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Streszczenie

W ramach badafi lotnych zwigzkéw organicznych (LZO) w powietrzu wybranych
pomieszczen Muzeum Narodowego w Krakowie przeprowadzono ocen¢ mozliwoSci
zastosowania analizy tych zwigzkéw do detekcji aktywnosci mikrobiologicznej grzybow
pleSniowych. Podstawnym zatozeniem przyjetym w tej metodzie jest mozliwoS$¢ wykrycia
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obecnosci ple$ni w okre§lonym miejscu na podstawie zidentyfikowanych w powietrzu
tzw. mikrobiologicznych lotnych zwigzkéw organicznych (MLZO), ktére s emitowane
przez grzyby do otoczenia. Taka analiza eliminuje potrzebg¢ prowadzenia klasycznych,
dtugotrwatych analiz mikrobiologicznych.

Zestawienie wynikéw badan LZO oraz analiz mikrobiologicznych w potaczeniu
z danymi literaturowymi pozwolito udowodnié, ze w przypadku zbadanych pomiesz-
czefl istnieje zalezno$¢ miedzy zidentyfikowanymi w nich gatunkami ple$ni a MLZO
obecnymi w powietrzu. Potwierdza to mozliwo$¢ zastosowania badan tych zwigzkéw do
detekcji aktywnosci mikrobiologicznej, przy czym metodyka tych badaf wymaga dopra-
cowania.

Stowa kluczowe: MLZO, chromatografia gazowa, grzyby plesniowe, skazenie mikrobio-
logiczne.

1. Wprowadzenie

Papier, drewno, tkaniny, pergamin, skéra, wosk, tworzywa sztuczne, metale
i ich stopy to materiaty powszechnie spotykane w obiektach zabytkowych, prze-
chowywanych w réznych muzeach. Obiekty te zagrozone sg degradacja, ktéra
moze by¢ spowodowana dzialaniem zaréwno czynnikéw zewnetrznych — tempe-
ratury [Zou, Uesakai i Gurnagul 1996], wilgotnoSci wzglednej [Baranski et al.
2001], $wiatta [Haillant, Fromageot i Lemaire 2005], zanieczyszczenia Srodowiska
[Havermans et al. 1994], mikroorganizméw [Szostak-Kot i Sygula-Cholewinska
2012], jak i wewnetrznych, w tym gtéwnie sktad chemiczny. WiekszoS¢ z wymie-
nionych czynnikéw determinuje fizykochemiczng degradacje¢ obiektéw zabytko-
wych, natomiast mikroorganizmy odpowiedzialne sg za ich tzw. biodeterioracjg.
Zadaniem kazdego muzeum jest nie tylko ekspozycja zbioréw, ale réwniez ich
skrupulatna ochrona przed niszczeniem, ktére moze by¢ konsekwencja zjawisk
fizykochemicznych, biodeterioracji badZ obu tych czynnikéw réwnoczesnie.
Dziatania prewencyjne muszg by¢ podejmowane na etapie magazynowania,
konserwacji, transportu, ekspozycji i ponownego magazynowania obiektow.
W przypadku czynnikéw fizycznych, takich jak: temperatura, wilgotno$¢ i §wiatto
zabezpieczenie obiektéw moze by¢ realizowane poprzez zapewnienie odpowied-
nich warunkéw mikroklimatycznych dobranych wiaSciwie do specyficznych
wymagan, przewidzianych dla obiektéw wykonanych z okre§lonego materiatu
(nalezy tu zaliczy¢ takze dobor odpowiedniego natezenia Swiatta) [Florian 2002,
Camuffo et al. 2001, Thomson 1994, ASHRAE 2007]. Bardzo pomocne w opra-
cowaniu wiaSciwych parametréw mikroklimatu, ktéry powinien by¢ utrzymy-
wany w pomieszczeniach muzealnych, moga by¢ wytyczne przedstawione przez
Amerykanskie Stowarzyszenie Inzynieréw Ogrzewnictwa Chtodnictwa, Wenty-
lacji i Klimatyzacji [ASHRAE 2007]. Wytyczne te obejmujg pie¢ gléwnych klas
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mikroklimatu AA, A, B, C, D oraz trzy klasy dodatkowe, w tym dwie obejmujgce
obiekty zagrozone degradacja chemiczng (niskotemperaturowe przechowywanie)
1 jedna przeznaczona dla obiektéw wykonanych z metalu (suche przechowywanie).
Prewencja obiektéw przed dziataniem zanieczyszczefi gazowych Srodowiska,
tj. NO,, SO,, O,, lotne kwasy organiczne, moze by¢ realizowana poprzez zasto-
sowanie odpowiednich filtrow w systemach wentylacyjnych w muzeach, opraco-
wanie systeméw wykorzystujacych sorbenty lub poprzez uzycie szczelnych gablot
z kontrolowang, modyfikowang atmosferg. Czynniki wewnetrzne przyczyniajace
si¢ do degradacji obiektow zabytkowych, jak np. zawarto§¢ kwaséw, moga by¢
eliminowane w trakcie zabiegéw konserwatorskich. Duzym wyzwaniem dla
muzedw jest zabezpieczenie obiektow przed biodeterioracja spowodowang dzia-
falnoScig bakterii 1 grzybow.

2. Zanieczyszczenie mikrobiologiczne powietrza w muzeach.
Metody analizy

Mikroorganizmy wystgpujace w powietrzu pomieszczen muzealnych moga
pochodzi¢ z réznych Zrédet. Przedostaja si¢ one do powietrza z zainfekowanych
obiektow historycznych, z materiatow zastosowanych do konstrukcji gablot
wystawienniczych, z zainfekowanych konstrukcji budowlanych. Drobnoustroje sg
réwniez wprowadzane do wnetrz muzedw poprzez niesprawne, nieczyszczone lub
niewtaSciwie skonstruowane systemy wentylacji i klimatyzacji, przez okna i drzwi,
jak réwniez przez pracownikéw i zwiedzajacych. Dla zobrazowania skali zanie-
czyszczenia powietrza mikroorganizmami warto wspomnie¢, ze ilo§¢ sporéw
grzybéw obecna w 1 g kurzu w powietrzu pomieszczefi zamknigtych wynosi od
6 - 10° do 3,2 - 10° cfu (cfu — colony forming unit) [Korpi et al. 1997]. Niewta-
Sciwie dzialajacy system ogrzewania, klimatyzacji czy wentylacji moze dopro-
wadzaé do gwaltownych skokéw wartoSci temperatury i wilgotnoSci powietrza,
stwarzajac powazne ryzyko rozwoju tych mikroorganizméw, np. na powierzchni
obiektow zabytkowych [Camuffo i in. 2001, Martens 2012]. Podobnie duzym
zagrozeniem sg znaczgce, dlugo utrzymujace si¢ sezonowe zmiany parametrow
mikroklimatu wewnatrz pomieszczen muzealnych, ktére réwniez moga sprzyjaé
rozwojowi drobnoustrojéw. Wskazuje to, jak wazne jest utrzymywanie w muzeach
parametréw mikroklimatu opracowanych przez ASHRAE, w celu ograniczenia
lub tez zatrzymania proceséw biodeteroracji obiektéw zabytkowych.

Biodeterioracja jest jednym z zasadniczych zagrozen dla trwatoSci obiektow
zabytkowych. Jest ona spowodowana gtéwnie aktywnoScia grzybéw pleSniowych.
Dlatego stworzenie narzedzia wczesnego wykrywania ich obecnoSci w obiektach
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jest priorytetowym zadaniem przy projektowaniu systemowej ochrony zbioréw
w muzeach.

Obecnie stosowane techniki detekcji pleSni oparte s3 gléwnie na metodach
wizualnych lub na klasycznych, dtugotrwatych testach mikrobiologicznych.
W przypadku stosowania obu tych metod wykrycie istniejacego skazenia mikro-
biologicznego jest niemozliwe w sytuacji, gdy pleSnie rosng w miejscach trudno
dostepnych lub s3 w poczatkowej fazie wzrostu, przed okresem sporulacji. Alter-
natywna metodg detekcji grzybow plesniowych w tym przypadku jest analiza
emitowanych przez nie tzw. mikrobiologicznych lotnych zwigzkéw organicznych
(MLZO). MLZO sg produktami metabolizmu m.in. grzybéw pleSniowych, emito-
wanymi we wszystkich etapach ich wzrostu i rozwoju. Zwigzki te moga dyfun-
dowac¢ do otoczenia nawet przez ztozone struktury czy powtoki. Dlatego wtasnie
obecno$¢ grzybéw plesniowych moze by¢ potwierdzona ta metoda réwniez
wtedy, gdy rosng one w miejscach odizolowanych, podczas gdy analiza powie-
trza prowadzona metodami mikrobiologicznymi wykluczy ich wystgpowanie
[Kuske, Romain i Nicolas 2005, Hess-Kosa 2002]. Dodatkowym argumentem
za prowadzeniem badaf z uzyciem MLZO moze by¢ fakt, ze niektdrzy autorzy
wykorzystujacy klasyczng metode detekcji mikroorganizméw w pomieszczeniach
(hodowla na pozywkach) czasami nie stwierdzajg réznic w stezeniu form prze-
trwalnikowych grzybéw w powietrzu pomieszczen zainfekowanych i niezaata-
kowanych przez grzyby. Natomiast analiza obecnoSci MLZO pozwala wskazad,
ktore z miejsc jest zainfekowane [Sunesson et al. 1996]. Warto podkresli¢, ze
zaproponowana metoda nie wymaga poboru probek ze skazonego obiektu (bezsty-
kowa metoda niedestrukcyjna), jak rowniez specjalnego przygotowania badanej
powierzchni.

Pomimo wielu zalet przypisywanych metodzie detekcji aktywnosci mikro-
biologicznej opartej na analizie MLZO nalezy réwniez wskaza¢ jej ograni-
czenia. W pierwszej kolejnosci trzeba podkreslié, ze spoSréd ponad 300 lotnych
zwigzkéw organicznych wykrywanych w réznych pomieszczeniach tylko pewna
czg§¢ stanowig zwigzki produkowane przez mikroorganizmy [Wilkins, Larsen
i Simkus 2000]. Ponadto w&rdd nich pewna pulg moga stanowi¢ zwigzki, ktére
sg emitowane rowniez z materiatéw budowlanych i wykoficzeniowych. Mozliwa
jest takze sytuacja, ze dana grupa lotnych zwigzkéw organicznych emitowana jest
przez wigcej niz jeden gatunek plesni obecny w pomieszczeniu. Dlatego badania
pomieszczen, w ktdrych oceniania jest emisja MLZO, muszg zawsze uwzgledniac
stezenia i sktad lotnych zwigzkéw organicznych (LZO) na zewnatrz budynku oraz
w niezainfekowanym przez grzyby pomieszczeniu (jako odniesienie).

Ponadto wykorzystanie analizy MLZO do detekcji aktywnosci mikrobio-
logicznej w danym pomieszczeniu wydaje si¢ mozliwe dopiero po uprzednim
ustaleniu, w warunkach laboratoryjnych, sktadu lotnych zwigzkéw organicznych
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emitowanych przez rézne gatunki plesni, ktére hodowane sg przy zachowaniu
parametréw mikroklimatu najbardziej zblizonych do panujagcych w badanym
pomieszczeniu i na prébkach o takim samym skfadzie, jak materialy w nim
wystepujace. Przeprowadzona w ten sposéb kalibracja pozwoli zbudowaé baze
wzorcowych MLZO emitowanych przez zbadany gatunek grzyba.

Prowadzac analiz¢ MLZO, nalezy wzia¢ pod uwage kilka czynnikéw, ktdre
moga miec istotny wptyw na wynik oznaczenia tych zwigzkow:

— ustalony sktad MLZO moze zaleze¢ od metody poboru prébek [Wilkins
i Larsen 1995] oraz od uzytej techniki analitycznej. Przeprowadzone badania
wykazatly, ze wigkszo§¢ stosowanych technik jest bardziej czuta na zwigzki
polarne [Pasanen et al. 1998] i to one gtéwnie beda wykrywane;

— dostepne metody poboru prébek sa mato uniwersalne i nie pozwalaja
na pobor niektérych zwigzkow, tj. nadtlenkéw czy produktéw reakcji MLZO
z ozonem i tlenkami azotu [Wolkoff i Nielsen 2001];

— niektére lotne zwigzki organiczne produkowane przez mikroorganizmy
ulegaja w atmosferze szybkiemu utlenieniu [Wilkins, Larsen i Simkus 2000],
gtéwnie do alkoholi, aldehydéw i ketondw, dlatego wazne jest, jak daleko od
Zrédta emisji (od grzybni) pobierana jest probka. Im blizej powierzchni zainfeko-
wanej, tym mniej lotnych zwigzkéw organicznych wystepuje w formie utlenione;.
W zwigzku z tym, zidentyfikowany w danym pomieszczeniu sktad MLZO moze
r6zni¢ si¢ od sktadu ustalonego dla danego gatunku, rosngcego na tym samym
podtozu w warunkach laboratoryjnych.

Sktad oraz ilo§¢ MLZO emitowanych przez grzyby plesniowe wystepu-
jace w danym pomieszczeniu zalezy takze od ich metabolizmu. W nielicznych
przypadkach stwierdzano, ze suma stgzen lotnych zwigzkéw organicznych
w pomieszczeniu niezainfekowanym i zaatakowanym przez ples$nie byta bardzo
zblizona. Szczegélowe pomiary wykazaty, ze przyczyna tego podobiefistwa moze
by¢ zjawisko znaczgco obnizonej emisji aldehydéw w pokoju zainfekowanym,
spowodowane zatrzymywaniem tych zwigzkéw w strukturze grzybni [Pasanen
et al. 1998].

3. Metody poboru probek oraz techniki analityczne
wykorzystywane w badaniach MLZO

Pobér prébek MLZO do badan aktywno$ci mikrobiologicznej moze by¢ wyko-
nany réznymi technikami. NajczeSciej stosowane sg:

— pobor prébek do rurki sorpcyjnej [Sunesson et al. 1996, Wilkins, Larsen
i Simkus 2000, Wilkins i Larsen 1995, Betancourt et al. 2013]. Technika ta polega
na adsorpcji oznaczanych zwigzkéw na ztozu sorbentu umieszczonego wewnatrz
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stalowej lub szklanej rurki. Czgsto stosowanymi sorbentami sa Tenax TA oraz
Carbopack B. Probka moze by¢ pobierana w sposéb aktywny — pompowanie
powietrza przez ztoze sorbentu, lub pasywny — ekspozycja zloza w powietrzu
badanego pomieszczenia. Analiza zaadsorbowanych w rurce zwiazkdw nastgpuje
po ich desorpcji w desorberze termicznym, z ktérego sa one nastgpnie przesytane
linia transferowa na kolumne w chromatografie gazowym;

— mikroekstrakcja do fazy stalej (Solid Phase Microextraction — SPME)
[Polizzi et al. 2012, Lancker et al. 2008, Fiedler, Schiitz i Geh 2001, Wady et al.
2003, Lavine et al. 2012]. Prébka adsorbowana jest w tym przypadku na niewiel-
kiej iloSci sorbentu umieszczonego na koficu stalowej igly. Igta z sorbentem
chowana jest przed i po pobraniu probki w ostonce. Cato$¢ nosi nazwe widkno
SPME. Pobér zwigzkéw odbywa si¢ w sposdb pasywny — po wysunieciu igly
z ostonki sorbent ma kontakt z badang atmosferg. Zaadsorbowane na nim zwiazki
s nastepnie uwalniane drogg desorpcji termicznej w porcie iniekcyjnym chro-
matografu gazowego. Zasadniczg zaleta techniki SPME ze wzgledu na niewielki
rozmiar widkna jest mozliwo$¢ poboru prébek lotnych zwigzkéw organicznych
bezpoSrednio znad powierzchni grzybni rosnacej na materiale poprzez umiesz-
czenie widkna tuz powyzej grzybni. Zastosowanie tej metody w sposéb prawie
kontaktowy pozwala na zredukowanie wplywu emisji zwiagzkow z otoczenia oraz
unikniecie zjawiska rozcienczenia MLZO w wyniku ich dyfuzji do otoczenia.
Ponadto technika SPME umozliwia pozyskanie probki odniesienia prostg
metoda poprzez przytozenie widkna do miejsca niezainfekowanego przez grzyby
plesniowe (uktad realny w muzeum) lub do materiatu niezaszczepionego plesnig
(uktad modelowy w laboratorium).

Sposrod wielu dostgpnych metod analitycznych w analizie jakoSciowej, jak
1 iloSciowej lotnych zwigzkéw organicznych produkowanych przez mikroorga-
nizmy (MLZO) wykorzystuje sie gléwnie chromatografi¢ gazowa [Gutnarowska
1 Piotrowska 2007, Nielsen 2003, Polizzi et al. 2012]. Wybdr tej technik wydaje si¢
zrozumiaty, kiedy uwzgledni si¢ stan skupienia analizowanych prébek, a przede
wszystkim mozliwe do zastosowania metody ich poboru (opisane powyzej).
Znacznie rzadziej stosowang technika jest chromatografia cieczowa [Nielsen
2003]. Natomiast coraz wigksza popularno$¢ zdobywa obecnie nowa technika
analizy lotnych zwigzkéw organicznych w powietrzu, z wykorzystaniem tzw. nosa
elektronicznego (electronic nose — E-nose). Wedtug niektdrych autoréw wydaje sie
ona szczegolnie uzyteczna do oznaczania MLZO [Kuske, Romain i Nicolas 2005,
Canhoto et al. 2004].
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Materiaty najczesciej wykorzystywane do hodowli grzybow plesniowych
w badaniach MLZO

Do hodowli grzybéw plesniowych w badaniach MLZO sa stosowane takie
materiaty, jak:

— plyta kartonowo gipsowa [Wady et al. 2004, Sunesson et al. 1996, Pasanen
et al. 1998],

— wetna mineralna [Wady ef al. 2004, Sunesson et al. 1996, Pasanen et al.
1998],

— papier, tapeta [Canhoto et al. 2004, Pasanen et al. 1998],

— drewno sosnowe [Sunesson et al. 1996],

— tektura [Wilkins, Larsen i Simkus 2000],

— drewno brzozowe [Fiedler, Schiitz 1 Geh 2001],

— ptyta widérowa [Pasanen et al. 1998].

Z przestawionego zestawienia wynika, ze najczeSciej stosowanymi materia-
fami, na ktérych prowadzi si¢ hodowle mikroorganizmdéw, sa materialty budowlane
i wykonczeniowe uzywane w pomieszczeniach mieszkalnych. Wybdr ten podykto-
wany jest faktem, ze wzrost mikroorganizméw wewnatrz budynkéw bardzo czgsto
wigzany jest z problemami zdrowotnymi zamieszkujgcych je ludzi, tzw. syndrom
chorego budynku (Sick Building Syndrome). Niewatpliwie w sytuacji zagrozenia
zdrowia ludzkiego wazna jest szybka detekcja aktywnoSci mikrobiologiczne;.
Jest to wyzwanie w przypadku stosowania klasycznego testu mikrobiologicznego
(z posiewem sporéw pobranych z powietrza, nastepnie hodowlg i identyfikacja
mikroorganizmoéw), poniewaz jest on diugotrwaty. Poza tym sposéb poboru
prébek do tego typu badan nie gwarantuje detekcji mikroorganizmow, ktére ze
wzgledu na miejsce wystepowania (np. pod tapetami, w szczelinach muru) nie
uwalniajg spor do otoczenia. Proponowana alternatywna metoda, tj. identyfi-
kacja aktywnoSci mikrobiologicznej na podstawie pomiaréw MLZO, jest szybka
i zapewnia detekcje mikroorganizméw zyjacych w miejscach ukrytych i izolo-
wanych. Dysponujac wiedza, jakie ple$nie odpowiedzialne sg za emisj¢ okreslo-
nych MLZO, mozna szybko potwierdzi¢ lub wykluczy¢ ich obecnos¢ w badanym
miejscu.

Oprécz materiatéw budowlanych w badaniach nad wykorzystaniem MLZO
do detekcji grzybéw pleSniowych stosuje si¢ rowniez inne materiaty, np. papier,
w analizie aktywnoS$ci mikrobiologicznej w magazynach zbioréw bibliotecz-
nych [Canhoto et al. 2004]. Wyniki tych pomiaréw byty inspiracja do podjecia
badan, przeprowadzonych w wybranych pomieszczeniach Muzeum Narodowego
w Krakowie, dotyczacych mozliwoSci zastosowania analizy MLZO do wykry-
wania aktywnosci mikrobiologicznej, w miejscach przechowywania lub ekspo-
zycji obiektéw zabytkowych.
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4. Pomiary wykonane w Muzeum Narodowym w Krakowie

Charakterystyka probek oraz zastosowanej metody analitycznej

Probki powietrza do analizy lotnych zwiazkow organicznych, z uwzgled-
nieniem MLZO, pobrano w czterech pomieszczeniach Muzeum Narodowego
w Krakowie. Pomiary przeprowadzono w okresie wiosennym 2007 r. Zbadane
pomieszczenia mozna scharakteryzowaé w nastgpujacy sposéb:

— pokdj japofiski w Domu J6zefa Mehoffera (oddziat MNK). Pokéj nieudo-
stepniony do zwiedzania, mozliwo$¢ ogladania tylko przez otwarte drzwi. Okna
w pomieszczeniu sg nieszczelne, zastonigte prawie przez caty rok. Pomieszczenie
ogrzewane w okresie zimowym. Podtoga w pokoju wylozona klepka drewniang.
W pomieszczeniu znajduje si¢ szafa, kredens japofiski z intarsjami, szafka biblio-
teczna z ksigzkami, stét z politura, stolik nocny z lampka, krzesto, t6zko; na $cia-
nach obrazy, na stole mosi¢zna rzezba;

— pokdj Tomickiego w Patacu Biskupa Erazma Ciotka. Pokdj nieudostgpniony
do zwiedzania, tuz po remoncie, restauracji freskéw na $cianach i wymianie
podtogi. Pomieszczenia obok w trakcie remontu;

— piwnice Pafacu Biskupa Erazma Ciotka. WejScie do piwnic znajduje si¢ od
strony dziedzinca patacowego. Tuz po wejSciu do piwnic uwage zwraca charak-
terystyczny stechty zapach. Piwnice nie sg ogrzewane, panuje w nich pétmrok
(o$wietlenie naturalne). Sciany kamienno-ceglane (po oczyszczeniu), podfoga
wytozona klepka terakotowa (po wymianie). W piwnicach panuje do§¢ duza
wilgotnos¢;

—magazyn w Domu Jana Matejki. Pomieszczenie znajduje si¢ na parterze
budynku przy ul. Floriafnskiej w Krakowie. Pokdj lekko zacieniony stanowi
pomieszczenie magazynowe, sktadowane sa w nim ramy, obrazy oraz wiele
innych obiektéw zabytkowych. W pokoju znajdujg si¢ stare meble. Podioga wyto-
zona drewniang klepka.

Metodyka poboru probek

Pobor probek wykonywano zgodnie z zaleceniami normy EPA MO T-17 [EPA
MO T-17 1999] przy uzyciu rurek wypetnionych sorbentem. L.acznie w kazdym
z badanych pomieszczen pobrano trzy proby:

— jedna prébe ,,Slepa” (ekspozycja pasywna rurek z sorbentem przez 5 sekund),

—oraz dwie préby poprzez przepompowanie przez ztoze rurek (pobdr
aktywny), dwa razy po pietnaScie litréw powietrza.
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Metodyka pomiarow

Aparatura:

— rurki wypetnione sorbentem — Carbopack B, na ktérym adsorbujg si¢ lotne
zwiazki organiczne (weglowodory C5 do C12 oraz szeroki zakres LZO),

— pompka do poboru powietrza firmy SKC, model PocketPump, zakres pracy
10-250 ml/min,

— przeptywomierz (rotametr),

—desorber termiczny (TD) firmy PerkinElmer, model TurboMatrix 300,
stuzacy do desorpcji i transferu analitéw z rurki sorpcyjnej do chromatografu,

— chromatograf gazowy (GC) firmy Thermo (rozdziat analizowanych
substancji), kolumna Restek Rtx-5SMS,

— spektrometr masowy (MS) firmy Thermo (identyfikacja rozdzielonych
substancji).

Warunki przeprowadzenia analizy probek LZO pobranych do rurek
sorpcyjnych

Analiza prébek LZO pobranych do rurek sorpcyjnych w kazdym z badanych
pomieszczen prowadzona byta w zestawie desorber termiczny — chromatograf
gazowy — spektrometr masowy (detektor). Program temperaturowy pracy kazdego
z elementéw zestawu w trakcie prowadzenia analizy byt nastgpujacy:

— desorber termiczny — TD: pierwotna desorpcja prébki z rurki sorpcyjnej
w 220°C przez 10 min z réwnoczesna kondensacja analizowanych zwigzkow
w zimnej putapce (-30°C), wtérna desorpcja analitéw z zimnej pufapki do kolumny
chromatograficznej poprzez wygrzanie od —30 do 220°C z predkoscia 99°C/s,

— chromatograf gazowy — GC: przez pierwsze 10 min 30°C, wzrost tempera-
tury od 30 do 220°C z predkoScig 5°C/min; 220°C utrzymywane przez 10 min,
predkos¢ przeptywu helu w kolumnie 1 ml/min,

— spektrometr masowy — MS: temperatura zrédta jonéw 250°C, energia elek-
tronéw 70eV.

Wyniki

Jako wynik analizy prébek lotnych zwiazkéw organicznych, prowadzone;j
w uktadzie desorber termiczny — chromatograf gazowy — spektrometr masowy,
uzyskano chromatogramy odpowiednio dla kazdego zbadanego pomieszczenia
(rys. 1-4). Poszczegdlne chromatogramy poddano analizie jakoSciowej na
podstawie widm masowych zarejestrowanych dla kazdego z pikéw otrzymanych
na chromatogramie. Widma masowe uzyskano dla wszystkich zwiazkéw rozdzie-
lonych w chromatografie gazowym, jako efekt ich analizy zachodzacej w detek-
torze masowym (MS), sprzezonym z chromatografem.
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W trakcie analizy jako$ciowej prowadzonej dla poszczegdlnych chromato-
graméw zwrdcono szczegdlng uwage na zwigzki, ktére s referowane w literaturze
jako mikrobiologiczne lotne zwigzki organiczne emitowane przez rézne gatunki
grzybéw pleSniowych rosnacych na réznych podiozach. W ponizszych tabelach
zamieszczono wykaz potencjalnych MLZO, ktére zostaty zidentyfikowane
w powietrzu badanych pomieszczefi (tabela 1-4). Przy czym przy identyfikacji
zatozono, ze analizie poddawane sg tylko zwiazki, dla ktérych wyliczany auto-
matycznie w programie stosunek sygnatu (wysoko$¢ piku) do szumu wynosi co
najmniej 5:1 (stgZzenie powyzej poziomu detekcji) oraz dla ktérych prawdopodo-
biefistwo identyfikacji na bazie widm masowych zwigzkéw chemicznych przypi-
sanej do detektora masowego wynosi powyzej 70%.

Tabela 1. MLZO zidentyfikowane w pokoju japofiskim w Domu Jézefa Mehoffera

Procentowy udzial pola powierzchni
Crasreencii min) | JOL 8 o warpstkim Nazva
w chromatogramie

3,86 5,0 1-butanol
4,20 04 3-metylo-2-butanon
14,61 0,8 cykloheksanol
14,91 0,2 cykloheksanon
15,84 1,1 2-butoksy etanol
16,94 29 a-pinen
21,16 1,0 d-limonen
24,04 0,2 Nonanal
27,00 0,7 terpineol

Zrédto: opracowanie wlasne.

Tabela 2. MLZO zidentyfikowane w pokoju Tomickiego w Patacu Biskupa Ciotka

Procentowy udziat pola powierzchni

pod pikiem w stosunku do sumy pél

powierzchni pod wszystkimi pikami
w chromatogramie

Czas retencji (min) Nazwa

ester metylowy kwasu

4,08 8,9
2-propylo-propanowego

7,55 0,4 3—metylobutanal

13,93 14 heksanal
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Procentowy udziat pola powierzchni
pod pikiem w stosunku do sumy pdl

Cras retencji (min) powierzchni pod wszystkimi pikami Nazwa
w chromatogramie
18,89 1,1 a-pinen
20,95 20,0 1R-a-pinen
24,29 8.8 terpen
25,02 32 limonen
Zrédto: opracowanie wiasne.
Tabela 3. MLZO zidentyfikowane w piwnicach Patacu Biskupa Ciotka
Procentowy udziat pola powierzchni
Crasretencii min) | JOL 8 o warpatkim Nazva
w chromatogramie

3,40 2,2 aceton
4,06 1,8 2,3-dimetylobutan
4,28 0,5 3-metylopentan
5,19 1,2 metylocyklopentan
13,16 1,6 2 4-dimetylo-3-pentanon
13,52 2,2 heksanal
17,81 14 heptanal
18,90 259 o-pinen
19,58 0,7 2-etyloheksanal
21,07 14 oktanal
23,77 52 nonanal

Zr6dto: opracowanie wiasne.

Tabela 4. MLZO zidentyfikowane w magazynie znajdujacym si¢ w Domu Jana Matejki

Czas retencji (min)

Procentowy udziat pola powierzchni

pod pikiem w stosunku do sumy p6l

powierzchni pod wszystkimi pikami
w chromatogramie

Nazwa

3,24 14 2-metylobutan
7,49 0,7 3-metylobutanal
13,44 2,2 heksanal
17,61 0,3 nonan
17,77 0,5 pirydyna
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cd. tabeli 4
Procentowy udziat pola powierzchni
Consenci iy | Podpiemysounkaonm 1l |,
w chromatogramie

18,84 14,1 a-pinen
21,01 0,6 oktanal
21,27 94 karen
21,66 0,6 cymen
21,78 1,5 myrcen
2373 09 nonanal

Zrédto: opracowanie wlasne.

Pozostate zidentyfikowane w chromatogramach lotne zwiazki organiczne to
gtéwnie gazowe zanieczyszczenia powietrza, w tym zwiazki nalezace do grupy
BTEX, WWA oraz substancje chemiczne bedace skfadnikami Srodkéw czystosci
stosowanych w badanych pomieszczeniach. Poza tym wsréd oznaczonych LZO
mozna wymieni¢ zwigzki, ktére ze wzgledu na budowe chemiczng oraz okresSlone
wykorzystanie mogg by¢ emitowane z materialéw budowlanych i wykoficzenio-
wych w badanych pomieszczeniach oraz z przechowywanych w nich obiektéw
zabytkowych.

5. Identyfikacja MLLZO w zbadanych prébkach powietrza

Analizujac zawarto$¢ przedstawionych powyzej tabel mozna stwierdzié, ze
w kazdym z badanych pomieszczen wykryto lotne zwiazki organiczne, ktdre
moga by¢ emitowane przez grzyby pleSniowe. Poréwnujac ze sobg listy tych
zwigzkéw, mozna zauwazyC, ze rdznia si¢ one w sposdb jakoSciowy i iloSciowy
miedzy zbadanymi miejscami, jednak jeden ze zwigzkdéw, a-pinen, wykryto
we wszystkich pomieszczeniach. W dodatku wystepowat on w do§¢ znacznym
stezeniu. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze a-pinen moze by¢ emitowany rowniez
z drewna drzew iglastych, dlatego gdy jest ono materiatem konstrukcyjnym
w danym pomieszczeniu (podfogi, meble, sufit), mierzone w tym miejscu catko-
wite stezenie o-pinenu bedzie sumg wynikajaca z emisji z ples$ni oraz z drewna.

Dane literaturowe wskazujg, ze MLZO emitowane przez grzyby pleSniowe
mogg by¢ zaklasyfikowane do kilku grup zwiazkéw organicznych: weglowodory
alifatyczne (np. heptan, izopren), weglowodory aromatyczne (np. styren, benzen),
alkohole (np. 1-okten-3-ol, 3-oktanol, 3-metyl-1-butanol), aldehydy, ketony,
kwasy organiczne, etery, estry, mono-, di-terpeny, lotne zwigzki organiczne siarki
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i fosforu [Lancker et al. 2008, Polizzi et al. 2012, Kuske, Romain i Nicolas 2005,
Matysik, Herbarth i Mueller 2008]. Przy czym wigkszoS¢ autoréw podaje, ze
najczesciej wsréd zwiazkéw emitowanych przez rézne gatunki grzybéw domi-
nuja alkohole (wymienione powyzej), aldehydy oraz terpeny (jak pinen) [Kuske,
Romain i Nicolas 2005, Fiedler, Schiitz i Geh 2001]. Grupy tych zwigzkow sa
najczg¢Sciej wykrywane w czasie analizy MLZO poniewaz, jak wspomniano we
wstepie, niektdre lotne zwigzki organiczne produkowane przez mikroorganizmy
ulegaja w atmosferze szybkiemu utlenieniu [Wilkins, Larsen i Simkus 2000],
gtéwnie do alkoholi, aldehydéw i ketonéw. Dlatego wazne jest, jak daleko od
Zrédta emisji (od grzybni) pobierana jest probka. W przypadku analiz powietrza
przeprowadzonych dla wybranych pomieszczeih MNK prébki do badaf pobierano
nie w poblizu miejsc ewentualnego wystgpowania plesni, a w punkcie Srodkowym
kazdego pomieszczenia, na wysokoSci 1 m, zgodnie z wytycznymi EPA 17
[EPA MO T-17 1999]. Wsréd LZO, ktére wykryto w badanych pomieszczeniach
1 ktére moga by¢ emitowane przez grzyby pleSniowe (tabele 1-4), dominowaty
wiladnie aldehydy i pinen, co zgodnie z cytowanymi danymi literaturowymi moze
potwierdzaé obecnoS$ci grzybow pleSniowych w tych pomieszczeniach. W celu
potwierdzenia lub odrzucenia tej tezy wyniki analizy LZO wykonanej dla prébek
powietrza w pokoju Tomickiego oraz w piwnicach Patacu Biskupa Erazma Ciotka
zestawiono z wynikami analiz mikrobiologicznych powietrza przeprowadzonych
w tych miejscach.

Badania mikrobiologiczne zostaty wykonane przez norweska grupe badawczg
Mycoteam [Mycoteam 2007]. Obejmowaty one pokéj Tomickiego, piwnice oraz
dziedziniec na terenie Patacu Biskupa Erazma Ciotka. We wnioskach koficowych
z wykonanych pomiaréw autorzy stwierdzajg, ze stezenie grzybow plesniowych
wyznaczone na zewngtrz budynku (5359 +111 cfu/m?) jest znaczaco wigksze
od stezenia w powietrzu w pokoju Tomickiego (283 +30 cfu/m?) i w piwnicach
(583 +4 cfu/m?).

Poréwnujac wyniki badaf prowadzonych w pokoju Tomickiego i w piwnicach,
mozna stwierdzi¢, ze wigksze stezenie mikroorganizmdéw zostalo wyznaczone
w powietrzu w piwnicach. Rezultat ten jest przeciwstawny do wynikéw analiz
chromatograficznych wykonanych dla tych samych pomieszczef (rys. 2 i 3),
bowiem suma p6l powierzchni pod pikami, odpowiadajaca catkowitemu stezeniu
LZO wykrytych w powietrzu, wynosi 9,1 - 10° dla pokoju Tomickiego i 3,8 - 10°
dla piwnic (wartoSci bezwymiarowe, catkowity prad jonowy zmierzony w trakcie
analizy przez detektor masowy, TIC — total ion current). Niezgodno$¢ t¢ mozna
wytlumaczy¢, uwzgledniajac réznice warunkéw wystepujacych w obu bada-
nych pomieszczeniach. W piwnicach panuja umiarkowane temperatury i duza
wilgotno$¢ wzgledna, co sprzyja rozwojowi grzybow plesniowych (duza ilo§¢
sporéw znajduje si¢ w powietrzu), ale jednocze$nie utrudnia detekcje zwigzkéw
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organicznych, poniewaz obnizona temperatura zmniejsza ich lotno$¢. W pokoju
Tomickiego temperatura jest znacznie wyzsza, przy wyraznie nizszej wilgotnosci
wzglednej powietrza. Warunki te bardzo ograniczaja wzrost plesni (gféwnie niska
wilgotno§¢), ale powoduja do§¢ wysoka emisje lotnych zwigzkéw organicznych.

Grupa Mycoteam przeprowadzita réwniez oznaczenie gatunkéw grzybow
pleSniowych wykrytych w powietrzu w pokoju Tomickiego oraz w piwni-
cach [Mycoteam 2007]. Znajac sktad LZO zidentyfikowanych w obu bada-
nych pomieszczeniach oraz sktad gatunkowy plesni w nich wystepujacych, na
podstawie danych literaturowych przypisano scharakteryzowane MLZO (tabele
2 i 3) poszczeg6lnym gatunkom grzybow (tabela 5). Byta to préba potwierdzenia
mozliwoSci zastosowania analizy MLZO do detekcji aktywnosci mikrobiolo-
gicznej w pomieszczeniach.

Tabela 5. Proponowane markery aktywno§ci mikrobiologicznej w dwéch zbadanych
pomieszczeniach Patacu Biskupa Erazma Ciotka

Mlkroor.gamzm Lotny zvagek Zrédto literaturowe potwierdzajace
. . zidentyfikowany organiczny . .
Pomieszczenie . emisj¢ zwigzku przez dany gatunek
przez Mycoteam emitowany do plesni
[2007] otoczenia®
Pokdj Tomickiego |Aspergillus limonen [Fiedler, Schiitz i Geh 2001]
versicolor
Cladosporium sp. | a-pinen [Korpi et al. 1997]
Aspergillus sp. terpen [Matysik, Herbarth i Mueller 2008]
Penicillium sp.
Piwnice Cladosporium sp. | kamfen [Korpi et al. 1997]
Aspergillus sp. aceton [Fiedler, Schiitz i Geh 2001]
Penicillium sp. a-pinen [Korpi et al.1997]
Aspergillus sp. oktanal [Korpi et al. 1997]
Penicillium sp. nonanal [Korpi et al. 1997]
heptanal [Pasanen et al. 1998]

* wykryty w analizie LZO w pokoju Tomickiego lub w piwnicach. W zacytowanych pozycjach
literaturowych znajduje si¢ wskazanie, Ze jest on emitowany przez dany gatunek plesni.

Zrédto: opracowanie wlasne.

Przedstawione w powyzszej tabeli lotne zwigzki organiczne mozna uznac
za markery aktywnoS$ci mikrobiologicznej wymienionych gatunkéw pledni.
Whiosek ten wydaje si¢ stuszny, gdy uwzgledni si¢ dane literaturowe dotyczace
podobnych badan [Wilkins, Larsen i Simkus 2000, Wady et al. 2003, Lancker
et al. 2008]. Obecnos¢ okreslonych lotnych zwigzkéw organicznych w powietrzu
badanych pomieszczen mogta by¢ skorelowana z wystgpowaniem w nich okre-
Slonych gatunkéw plesni. Dzigki temu wyniki otrzymane przez grupg Mycoteam
i z badan chromatograficznych wzajemnie si¢ uzupetniajg. W badaniach MLZO
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nalezy jednak zawsze wzig¢ pod uwage fakt, ze niektdre zidentyfikowane mikro-
biologiczne lotne zwigzki organiczne moga by¢ emitowane ze Zrédet innych niz
grzyby ple§niowe, np. z niektérych materialéw konstrukcyjnych zastosowanych
w badanych miejscach. Uwaga ta jest zgodna z doniesieniami literaturowymi:
»Bardzo wazne jest, zeby rozpatrzy¢ inne mozliwe Zrédta obecnosci zwiazkéw
w powietrzu pomieszczef. Zwiazki, ktére mozna odnalezé, na przykiad w farbie
albo w detergentach, beda mialy ograniczone znaczenie jako wskaZnik wzrostu
mikroorganizméw” [Sunesson et al. 1996]

6. Podsumowanie

Na podstawie wynikdéw badafi przeprowadzonych w wybranych pomiesz-
czeniach Muzeum Narodowego w Krakowie mozna potwierdzi¢ mozliwo§¢
zastosowania analizy lotnych zwiazkow organicznych w detekcji aktywnoSci
mikrobiologicznej grzybow plesniowych. Oznacza to, ze pomiary MLZO mogg
by¢ cennym narze¢dziem szybkiego wykrywania obecnoSci plesni w danym
miejscu. Metoda ta nie jest jednak bez wad, a poprawno$¢ wynikéw uzyskanych
dzieki takim badaniom zalezy od wielu czynnikéw, m.in. od sposobu i warunkéw
poboru prébki, od techniki analitycznej wykorzystanej do identyfikacji MLZO
[Wolkoff i Nielsen 2001], czy tez od liczby gatunkéw mikroorganizméw, ktére
wystepuja w danym pomieszczeniu. Oznacza to, ze wymaga ona dopracowania,
szczeg6lnie w obszarze stosowania badait MLZO do detekcji aktywnoSci grzybéw
plesniowych powodujacych biodeterioracje obiektéw zabytkowych. Dodatkowym
argumentem potwierdzajgcym te potrzebe niech bedzie fakt, ze dostgpne dane
literaturowe dotyczg prawie wytacznie badan materiatéw budowlanych i wykon-
czeniowych, nie za$§ zabytkowych. Byto to podstawg do rozpoczecia projektu:
,Badania biodeterioracji obiektéw zabytkowych na podstawie analizy lotnych
zwigzkow organicznych emitowanych przez grzyby ple$niowe”, przyznanego
przez NCN w ramach programu OPUS na lata 2013 — 2015. Spodziewany efekt
koncowy projektu to ustalenie sktadu tzw. markerowych mikrobiologicznych
lotnych zwiazkéw organicznych, ktére beda zwiazkami charakterystycznymi,
emitowanymi przez okre§lony gatunek grzyba plesniowego, ktdry zaszczepiono na
okreS§lonym materiale wzorcowym. Dla potrzeb projektu przyjeto, ze materiatami
wzorcowymi beda: papier o ustalonym sktadzie (celuloza), pergamin (kolagen),
jedwab (fibroina), wetna (keratyna). Warto zaznaczy¢, ze po ustaleniu sktadu
tzw. markerowych MLZO (w§rdd nich zwigzkéw emitowanych w najwigkszej
iloSci przez pleSnie) mozliwe bedzie przygotowanie tatwego w uzyciu, taniego,
powszechnie dostepnego testu pozwalajacego wykry¢ obecno$¢ plesni.
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Wymierng korzyscia dla spoleczenstwa osiagnigtg z badan przeprowadzo-
nych w zaproponowanym wymiarze bedzie stworzenie instrumentu ochrony
dziedzictwa kulturowego, ktéry bedzie odpowiednio wczesnie ostrzegat o wyste-
powaniu skazenia mikrobiologicznego obiektéw i pomieszczen muzealnych.
Uzyskane w projekcie wyniki dadza mozliwo§¢ wykorzystania markerowych
MLZO oraz kompleksowo opracowanej techniki analitycznej do detekcji zagrozen
mikrobiologicznych w pomieszczeniach dotknigtych tzw. syndromem chorego
budynku, zwtaszcza ze proponowana technika pomiarowa pozwala wykry¢ nawet
bardzo niskie stezenia zwigzkéw lotnych. Bedzie to réwniez cenne narz¢dzie nie
tylko dla kustoszy muzedw, ale takze dla producentéw, hurtownikéw i wtascicieli
magazynow réznego typu towaréw, w tym zywnosciowych, i materialéw opako-
waniowych, pozwoli ono bowiem na szybka detekcje¢ wystepujacego skazenia
mikrobiologicznego.
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An Assessment of the Possibilities for Using Volatile Organic Compounds
to Detect Microbiological Activity — the Example of Research Done
at the National Museum in Cracow

An evaluation of the viability of using volatile organic compound (VOC) measure-
ments to detect mould was part of a VOC analysis carried out on the indoor air in selected
rooms at the National Museum in Cracow. The simple assumption in this method is that
moulds can be detected in any given place based on the identification of microbial vola-
tile organic compounds (MVOCs) that they emit into their surroundings. This mould
detection procedure provides an alternative to the much more time-consuming traditional
microbiological tests. Combining the results of VOC and microbial analysis with data
from the literature shows that, in the rooms investigated, there is a correlation between the
mould species identified and MVOC:s. This suggests that the use of MVOC measurements
to detect mould is possible but the method still needs to be developed, especially for muse-
ums and historical buildings.

Keywords: MVOCs, gas chromatography, mould, microbial infestation.



