zwigzki lotne nalezace do kompleksu Cg, niezaleznie
od rodzaju modelowej prébki papieru, na ktorej byly hodowane. W wiekszo-
§ci zbadanych przypadkéw grzyby emitowaly réwniez ketony szeScioweglowe
i siedmioweglowe, zaré6wno w trakcie hodowli na papierze kwasnym, jak i na
celulozie bawetnianej. Podobne wyniki uzyskano z pomiaréw emisji terpe-
néw i sesquiterpendw. Dodatkowo warto zaznaczy¢, iz w przypadku pomia-
row wykonanych w uktadach otwartych, dla ple$ni rosnacych na rzeczywistych
historycznych podtozach papierowych, mozliwe bylo wykrycie markerowych
MLZO iich analiza ilo§ciowa, pomimo iz pomiar przeprowadzono w warunkach
ograniczonych w poréwnaniu do analiz wykonanych dla ple$ni hodowanych
na modelowych prébkach papieréw, w uktadach zamknietych. Uzyskane wy-
niki pozwalaja udowodni¢, iz aktywno$¢ metaboliczng grzyboéw ple$niowych
rozwijajacych sie na obiektach historycznych z podlozem papierowym mozna
potwierdzi¢ na podstawie detekcji trzech wymienionych grup lotnych zwigzkéw
organicznych nalezacych do MLZO.

Opracowana metodyka moze by¢ zastosowana w praktyce do kontroli
i ochrony zbioréw. Pozwala ona wykry¢ aktywne formy plesni, m.in w obiek-
tach przekazywanych do bibliotek lub archiwéw w formie darowizny, czy tez
w obiektach w czasie przegladu zbioréw, w sytuacji, gdy na danym obiekcie za-
uwazona zostanie zmiana badz wykazuje on charakterystyczny zapach plesni.
Pozwoli to wydzieli¢ obiekty, ktére moga stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla
innych zbioréw. Warto doda¢, ze opisana metoda umozliwia wykrycie grzy-
béw aktywnych metabolicznie réwniez w poczatkowej fazie ich wzrostu. Wy-

nika to z faktu, ze ple$n emituje opisane biomarkery aktywnosci na kazdym
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etapie swojego rozwoju. Niewatpliwie metoda ta wymaga zastosowania spe-
cjalistycznego sprzetu pomiarowego do przeprowadzenia analizy, jednak sam
pobdr MLZO prowadzi sie z uzyciem witékna SPME, ktére ma niewielki roz-
miar i moze by¢ latwo transportowane miedzy miejscem poboru probki a la-
boratorium. Rzeczywisty czas oczekiwania na wyniki pomiaréw wynosi poni-

zej 6 godzin.

Podziekowanie

Badania zostaly zrealizowane w ramach projektu ,, Badania biodeterioracji obiek-
téw zabytkowych na podstawie analizy lotnych zwiazkéw organicznych emito-
wanych przez grzyby pleSniowe’; ktory zostat sfinansowany ze $rodkéw Naro-
dowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji DEC-2012/05/B/
HS2/04094.
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