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2. Wstep

Obiekty budowlane o réoznym przeznaczeniu, a szczegdlnie obiekty zabytkowe sa
narazone na korozj¢ biologiczng powodowang przez rézne organizmy. Na ksztattowanie
si¢ sktadu biocenozy budynkdéw, zarowno ich czesci zewnetrznej, jak 1 wewngtrznej ma
wptyw wiele czynnikow abiotycznych, przede wszystkim rodzaj materialu, z ktérego
zbudowany jest obiekt oraz elementy wyposazenia, obecno$¢ substancji odzywczych,
ekspozycja na $wiatto, dostgpnos¢ tlenu, a takze warunki klimatyczne - temperatura oraz
wilgotno$¢ powietrza i materiatow (Cwalina 1 Dzierzewicz, 2007). Sposrod wymienionych
czynnikéw kluczowe znaczenie ma nadmierna, dlugotrwata wilgotno$¢, zwigzana Scisle ze
stanem technicznym budynku (Piotrowska i Zakowska, 2011). Stan zawilgocenia moze
by¢ spowodowany przyczynami technicznymi (brak, badz nieskuteczno$¢ izolacji
przeciwwilgociowej budynku, nieszczelnosci dachu, itp.) lub awariami czy przyczynami
losowymi (powodzie).

Efektem zasiedlenia budynkow przez organizmy jest zjawisko biodeterioracji
definiowane jako utrata wiasciwosci uzytkowych obiektow budowlanych spowodowana
czynnikami biologicznymi. Biodeterioracja zwigzana jest z tworzeniem na materialach
technicznych bton biologicznych sktadajacych sie z komodrek drobnoustrojéw oraz
wydzielanych przez nie zewnatrzkomorkowych polimerow. Polimery umozliwiajg
przyczepianie si¢ btony do podtoza, jednoczesnie utatwiajac pochtanianie 1 zatrzymywanie
wilgoci. Obecno$¢ biofilméw na materiatach budowlanych powoduje zmiany wtasciwosci
fizykochemicznych §rodowiska, a w kontakcie z materialem inicjacj¢ procesu niszczenia
(Gaylarde i Morton, 1999; Herrera i wsp., 2004). Makroskopowymi objawami deterioracji
sg defekty morfologiczne powierzchni w postaci zmian struktury, rozwidknienia, wzeroéw,
nalotow, przebarwien, wybrzuszen tynku 1 luszczenia powtok malarskich. Efektem
groznym dla trwalo$ci budowli sa zmiany wlasciwosci mechanicznych, w tym
wytrzymatosci, co jest szczegdlnie istotne w przypadku elementéw konstrukcyjnych
(Zyska i Zakowska, 2005). W materialach pochodzenia organicznego, np. drewno, zmiany
te sa spowodowane biodegradacja, tj. rozktadem ich sktadnikow przy udziale enzyméw, do
zwigzkow  prostszych  przyswajalnych przez organizmy. Natomiast materiaty
nieorganiczne, np. cegla, tynk, ktoére nie sg zrodtem wegla, ulegaja korozji wzbudzone;j
czynnikami biologicznymi, co oznacza, ze metabolity organizméw (najczesciej kwasy

organiczne) wchodzg w reakcje chemiczne z materialem powodujac jego destrukcje.



Fotolitoautotroficzne organizmy takie, jak glony i cyjanobakterie zazwyczaj jako
pierwsze kolonizuja obiekty zabytkowe ze wzgledu na niewielkie wymagania pokarmowe,
poniewaz do rozwoju potrzebuja jedynie CO,, swiatta i odpowiedniej wilgotnosci (Crispin
i Gaylarde, 2005; Herrera i wsp., 2004). Objawem wzrostu glonéw jest tworzenie
jaskrawozielonych lub szarozielonych plam i smug na materiatach budowlanych (schemat
1). Ich rozwoj powoduje degradacje podtoza kamiennego w wyniku wydzielenia kwasow
organicznych: mlekowego, szczawiowego, bursztynowego, octowego i pirogronowego
(Leznicka, 1991). W kolejnym stadium korozji, materialy budowlane (giéwnie kamien,
beton, zaprawa murarska itp.) zasiedlane sg przez porosty — organizmy odporne na
wysuszenie i ekstremalne temperatury. Powoduja one zaplamienie podtoza kamiennego i
w konsekwencji zmiane wygladu obiektow historycznych. Porosty i glony uwalniaja do
srodowiska znaczne ilosci substancji organicznych (cukry, aminokwasy), umozliwiajac
tym samym rozw¢j drobnoustrojéw heterotroficznych — bakterii i grzybow strzepkowych.
Jako zrédlo zwigzkow organicznych i mineralnych heterotrofy wykorzystuja réwniez
wody gruntowe, ktére przedostaja si¢ do materialdw na drodze podciggania kapilarnego.
Efektem dzialania heterotroféw jest penetracja podtoza nawet do glebokosci 5 cm
(Leznicka, 1991). Szczegolnie istotng role w korozji mikrobiologicznej odgrywaja grzyby
strzepkowe z rodzaju Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Alternaria, Aureobasidium,
Ulocladium i Phoma, wydzielajace do podloza znaczne ilosci kwasow organicznych:
cytrynowego, fumarowego, szczawiowego i 2-ketoglukonowego (Gutarowska i
Czyzowska, 2009). Tworzenie kwasOw organicznych prowadzi do wzrostu
rozpuszczalnosci niektorych sktadnikow kamienia na skutek tworzenia si¢ zwigzkow
chelatowych z kationami metali: wapnia, glinu, krzemu, zelaza, manganu i magnezu
(Warscheid i Braams, 2000) (schemat 1). W przypadku korozji betonu lub zapraw
murarskich, powstajace sole moga ulega¢ wyptukiwaniu z powierzchni, powodujac wzrost
wilgotnosci oraz spadek wytrzymatosci na $ciskanie i zgniatanie (Cwalina, 2008).
Chemoorganotroficzne bakterie (Bacillus sp., Arthrobacter sp., Rhodococcus sp.,
Micrococcus sp., Aureobacterium sp. i Streptomyces sp.), tak jak i grzyby strzepkowe sa
zdolne do wytwarzania kwasu 2-ketoglukonowego inicjujacego proces rozktadu
krzemionki (Papida i wsp., 2000; Warscheid i Braams, 2000). Ponadto bakterie z rodzaju
Bacillus (B. cereus, B. subtilis, B. aquimaris) prowadza proces mineralizacji powodujgc
tworzenie kalcytu (weglan (IV) wapnia) lub struwitu (fosforan (V) amonu i magnezu) na
podtozach z betonu lub gipsu (Rodriguez-Navarro i wsp., 2007; Zammit i wsp., 2011)
(schemat 1).



W przypadku biodeterioracji materialow organicznych takich jak drewno lub tworzywa
drewnopochodne, istotne znaczenie maja grzyby strzepkowe. Grzyby plesniowe o
uzdolnieniach celulolitycznych nalezace do rodzaju Chaetomium, Trichoderma,
Penicillium powoduja powierzchniowe zmiany o charakterze sinizny (schemat 1). Na
materialach drewnianych, silnie zawilgoconych moga rozwija¢ si¢ rowniez bakterie
powodujace powierzchniowg biokorozje materialu na skutek rozkladu zwigzkéw

organicznych (Wazny, 2001).

Salinisphaera sp.
Rubrobacter sp. mineralizacja betonu, gipsu zmiana struktury
Salinibacterium sp. tworzenie kalcytu, struwitu materialéw
Halomonas sp.
utlenianie amoniakm
5 iazotandw (III) osypywanie sie tynku
NNWWMI o SP- do kwasdw azotowego (III i V) wysolenia
P powstawanie mzppsm.lnych
zwiazkdw
. rozkladu krzemiandw
P g;‘“”“ sp- e R naprezeniaw strukturze
= ';’”“‘“‘ Sp- Lwaséw materialéwiich pekanie
5P tworzenie solii chelatownie
TR jonéw metali
Chastomium sp. uzdolnienia celulolityczne wzrost wilgotnosci
Humicola sp. uzdolnienia lignolityczne materialow
Penicillium sp. uzdolnienia keratolityczne ohnizenie wytrzvmalosei
Trichoderma sp. tworzenie kwasow przebarwienia drewna
Alternaria sp. organicznych rozklad tkanki drewna
- organizmy pionierskie
Scytonema drilosiphon uwalnianie substancji
Apatococcus Lobatus litycznych tworzenie kwasdow erozjaidegradacja podioz
Chlorella sp. akumulacja wody w
komarkach
o i i i} = e cc
Brym sp. m;zhe:n.le zm;ciko'w zwiekszeniewilgotnosci
Ceratodon sp. tanie idéw w materialow, uszkodzenia
Murchantia sp. o mechaniczne
Lecanora sp. hmemwc;lch uszkodzenia mechaniczne
Cladonia sp. zwiazkéw metaboliczn b - ial6
Placynthium sp. tworzenie kwasow prze enia mat

Schemat 1. Rola organizméw w niszczeniu materialow zabytkowych

Organizmy zasiedlajgce obiekty budowlane mogg stanowié¢ rowniez zagrozenie dla
zdrowia ich uzytkownikow, co zwykle zwigzane jest z zanieczyszczeniem powietrza przez
mikroorganizmy i ich metabolity. Grzyby plesniowe Aspergillus flavus, Aspergillus
versicolor, Penicillium sp., Fusarium sp., Alternaria alternata mogag wytwarzac

mikotoksyny - zwigzki toksyczne dla czlowieka i zwierzat. Tworzenie mikotoksyn na



powierzchniach materiatbw budowlanych jest cecha szczepowa i zalezy od wielu
czynnikow biotycznych i abiotycznych.

Okreslenie roznorodnosci organizméw hodowalnych i niehodowalnych zasiedlajacych
zabytkowe materiaty budowlane przy wuzyciu zaré6wno klasycznych metod
mikrobiologicznych, jak i technik molekularnych jest kluczowe w doborze odpowiednich
metod dezynfekcji i zabezpieczenia. Nie bez znaczenia jest takze rodzaj materiatu (m.in.
struktura, porowato$¢ oraz wilasciwosci fizykochemiczne), na ktory ma by¢ nanoszony
biocyd. Roéwnie istotne, szczegdlnie dla materiatlow zabytkowych, sg informacje dotyczace
wczesniejszych aplikacji na dang powierzchni¢ roznych zwigzkéw chemicznych (Brycki
2006, 2012).

Po dokonaniu analizy jakos$ciowej 1 ilo§ciowe] organizmoéw zanieczyszczajacych dany
material oraz okre$leniu rodzaju i stanu jego eksploatacji nalezy wybra¢ metode
dezynfekcji. Wsréd metod fizycznych stosowanych w odniesieniu do obiektow
zabytkowych wymienia si¢ m.in. promieniowanie gamma i nadfioletowe (Mitran i wsp.
2002; Perkowski, Gozdziecki 2002; KatuSin-Razem i wsp. 2009; Havermans 2011),
plazme niskotemperaturowa (Pawcenis i wsp. 2012) czy dziatanie wysoka jak i niska
temperaturg (Wazny, Kurpik 2004). Najwicksze znaczenie w praktycznym zastosowaniu
maja jednak metody chemiczne, w ktorych do ograniczenia liczby drobnoustrojow do
poziomu niestwarzajacego zagrozenia stosuje si¢ mikrobiocydy zawierajace rdzne
substancje bojcze. Nalezy jednak pamigtac, ze kazda ze stosowanych metod dezynfekcji
musi by¢ przeprowadzona z duzg ostroznoscia tak, aby nie zniszczy¢ dezynfekowanego
materiatu, szczegolnie jesli jest to obiekt zabytkowy (Sterflinger, Pinar 2013).

Wybierajac dany $rodek przeznaczony do dezynfekcji i ochrony réznego rodzaju
materialdow nalezy takze zwrdci¢ uwage na jego prawne dopuszczenie do obrotu.
Do 1 wrzesnia 2013 r. obowigzywata Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady
o Produktach Biobdjczych 98/8/WE. Obecnie zastepuje ja Rozporzadzenie Parlamentu
Europejskiego i Rady (UE) nr 528/2012 z dnia 22 maja 2012 r. w sprawie udostepniania na
rynku 1 stosowania produktow biobdjczych. Organem administracji, ktory wydaje
pozwolenia na wprowadzenie do obrotu produktu biobojczego na terenie Polski jest Urzad
Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobéw Medycznych 1 Produktow Biobojczych
podlegajacy pod Ministerstwo Zdrowia. Z dniem 1 wrzesnia 2015 r., wedtug Komunikatu
Prezesa w/w Urzedu z dnia 9 wrzesnia 2015 r., w celu legalnego wejécia i pozostawienia
na rynku produktu biobdjczego koniecznym jest, aby dostawca substancji czynnej

produktu lub samego produktu znajdowat si¢ w wykazie dostawcoéw publikowanych przez
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Europejska Agencje Chemikaliow (ECHA), zamieszczonych w tzw. ,,Article 95 List” i
aktualizowanych na stronie internetowej ECHA.

Substancja czynna jest podstawowym skfadnikiem kazdego preparatu. Zgodnie z
Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr 528/2012 z dnia 22 maja
2012 r. w sprawie udostepniania na rynku i stosowania produktow biobdjczych substancja
czynna jest to “substancja dzialajagca na organizmy szkodliwe lub przeciwko nim Iub
mikroorganizm dziatajacy na organizmy szkodliwe lub przeciwko nim”. Moze nig by¢
zarOwno mieszanina dwoch lub wigcej zwigzkéw chemicznych jak 1 jeden zwigzek;
wirusy, bakterie, drozdze, plesnie, glony, pierwotniaki oraz mikroskopijne robaki
pasozytnicze; produkty fermentacji mikroorganizméw oraz olejki i ekstrakty z roslin i
mikroorganizmow. Wedlug wymienionego wyzej Rozporzadzenia z 2012 r. produkty
biobojcze zostaly podzielone na 4 kategorie i 22 grupy. Produkty wykorzystywane do
ochrony materiatbw budowlanych zawarte sg w kategorii I obejmujacej produkty
konserwujace W grupie 8 - srodki stosowane do konserwacji drewna i grupie 10 - srodki do
konserwacji konstrukcji murowanych. Czg$¢ substancji czynnych moze by¢ stosowana
tylko w jednej grupie z danej kategorii. Takim przyktadem jest kwas borowy, ktéry ze
wzgledu na swoje szkodliwe dziatanie na rozrodczos$¢ jako substancja czynna pozostat
tylko w grupie 8.

Zwiazki chemiczne wykorzystywane jako substancje czynne mozna podzieli¢ na kilka
grup: fenol 1 jego pochodne, chlorowce i ich pochodne, alkohole, aldehydy, zwigzki
utleniajgce, kwasy organiczne 1 nieorganiczne, zwiazki azotu i zwigzki nieorganiczne.
Najliczniejszg grupe zwigzkéw wykorzystywanych jako chemiczne inhibitory korozji
stanowig zwigzki azotu, w tym aminy alifatyczne jak np. N-(3-aminopropylo)-N-
dodecylopropano-1,3-diamina i czwartorzedowe sole alkiloamoniowe takie jak chlorek
didecylodimetyloamoniowy (Brycki 2006, Diaz-Herraiz i wsp. 2013).

Czwartorzedowe sole alkiloamoniowe, z uwagi na swo¢j amfifilowy charakter,
adsorbuja si¢ na powierzchniach ozywionych 1 nieozywionych, zwlaszcza tych, ktore
posiadaja tadunek ujemny. Oddziatywanie kulombowskie soli alkiloamoniowych z
ujemnie natadowang powierzchnig §ciany komorkowej mikroorganizméw jest pierwszym,
warunkujacym etapem ich biobdjczego dzialania. Natomiast adsorpcja tych zwigzkéw na
powierzchniach nieozywionych, zwlaszcza metalowych, powoduj¢ usunigcie z nich
czasteczek wody 1 wytworzenie monomolekularnej ochronnej warstwy soli
alkiloamoniowych, ktéra zabezpiecza material, m.in. przed korozja. Czwartorzedowe sole

alkiloamoniowe nie s3 zwigzkami reaktywnymi, dlatego tez ich adsorpcja na
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powierzchniach nie indukuje zadnych reakcji chemicznych. Natomiast z uwagi na polarny,
amfifilowy charakter zwigzki powyzsze moga tworzy¢ nietrwate, odwracalne kompleksy z
substancjami obecnymi na powierzchni materiatdéw technicznych (Jeffrey, 1994, Block,
2001, Holah i wsp., 2002, Paulus, 2005, Stanga, 2010, Ong i wsp., 2014, Nhung i wsp.,
2015).

Jak wynika z literatury, preparaty zawierajace chlorek benzylodimetyloalkioamoniowy
w stezeniu 17% nie uszkadzaja szkta 1 stali nierdzewnej (http://static.usp.org/
pdf/EN/referenceStandards/msds/1051001), natomiast produkt biobojczy zawierajacy te
sama substancj¢ czynng w st¢zeniu 50% , w roztworach uzytkowych nie jest korozyjny w
stosunku do wigkszo$ci tworzyw sztucznych, gumy, stali nierdzewnej, monelu, zelaza,
mosigdzu, aluminium, otowiu i cyny (www.stepan.com/pdfs/Bulletins/BTC675). Preparat
Free N Clear okreslany jako bezpieczny, zawiera 50% chlorek benzalkoniowy, i w
rozcienczeniu moze by¢ stosowany do zabezpieczania powierzchni nieporowatych,
drewna, ro$lin lub torfu (http://www.fda.gov/downloads/food/
ingredientspackaginglabeling/gras/noticeinventory/ucm377740).  Natomiast  stezony
chlorek benzalkoniowy nie jest zracy w stosunku do szkta (http://www.sciencelab.com).
Chlorek didecylodimetyloamoniowy nie jest korozyjny w stosunku do metali (Daus i wsp.,
2011). Preparat Fongimousse Plus zawierajacy 2,1g/1 chlorku benzalkoniowego i 0,7g/1
chlorku didecylodimetyloamoniowego, nie uszkadza metali do powlekania powierzchni
(cynk, otow), tworzyw sztucznych oraz szkta, jak rowniez nie uszkadza metali, kamienia i
cegly(http://m.zolpan.fr/peintures/CMS/Files/FicheTechnique/Zolpan/FongimoussePlus e
nglish2012.pdf). Produkt dezynfekcyjny Trigene II zawierajacy 50 g/l chlorku
benzalkoniowego i 75 g/l chlorku didecylodimetyloamoniowego, nie jest korodujacy i
moze by¢ stosowany na gumie, pokryciach winylowych 1 na wigkszo$ci twardych
powierzchni (https://archive.apvma.gov.au/advice_summaries/37226.pdf). Preparat BTC
1210 - 80% zawiera 32% chlorek benzalkoniowy oraz 48% chlorek
didecylodimetyloamoniowy i w rozcienczeniu nie jest korozyjny w stosunku do wigkszosci
tworzyw sztucznych, gumy, stali nierdzewnej, monelu, Zelaza, mosiagdzu, aluminium,
olowiu 1 cyny (http://www.stepan.com/pdfs/Bulletins/BTC121080.pdf).  Preparat
Omniclean firmy Coventry Chemicals zawierajgcy czwartorzedowe sole amoniowe, nie
jest zracy 1 nie wplywa negatywnie na powszechnie stosowane metale, tworzywa sztuczne,
drewno lub beton (http://coventrychemicals.com/international/ omniclean). Produkt
FOBOS M-4 firmy Luvena stuzacy do impregnacji drewna zawiera chlorek benzalkoniowy

w ilosci 17 g na 1 kg preparatu. Roztwory uzytkowe o stezeniu 30% nie obnizajg
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wytrzymato$ci drewna i1 nie powoduja korozji stali (http://www.dobreimpregnaty.pl/
images/stories/certyfikaty/Fobos_M-4_Aprobata_techniczna_2012.pdf). W patencie WO
2009/103990 czwartorzedowe sole amoniowe sg opisane jako mniej agresywne niz
zazwyczaj stosowane chemikalia do zabezpieczania zewngtrznych powierzchni, nie
powodujace uszkodzen powierzchni dekoracyjnych. Opisywany jest takze niekorodujacy
preparat zawierajacy czwartorzedowe sole amoniowe w stezeniu 40-60%, w tym chlorek
benzalkoniowy i/lub chlorek didecylodimetyloamoniowy, ktéry po rozcienczeniu stosuje
si¢ jako bezpieczny produkt biobdjczy do rdéznych powierzchni wykonanych m.in. z
kamienia, bruku, betonu, cegly, drewna, tworzyw sztucznych, szkla 1 piaskowca
(www.lens.org/images/patent/WO/2009103990/A2/WO_2009 103990 AZ2).

Z dotychczasowych badan wynika zatem, ze preparaty biobdjcze zawierajace
czwartorzedowe sole alkiloamoniowe jako substancje czynne, sg skuteczne w ograniczaniu
populacji  drobnoustrojow i1 nie powoduja uszkodzenia 1 zmian fizycznych
dezynfekowanych powierzchni.

Skuteczna ochrona materialow technicznych powinna dotyczy¢ nie tylko samego procesu
likwidacji czynnikéw biologicznych, ale takze umozliwi¢ zabezpieczenie tych powierzchni
przed ponownym zasiedleniem przez organizmy (schemat 2). Jedna z takich metod wydaje si¢
by¢ hydrofobizacja powierzchni zwigzkami o bardzo dobrych whasciwosciach adhezyjnych,
ktora przyczynia si¢ do ograniczenia mozliwosci jej zasiedlania przez organizmy (Brycki
2012). Po usunieciu organizméw odpowiedzialnych za proces biodeterioracji niezbedne jest
przede wszystkim zapewnienie odpowiednich warunkéw $rodowiska, gtéwnie zmniejszenia
wilgotno$ci spowodowanej m.in. wysokim poziomem wodd gruntowych, nieszczelno$cig
obiektow. Utrzymanie warunkow wilgotno$ciowych na okreslonym poziomie w znacznym

stopniu przyczyni si¢ do ograniczenia rozwoju organizmow na materiatach technicznych.
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Schemat 2. Etapy postgpowania w ochronie przed biodeterioracja

Prowadzac dezynfekcje nalezy pamietaé, ze celem tego procesu nie jest catkowita
eliminacja organizmow, a jedynie obnizenie ich liczebnosci do poziomu bezpiecznego.
Stworzenie warunkow jatowych, a nieusunigcie czynnika sprawczego jest dzialaniem
doraznym i moze przyczyni¢ si¢ do zasiedlenia danej powierzchni przez mikroorganizmy
niewrazliwe na zastosowane biocydy, ktorych eliminacja ze $rodowiska bedzie o wiele

trudniejsza.
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3. Cel

Celem gtéwnym projektu badawczego byt dobor bezpiecznych dla materii
zabytkowej 1 skutecznych $rodkéw biobojczych zapobiegajacych rozwojowi czynnikow
biologicznych (bakterie, grzyby strzepkowe, glony) oraz metod ich aplikacji.

W ramach badan przeprowadzono identyfikacje mikroorganizmow nichodowalnych
oraz korozyjnych metabolitow obecnych w probkach zabytkowych materiatlow
budowlanych. Etap tych badan byt uzupetlieniem I czeSci projektu nt: ,.Badania nad
korozjg biologiczna obiektéw na tereniec Muzeum Auschwitz- Birkenau w zakresie
rozpoznania i zwalczania czynnikéw biologicznych”.

Okreslono skuteczno$¢ bojcza zaréwno wobec drobnoustrojow hodowalnych, jak i
niehodowalnych.  Oceniono skuteczno$¢ zabezpieczenia badanych powierzchni
zabytkowych po stosowaniu wybranych preparatow dezynfekcyjnych, a takze preparatow
hydrofilowych i hydrofobowych w ramach wspoétpracy z zespotem Katedry Technologii

Materiatow Budowlanych Akademii Gorniczo-Hutniczej w Krakowie.
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4. Zakres projektu badawczego

Projekt: ,Badania w zakresie doboru preparatow chemicznych do zwalczania
mikroorganizmow i glonow oraz zabezpieczenia powierzchni drewnianych i mineralnych
przed ich rozwojem” realizowany w okresie 1.10.2013 - 30.10.2015 obejmowatl 5 zadan
badawczych (schemat 3).

« ldentyfikacja drobnoustrojow niehodowalnych oraz korozyjnych
metabolitow w historycznych obiektach budowlanych na terenie
Panstwowego Muzeum Auschwitz-Birkenau

* Dobdr substancji czynnych do zwalczania mikroorganizmow 1 glonow

* Dobor preparatow dezynfekcyjnych i ocena ich skutecznosci dziatania w
warunkach modelowych

* Ocena skutecznos$ci zabezpieczenia powierzchni drewnianych 1
mineralnych przed rozwojem grzybow, bakterii i glonow po zastosowaniu
preparatéw dezynfekcyjnych w warunkach modelowych i polowych

* Ocena skutecznosci zabezpieczenia powierzchni mineralnych przed
rozwojem mikroorganizmdw po zastosowaniu preparatow
dezynfekcyjnych 1/lub preparatoéw hydrofilowych oraz hydrofobowych w
warunkach polowych

Schemat 3. Zadania badawcze realizowane w ramach 1l etapu projektu
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5. Materialy i metody badawcze
5.1. Identyfikacja drobnoustrojow niehodowalnych oraz korozyjnych metabolitéw w
historycznych obiektach budowlanych na terenie Panstwowego Muzeum Auschwitz-

Birkenau

5.1.1. Material badawczy

Do badan nad identyfikacja drobnoustrojéw hodowalnych 1 niechodowalnych oraz
ich korozyjnych metabolitow pobrano 9 probek drewna i cegly w barakach murowanych
o nr inw. B-70, B-113, B-124 i B-145 na terenie Muzeum Auschwitz II-Birkenau.
Charakterystyke probek i opis miejsc ich pobrania zestawiono w tabeli 1.

Probki materialdéw oznaczone symbolami B/124/D/2/PL, B/145/D/1/PL (drewno),
B/124/C/2/PL (cegta), podzielono na dwie czesci; jedna z czgsci przechowywano
w komorze klimatycznej (Binder, Niemcy) przez okres 3 miesiecy w warunkach wysokiej
wilgotnosci wzglednej powietrza (RH= 80%) i podwyzszonej temperatury (28°C) w celu
aktywacji wzrostu mikroorganizméw obecnych na powierzchni materialow. Probki te
odpowiednio oznaczono i nazwano ,,przed aktywacjg” i ,,p0 aktywacji”.

Dodatkowo probki z cegly pobrano zarowno z powierzchni (oznaczone i nazwane
jako ,,powierzchnia, 0 cm”), jak rowniez z glgbszych warstw cegly (,,8-16 cm”). Analizy
chemiczne 1 mikroskopowe wymagaty dodatkowo uzycia probek kontrolnych w celach
poréwnawczych — kontrole stanowity probki cegly oraz drewna sosny pochodzace ze

sprzedazy detalicznej (rys. 1).

Rysunek 1. Schemat poboru probek z powierzchni 0 cm i glebokosci 8-16 cm
A - powierzchnia, 0 cm; B - glgbokos¢ 8 cm od powierzchni; C - glebokos¢ 16 cm od
powierzchni
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Tabela 1.

Charakterystyka i1 opis miejsc pobrania probek

Nr
inw. Nr probki Opis probki Miejsce poboru probki Material Ocena makroskopowa
baraku
Prycza przy $cianie potudniowej baraku Zawilgocenie, rozwarstwienie i
B-70 B/70/D/1/PL. | Bez aktywacji oq okna po stronie zachodniej, poziom | Drewno ubytki tkanki drewna
gorny, deska
.. Sciana dziatowa od strony zachodniej w .
B/113/T/1/PL. | Bez aktywacji umywalni; wysoko$é od gruntu 10 cm Tynk Osypywanie tynku
" Sciana dzialowa od strony zachodniej w Wybrzuszenia i osypywanie
B-113 | B/113/T/2/PL. | Bez aktywacji umywalni: wysokosé od gruntu 150 cm Tynk tynku
. Podtoga w pokoju blokowego oraz o
B/113/D/1/PL. | Bez aktywacji magazynie po stronie wschodniej Drewno Porazenie przez grzyb domowy
B/124/D/1/PL. | Bez aktywaji Podloga w pokoju b_Iokowego oraz Drewno ZaW|I_gocen|e, rozwarstwienie
magazynie po stronie zachodniej tkanki drewna
Przed aktywacja . . . L
Po aktywacji gazynie p ]
B-124 Podtoga w umywalni poinocnej,
B/124/C/1/PL. | Bez aktywacji odlegtos¢ 100 cm od Sciany szczytowej | Cegla Peknigcia materiatu
zachodniej 1 potnocnej
Przed aktywacjg; 0 cm Sciana dziatowa od strony poinocno-
B/124/C/2/PL Przed aktywacja; 8-16 cm | wschodniej w umywalni potudniowej; Ceol Peknieci teriatu
Po aktywacji; 0 cm naroznik, wysokos¢ od gruntu 10 cm cefa gknigela materia
Po aktywacji; 8-16 cm
) Drewno pochodzace z deskowania
Przed aktywacja baraku drewnianego; materiat Elementy strukturalne drewna
B-145 | B/145/D/1/PL historyczny, obecnie przechowywany Drewno zniszczone, rozwarstwienie
Po aktywacji we wnetrzu budynku wiokien
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5.1.2. Metodyka badawcza
5.1.2.1. Identyfikacja mikroorganizméw hodowalnych i niehodowalnych

Identyfikacj¢ drobnoustrojow wykonano w celu poréwnania metod: hodowlanej
wykrywajacej drobnoustroje zdolne do wzrostu w warunkach laboratoryjnych oraz dwoch
technik molekularnych na podstawie analizy metagenomowego DNA izolowanego
z badanych probek materialdow zabytkowych (metoda sekwencjonowania nowej generacji
Ilumina Sequencing i1 konstruowania bibliotek gendéw) pozwalajacych na detekcje zarowno

mikroorganizméw zdolnych do wzrostu, jak i niechodowalnych.

5.1.2.1.1. Metoda hodowlana

Identyfikacj¢ drobnoustrojow hodowalnych przeprowadzono dla wszystkich badanych
probek materiatow opisanych w tabeli 1.

Probki materialu odwazono (1 g materialu), a nastgpnie zawieszono w roztworze
fizjologicznym soli 1 wykonano posiew na podloze TSA z nystatyng (izolacja bakterii)
i Sabourauda z chloramfenikolem (izolacja grzybow). Inkubacje prowadzono
w temperaturze 25+0,5°C do 7 dni. Wyizolowane czyste kultury bakterii i grzybow
przenoszono odpowiednio na pozywki TSA oraz Czapek-Dox.

Wstepna identyfikacje bakterii przeprowadzono standardowymi metodami na podstawie
cech morfologicznych, barwienia metoda Grama oraz oceny uzdolnien biochemicznych z
wykorzystaniem testow API (bioMerieux). Przynalezno$¢ gatunkowa bakterii potwierdzono
metodami molekularnymi na podstawie sekwencjonowania fragmentu genu 16S rRNA.
Pojedyncze kolonie bakterii przeniesiono do pozywki TSB i inkubowano w temperaturze
28°C przez 24 godziny. Z badanych szczepéw wyizolowano DNA genomowe przy uzyciu
zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology), zgodnie z metodyka podang przez producenta.
Mieszaning reakcyjng przygotowano w objetosci 50 ul zawierajacej: 25 pl polimerazy (1,5
jednostki) REDTaq™ ReadyMix™ (Sigma), 0,4 pl roztworu kazdego z primerow (o stgzeniu
100 uM) 1 25 pl wody oraz 20 ng matrycowego DNA. Gen 16S rRNA amplifikowano metoda
PCR w termocyklerze MJ Mini Gradient Thermal Cycler (Bio-Rad) przy uzyciu starterow o
sekwencji: 5- AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGA-3’ (forward) 1 5’-
GGAGGTGATCCAGCGGC-3*  (reverse) dla  bakterii gramdodatnich oraz 5’-
AGAGTTGATCCTGGCTCAGAT-3* (forward) i1 5-GGAGGTGATCCAGCGGC-3’
(reverse) dla bakterii gramujemnych. Uzyskane produkty reakcji PCR analizowano technika
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elektroforezy w zelu agarozowym o stezeniu 1% (w/v). Amplifikowane produkty PCR
oczyszczono, a nastepnie poddano reakcji sekwencjonowania w firmie GENOMED S.A.

Identyfikacj¢ wyizolowanych grzyboéw przeprowadzono w oparciu o makroskopowe
i mikroskopowe cechy morfologiczne cechy wzrostu na podtozu Czapek-Dox wedtug kluczy
diagnostycznych (Domsch et al. 1993; Samson et al. 2006). Pojedyncze kolonie grzybow
przeniesiono na pozywke Sabourauda i inkubowano w temperaturze 25+0,5°C do 5 dni.
Przynalezno$¢  gatunkowa  wybranych  grzybow  strzepkowych  przeprowadzono
w oparciu o sekwencje regionu ITS1 (internal transcribed spacer). Izolacje genomowego
DNA wykonano przy uzyciu zestawu Bead-Beat Micro Gravity (A&A Biotechnology).
Reakcje PCR prowadzono w objetosci 50 pl. W sktad mieszaniny reakcyjnej wchodzito:
5 ul (~50 ng) genomowego DNA wyizolowanego z probki, 25 pl 2xPCR Master Mix Plus
High GC (A&A Biotechnology), 0,2 ul kazdego ze starterow o st¢zeniu 100 mM i 19,6 pl
wody jatowej. Region ITS1 amplifikowano przy uzyciu starteréw: ITS1 5°-TTC GTA GGT
GAA CCT GCG G -3’1 ITS4 5°-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3” w cyklu sktadajacym
si¢ z denaturacji wstepnej w 94°C przez 2 min., denaturacji w 94°C przez 30 s, przylaczania
starterow w 54°C przez 45 s (30 powtorzen), elongacji 72°C przez 1 min.
1 elongacji koncowej w 72°C przez 5 min. Fragmenty DNA uzyskane w wyniku reakcji
amplifikacji oczyszczano za pomocg zestawu Clean-Up AX (A&A Biotechnology). Produkty
PCR zawieszono w buforze 10 mM Tris-HCl (pH 8.0) do stezenia 100 ng/ul
i sekwencjonowano w firmie GENOMED S.A.

Otrzymane sekwencje nukleotydowe genu 16S rRNA dla bakterii i regionu ITS1 dla
plesni poréwnano za pomocg programu BLAST 2.2.28+ z sekwencjami dostepnymi
w National Center of Biotechnology Information Database.

Badania wykonano w Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki
L.odzkie;.

5.1.2.1.2. Metoda konstruowania bibliotek genéw
Metod¢ konstruowania bibliotek gendw wykorzystano do identyfikacji bakterii
nichodowalnych w 6 probkach materiatow oznaczonych symbolami B/70/D/1/PL,
B/113/T/1/PL, B/113/T/2/PL, B/113/D/1/PL, B/124/D/1/PL, B/124/C/1/PL.
Izolacja DNA metagenomowego
DNA metagenomowe wyizolowano bezposrednio z probek materiatu (0,5 g),

z zastosowaniem zestawu Fast DNA kit for Soil (MP Biomedicals), zgodnie z instrukcja
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producenta. Uzyskane metagenomowe DNA analizowano technikg elektroforezy w zelu
agarozowym o stezeniu 1% (w/v).
Amplifikacja fragmentu genu kodujgcego 168 rRNA

Matryce do reakcji amplifikacji stanowilo metagenomowe DNA wyizolowane
bezposrednio z probek materiatow. Mieszaning reakcyjng przygotowano w objetosci 50 pl
zawierajacej: 25 ul polimerazy (1,5 jednostki) REDTaq™ ReadyMix™ (Sigma), 0,4 nl
roztworu kazdego z primerdéw (o stezeniu 100 uM) i 25 pl wody oraz 20 ng matrycowego
DNA. Gen 16S rRNA amplifikowano metoda PCR w termocyklerze MJ Mini Gradient
Thermal  Cycler  (Bio-Rad)  przy  uzyciu  startera  341f o  sekwencji:
5’CCTACGGGAGGCAGCAG3’ (forward) 1 907r 5CCCCGTCAATTCATITGAGTTT3
(reverse) (Muyzer i wsp., 1993; Muyzer i wsp., 1996). Do amplifikacji genu 16S rRNA
stosowano cykl sktadajacy si¢ z denaturacji wstepnej (94°C, 2 min.), a nastepnie 30 cykli
obejmujacych: denaturacje (94°C, 1 min.), hybrydyzacj¢ starterow (47°C, 1 min.), elongacje
(72°C, 2 min.) oraz koncowej elongacji DNA (72°C, 3 min.).

Uzyskane produkty reakcji PCR analizowano technika elektroforezy w zelu agarozowym
o stezeniu 1% (W/v).
Konstruowanie bibliotek genow 16S rRNA

Otrzymany produkt PCR poddano ligacji z komercyjnym wektorem plazmidowym

pGEM-T Easy Vector (Promega), postgpujac zgodnie z instrukcjg producenta. Mieszaning
reakcyjng przygotowano w objetosci 10 ul zawierajacej: 5 pl buforu (2x Rapid Ligation
Buffer, T4 DNA Ligase), 1 ul wektora (pGEM - T Easy Vector), 1 ul ligazy (T4 DNA
Ligase), 2 ul produktu PCR i 1 pl wody. Reakcje prowadzono w temperaturze 4°C przez 16
godzin. Wynik reakcji sprawdzono z zastosowaniem techniki elektroforezy w 1% (w/v) zelu
agarozowym. Otrzymane DNA wprowadzono do komorek Escherichia coli JM109 High
Efficiency Competent Cells (Promega), post¢pujac zgodnie z instrukcja producenta.
Zawiesing transformowanych komorek kompetentnych wysiano na podtoze LB (Luria
Bertani) zawierajace ampicyling (75 ul / 100 ml), IPTG (200 pl / 100 ml) i S - Gal (30 mg /
100 ml) icytrynian zelazowo - amonowy (50 mg / 100 ml). Selekcji transformantow
dokonywano na podstawie koloru kolonii. Do dalszej analizy pobierano kolonie koloru
biatego, wyroslte po 24 - godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C.
Skrining bibliotek genow 168 rRNA

W celu potwierdzenia obecnosci insertu pobrano po 48 bialych kolonii z kazdej proby po
transformacji. Stanowily one bezposrednio matryce w reakcji PCR, z zastosowaniem
uniwersalnych starterow T7 5S’TAATACGACTCACTATAGGGY 1 SP6
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5’ATTTAGGTGACACTATAGAATAC3’. Do amplifikacji insertu stosowano cykl
sktadajacy si¢ z denaturacji wstepnej (94°C, 2 min.), a nastepnie 35 cykli obejmujacych:
denaturacj¢ (94°C, 1 min.), hybrydyzacje starterow (46°C, 40 sek.), elongacje (72°C,
1 min.) oraz koncowej elongacji DNA (72°C, 3 min.). Wielkos¢ produktu PCR sprawdzono
technikg elektroforezy w 1% zelu agarozowym.

Amplifikowane produkty PCR oczyszczono, a nastgpnie poddano reakcji
sekwencjonowania w firmie GENOMED S.A. Otrzymane w wyniku sekwencjonowania,
sekwencje nukleotydowe genu 16S rRNA poréwnano za pomocg programu BLASTN 2.2.27+
z sekwencjami dostepnymi w The National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Analize wykonano w Instytucie Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Politechniki

Lodzkiej.

5.1.2.1.3. Metoda sekwencjonowania nowej generacji lllumina Sequencing

Metode sekwencjonowania nowej generacji Illumina Sequencing wykorzystano do
identyfikacji nichodowalnych bakterii oraz grzybow w probkach materiatow oznaczonych
symbolami B/124/D/2/PL. (przed i po aktywacji), B/145//D/1/PL (przed i po aktywacji),
B/124/C/2/PL (przed i po aktywacji, na powierzchni ,,0 cm” oraz ,,8-16 cm”).
Izolacja DNA metagenomowego

0,5 — 1,0 g materialu zamrozono z zastosowaniem cieklego azotu, a nastgpnie
rozdrobiono przy uzyciu mozdzierza. DNA metagenomowe izolowano z 0,5 g probki drewna
10,25 g cegly z uzyciem zestawu PowerBiofilm DNA extraction kit (MO-BIO Laboratories,
Carlsbad, CA) zgodnie z instrukcjg producenta. Stezenie wyizolowanego DNA mierzono z
zastosowaniem Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen/Life Technologies, Carlsbad, CA).
Amplifikacja fragmentu genu kodujgcego 16S rRNA oraz regionu 1TS1

Gen 16S rRNA bakterii amplifikowano z uzyciem uniwersalnych starterow 519F
1 806R (Wuchter et al., 2013), przy czym primer 519F zostat zmodyfikowany poprzez
dodanie sekwencji M13 na koncu 5'. Mieszaning reakcyjng przygotowano w objetosci 50 pl
zawierajacej: 5-10 pl DNA, 25 ul polimerazy 2x Phusion Master Mix, 10 pmol kazdego z
starterow M13-519F i 806R.
W celu amplifikacji regionu ITS1 dla grzybéw zastosowano primery: ITS1FI2 (forward)
zawierajacy sekwencje M13 na koficu 5° 1 ITS2 (reverse) (Schmidt i wsp., 2013, White
1 wsp., 1990). Mieszaning reakcyjng zawierajaca: 5-10 pl DNA, 25 pl polimerazy 2x
DreamTaq Green Master Mix, 10 pmol kazdego z primerow M13-1TS1FI2 i ITS2 oraz 0.5 M
betainy przygotowano w objetosci 50 pl.
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Reakcje PCR zaréwno dla bakterii i grzybow prowadzono w cyklu skladajacym sig
z denaturacji wstepnej (98°C, 1 min.), a nastepnie 30 cykli obejmujacych: denaturacje (98°C,
10 sek.), hybrydyzacje starterow (52°C, 20 sek.), elongacje (72°C, 10 sek.) oraz koncowe;j
elongacji DNA (72°C, 5 min.). Produkty amplifikacji analizowano w 1% (w/v) Zzelu
agarozowym zawierajagcym SYBRSafe (Invitrogen, Carlsbad, CA).
High-throughput sequencing

Produkty reakcji PCR dla grzybow i bakterii oczyszczono przy uzyciu zestawu AMpure
(Agencourt Bioscience Corporation, MA, USA), a nast¢pnie wykorzystano jako matryce (w
ilosci 10 pl) w kolejnej reakcji PCR zawierajacej specyficzne sekwencje adapterowe (12nt)
dodane do M13. Produkty PCR znakowano z starterami adapterowymi w 6-stopniowym
cyklu. Znakowane produkty PCR potaczono w réwnomolowych objetosciach,
odpowiadajacych 500 ng DNA/ml 1 poddano reakcji  sekwencjonowania
z zastosowaniem sekwenatora lllumina MiSeq w Oklahoma Medical Research Foundation,
(Oklahoma City, OK, USA). Otrzymane biblioteki genow dla bakterii i grzybow analizowano
z uzyciem programéw bioinformatycznych Trimmomatic (Bolger i wsp., 2014), USEARCH
ver. 7 (UPARSE) (Edgar, 2013) oraz QIIME ver. 1.8.0 (Caporaso
i wsp., 2010).

Otrzymane w wyniku reakcji sekwencjonowania sekwencje nukleotydowe pogrupowano
w oparciu o 97 % stopien podobienstwa. Do okreslenia przynaleznosci taksonomicznej
bakterii zastosowano Ribosomal Database Project (Wang i wsp., 2007) oraz baz¢ danych
Greengenes database (http://greengenes.lbl.gov; McDonald i wsp., 2012), w przypadku
grzybow natomiast baze danych UNITE (http://unite.ut.ee/repository.php; Koljalg i wsp.,
2013). Analiz¢ wykonano w Center of Biocorrosion, Oklahoma University, Norman, USA.

5.1.2.2. Identyfikacja metabolitow korozyjnych

Celem tego etapu badawczego byto wykazanie, ktore drogi metaboliczne uczestniczg w
procesie biodeterioracji badanego materiatu zabytkowego. Cel szczegoétowy obejmowat
identyfikacje metabolitow (analiz¢ metabolomu) w probkach cegly i drewna pobranych
z budynkéw na terenie Muzeum Auschwitz Il-Birkenau metoda HPLC-QTOF-MS
pozwalajaca zidentyfikowac¢ szlaki metaboliczne, ktore sa aktywne w probce oraz zwiazki
chemiczne mikrobiologicznego pochodzenia, ktére mogg mie¢ potencjat korozyjny. Ponadto
w badaniach oceniano czy proces aktywacji (przechowywania probek w wysokiej
temperaturze 1 wilgotno$ci wzglednej powietrza) sprzyja syntezie metabolitow oraz

uaktywnia nowe szlaki metaboliczne odpowiedzialne za biodeterioracje zabytkowych
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materiatlow. Analize¢ metabolomu w probkach materialdéw zabytkowych wykonano
w Center of Biocorrosion, Oklahoma University w Norman, USA.
Przygotowanie probek do analizy

Do ekstrakcji uzyto 1 g ceglty B/124/C/2/PL (przed i po aktywacji, na powierzchni
,0 cm” oraz ,8-16 cm”) oraz 0,2 g drewna B/124/D/2/PL (przed i po aktywacji),
B/145//D/1/PL (przed i po aktywacji) zdezintegrowanych w mozdzierzu. Probki byty
poczatkowo zakwaszone w 4 ml 4N roztworu HCI przez 30 minut, nast¢pnie sonifikowane w
tazni wodnej. W kolejnym etapie probki ekstrahowano 2-krotnie w octanie etylu, po czym
faze organiczng odparowano do sucha przy statym przeptywie azotu. Przed nastrzykiem do
analizy chromatograficznej metoda HPLC-QTOF-MS probki byly zawieszone w 100 ul
izopropanolu. Probki analizowano w 3-krotnym powtorzeniu.
Warunki rozdziatu LC-QTOF-MS

Do analizy wykorzystano metod¢ chromatografii cieczowej ze spektrometria mas
HPLC-QTOF-MS typu Kwadrupol-Czas Przelotu (Liquid Chromatography with Hybryd
Quadrupole Flight Time of Mass Spectrometry) w trybach:
1) jondéw ujemnych,
2) jondow dodatnich.
Pomiedzy analizowanymi probkami 2-krotnie przepuszczano probke odniesienia
(izopropanol). Warunki analizy oraz aparatura w trybie jondw ujemnych i1 dodatnich byly
odpowiednio:

1) dla jonéw ujemnych:

e Pompa Agilent 1290 Binary
o Poziom przeptywu: 0,4 ml/min.
o Czas przeptywu: 40 min.
o Wyplukiwanie gradientowe
o Rozpuszczalnik B: 100% acetonitryl z 0,1% kwasem mrowkowym
o Rozpuszczalnik A: 90% HPLC H,0 z 10% acetonitrylem z 0,1% kwasem
mréwkowym
e Autosampler do Chromatografii Cieczowej Agilent 1290
o Temperatura: 7°C
o Objetos¢ nastrzyku: 5 ul
e Termostatowana Kolumna Agilent 1290
o Temperatura: 40°C
o HPLC kolumna: ACQUITY UPLC® HSS C18 SB 1,8 um 2,1 x 100 mm
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o Prekolumna: VanGuard ACQUITY UPLC® HSS C18 SB 1,8 um 2,1 x 5 mm
e Spektrometr Mas: Agilent G6538A Quadrupole - Time of Flight Detektor

o Podwdjne zrodto jonizacji ESI

o Temperatura: 325°C

o Ujemna polarnos$¢

o Napigcie kapilarne: 3500 V

o Napiecie zrodta: 160 V

o Zakres mas: m/z 50 - 1100

o Masy referencyjne: m/z 112,985587 oraz 1033,9881 (dla kalibracji)

o Poziom skanowania: 1 spektrum/1 sek.

Tabela 2. HPLC gradient rozpuszczania w trybie jonéw ujemnych

Czas (min.) Poziom rozpuszczalnika B (%0)
0-3 15
3-25 15— 95
25-30 95
30-35 95 — 15
35-40 15

2)  dlajonéw dodatnich:

e Pompa Agilent 1290 Binary
o Poziom przeptywu: 0,3 ml/min.
o Czas przeptywu: 46 min.
o Wyplukiwanie gradientowe
o Rozpuszczalnik B: 100% acetonitryl z 0,1% kwasem mréwkowym
o Rozpuszczalnik A: 90% HPLC H,0 z 10% acetonitrylem z 0,1% kwasem
mrowkowym
e Autosampler do Chromatografii Cieczowej Agilent 1290
o Temperatura: 7°C
o Objetos¢ nastrzyku: 5 ul
e Termostatowana Kolumna Agilent 1290
o Temperatura: 20°C
o HPLC kolumna: ZIC™-HILIC (The Nest Group, Inc.) 150 x 4,6 mm, 5 um 200
o Prekolumna: SeQuant ZIC®-HILIC 5um PEEK 20 x 2,1 mm
e Spektrometr Mas: Agilent G6538A Quadrupole - Time of Flight Detektor

o Podwdjne Zrédlo jonizacji ESI



o Temperatura: 325°C

o Dodatnia polarno$¢

o Napiecie kapilarne: 3500 V

o Napigcie zrodta: 160 V

o Zakres mas: m/z 50 - 1100

o Masy referencyjne: m/z 121,050873; 922,009798 (dla kalibracji)
o Poziom skanowania: 1 spektrum/1 sek.

Tabela 3. HPLC gradient rozpuszczania w trybie jonow dodatnich

Czas (min.) Poziom rozpuszczalnika B (%0)
0-30 80 — 20
30-31 20— 5
31-38 5
38-39 5—80
39 - 46 80

Analiza danych

Analiz¢ danych surowych pikéw spektrofotometrycznych przeprowadzono zgodnie z
systemem bioinformatycznym IDEOM wersja 19 (Creek i wsp., 2012) stosujac XCMS
Centwave dla detekcji pikow (Tautenhahn i wsp., 2008) oraz mzMatch.R dla usrednienia
pomiedzy powtorzeniami (Scheltema 1 wsp., 2011). Oceniane cechy (struktura danych, ktora
zazwyczaj reprezentuje pojedynczy i unikalny zwigzek chemiczny) byly poréwnywane z
systemem IDEOM wersja Bazy Danych Metabolitow, Gendéw 1 Genomow (KEGG) uzywajac
zarOwno mas molowych, jak 1 czasu retencji HPLC. Po identyfikacji metabolitow wykonano
analizg statystyczng metoda heat-maps wyliczong na podstawie IDEOM uzywajac R
Metabolomic Statistical Package. Réwniez metabolity byly porownywane z baza danych
Metabolic Pathway Database Pathos.

5.1.2.3. Ocena mikroskopowa stanu biokorozji powierzchni materialow

Analizowane probki zabytkowych materiatow - ceglty B/124/C/2/PL (powierzchnia oraz
na glebokosci 8-16 cm), drewna B/124/D/2/PL oraz drewna B/145/D/1/PL przed okresem
aktywacji oraz po 3 miesigcach przechowywania w warunkach wysokiej wilgotnos$ci
powietrza 1  podwyzszonej  temperaturze, poddano  ocenie = mikroskopowe;j
z wykorzystaniem skaningowego mikroskopu elektronowego o wysokiej rozdzielczo$ci
FESEM (Field Emission Scanning Electron Microscope). Badania przeprowadzono na

mikroskopie elektronowym skaningowym FESEM firmy Zeiss SUPRA S55VP przy réznym
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powigkszeniu z systemem do wizualizacji fotografii w Montana State University, Image and
Chemical Analysis Laboratory, w Bozeman, USA. Probki historycznego materialu
poréwnywano z probkami kontrolnymi nowej cegly i drewna. Sporzadzono dokumentacje
fotograficzna.

Analiza obrazow mikroskopowych uzyskanych metoda FESEM miata na celu ocen¢
stopnia rozwoju drobnoustrojow oraz degradacji zabytkowych materiatow budowlanych,
a takze odpowiedz na pytanie czy drobnoustroje obecne na powierzchni badanych materiatéw
sa odpowiedzialne za ich niszczenie. Ponadto w badaniach oceniano czy proces aktywacji
(przechowywania probek w wysokiej temperaturze i1 wilgotnosci wzglednej powietrza)

sprzyja rozwojowi konkretnych grup drobnoustrojow i postepujacej degradacji materiatu.

5.2. Dobor substancji czynnych do zwalczania mikroorganizmow i glonow
5.2.1. Material badawczy
5.2.1.1. Zwigzki wykorzystywane w analizach

Na podstawie wykazu preparatow biobdjczych dostgpnych na stronie Urzedu
Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobow Medycznych i Produktow Biobdjczych do
badan wytypowano substancje czynne dostgpne w handlu:
— chlorek dodecylidimetyloamoniowy (CAS 7173-51-5 firmy LONZA AG);
— N-(3-aminopropylo)-N-dodecylopropano-1,3-diamina (CAS 2372-82-9 firmy LONZA AG);
— nadtlenek wodoru (CAS 7722-84-1, firmy Evoniok);
— aldehyd glutarowy (CAS 111-30-8, firmy BASF);
— podchloryn sodu (CAS 7681-52-9, firmy Solvay S.A. Belgium);
— kwas borowy (CAS 10043-35-3, firmy Alfa Cesar);
— kwas L-mlekowy (CAS 79-33-4, firmy Sigma Aldrich).

Stezenia wyzej wymienionych substancji czynnych dobrano w oparciu o wartosci
stezen tych zwigzkéw zawartych w roznych preparatach biobojczych dostepnych do obrotu na
terenie Rzeczpospolitej Polskiej 1 rekomendowanych przez Urzad Rejestracji Produktow

Leczniczych, Wyrobow Medycznych i Produktow Biobojczych (tabela 4).
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Tabela 4. Zwiazki wykorzystywane w badaniach

Zwiazek Oznaczenie Zakres ba?c;;iyc}l stezen
chlorek dodecylidimetyloamoniowy ChMa 12;10;7;3; 2;0,2; 0,02
N_-(3-_am|nopropylo)-N-dodecylopropan0-1,3- NNAM 5: 2: 0.5: 0.2: 0,02
diamina
nadtlenek wodoru Ntwd 15; 10; 7; 5; 2; 0,2; 0,02
aldehyd glutarowy AlGI 10; 5; 4; 2; 0,2; 0,02
podchloryn sodu PhSo 7;5;2;0,2;0,02
kwas borowy KwBr 12; 8; 5; 2; 0,2; 0,02
kwas L-mlekowy KwLm 10; 8;4; 2;0,2

5.2.1.2. Analiza mikrobiologiczna

Skuteczno$¢ dziatania zwigzkéw zostala sprawdzona na 6 szczepach bakterii

1 8 grzybow strzgpkowych wyizolowanych z powierzchni drewnianych 1 murowanych

w | etapie Projektu (tabele 5 i 6). Mikroorganizmy przechowywano na skosach: bakterie na

pozywce TSA (Tryptic Soy Agar, Merck, Germany), plesniec na MEA (Malt Extract Agar,

Merck, Germany) w temperaturze 4°C. W celu uaktywnieniach szczepow sterylng ezg

pobierano biomas¢ ze skoséw i przenoszono do pozywek: bakterie do TSB (Tryptic Soy

Broth, Merck, Germany), grzyby na nowe skosy MEA. Hodowle inkubowano w temperaturze
30°C przez 24 — 48 godzin (bakterie) i 27°C przez 5 dni (plesnie).

Tabela 5. Szczepy bakterii, dla ktérych wyznaczano skuteczno$¢ dziatania zwigzkow

Szczep WZ.mSt bakterii . Zrédlo Wystepowanie*
na pozywce agarowej
Szczep wyizolowany z
probki drewna (169/M1)
Pseudomonas pobranej w baraku o nrinw. | Drewno - 2 probki
fluorescens B-169 z pionowej belki Tynk i cegla - 6
1/1/1 pryczy znajdujacej si¢ przy | probek

$cianie zachodniej baraku na
wysokosci od gruntu 5 cm

Staphylococcus
equorum
179J/2012

Szczep wyizolowany z
probki tynku (113/M-W6)
pobranej w baraku o nr inw.
B-113 ze $ciany dzialowe;j
potnocnej, w srodkowej
czesci budynku po lewej
stronie na wysokos$ci od
gruntu 50 cm

Drewno - 5 probek
Tynk 1 cegla - 7
probek
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Bacillus cereus

Szczep wyizolowany z
probki drewna (114/M39)
pobranej w baraku o nr inw.

Drewno - 9 probek
Tynk i cegla - 16

11/39/4 B-114 z podtogi w lewym ;
pomieszczeniu blokowego | Probek
oraz magazynie
Szczep wyizolowany z
. probki drewna (169/M3) ) .
n?)?gcl)lilduess pobranej w baraku o nr inw. ?}r’i\{{v?zegz ap _rolbzek
/3/1 B-169 z bocznej poziomej probek

deski pryczy stojacej przy
poludniowej $cianie baraku

Sporosarcina

Szczep wyizolowany z
probki tynku (70/M8)
pobranej w baraku o nr inw.
B-70 ze $ciany dziatlowej od
strony poludniowej w

Drewno - 2 probki

aquimarina lewym pomieszczeniu Ty’nk icegla-5
V/8/1 blokowego oraz magazynie | PrObek
na wysokosci od gruntu 10
cm, w odlegltosci od
prawego naroznika 90 cm
Szczep wyizolowany z
probki tynku (70/M9)
pobranej w baraku o nr inw.
Rhodococcus B-70 ze Sciany dmgiowej od | brewno - 1 préobka
fascians ftrony P Ohlqmowej v Tynk i cegla -5
19/3 ewym pomieszczeniu probek

blokowego oraz magazynie
na wysokosci od gruntu 100
cm, w odlegtosci od
prawego naroznika 90 cm

*Wystepowanie szczepéw danego gatunku w probkach drewna oraz tynku i cegty pobranych z powierzchni

obiektow na terenie PMA-B
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Tabela 6. Szczepy grzybow strzgpkowych, dla ktorych wyznaczano skutecznosé dziatania

zwigzkow
Wzrost plesni - —_
Szczep . . Zrodlo Wystepowanie
na pozywce agarowej
. Szczep wyizolowany z
probki drewna (159/M55)
. pobranej w baraku o nrinw. | Drewno - 10
Alternaria . . ,
B-159 z belki przy §cianie | probek
alternata . . )
159/55 péinocnej budynku, Tynk i cegla - 13

Cladosporium
cladosporioides
159/55

Engyodontium

czwartej od wejscia, na
wysokosci od gruntu 120
cm

probek

Szczep wyizolowany z
prébki drewna (159/M55)

pobranej w baraku o nr inw.

B-159 z belki przy $cianie
poinocnej budynku,
czwartej od wejscia, na
wysokosci od gruntu 120
cm

Drewno - 16
probek

Tynk i cegla - 16
probek

Szczep wyizolowany z
probki drewna (70/M15)

pobranej w baraku o nr inw.

Drewno - 3 probki

album B-70 z siédmej pryczy przy | Tynk i cegta - 10
70/15 Scianie potudniowej baraku | probek
od okna po stronie
zachodniej, poziom gorny
Szczep wyizolowany z
- probki drewna (114/M39) .
Penicillium . : Drewno - 5 probek
citreoniarum pobranej w baraku o nr inw. Tynk i cegla - 4
114/39 B-114 z podtogi w pokoju b &
blokowego oraz magazynie | PT°!
od strony wschodnigj
Szczep wyizolowany z
- probki drewna (113/M25) ) L
Pce(;]r:]cn':llj'#g” pobranej w baraku o nr inw. ?;i\{(v?iegzi;-mlbkl
113/25 B-113 z podtogi w pokoju probka

blokowego oraz magazynie
po stronie zachodniej
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Szczep wyizolowany z
probki drewna (113/M25)
pobranej w baraku o nr inw.
B-113 z podtogi w pokoju
blokowego oraz magazynie
po stronie zachodniej

Drewno - 6 probek

Tynk i cegla - 5
probek

Chaetomium
globosum
113/25

Szczep wyizolowany z
probki tynku z
nawarstwieniami
malarskimi (110/M21)
pobranej w baraku o nr inw.
B-110 na $cianie od strony
wschodniej, pod szostym
oknem liczac od $ciany
potnocnej, wysokos¢ od
gruntu 40 cm

Drewno - 6 probek

Tynk i cegla -5
probek

Aspergillus
fumigatus
110/21

Szczep wyizolowany z
probki tynku z
nawarstwieniami
malarskimi (138/M50) Drewno - 16
pobranej w baraku o nr inw. | probek

B-138 ze $ciany dzialowej | Tynk i cegta - 16
od strony wschodniej w probek
srodkowej czesci baraku,
wysokos¢ od gruntu 100 cm
odlegtos¢ od belki 50 cm

Cladosporium
cladosporioides
138/50

*Wystepowanie szczepéw danego gatunku w probkach drewna oraz tynku i cegly pobranych z powierzchni
obiektow na terenie PMA-B

5.2.1.3. Analiza algologiczna
Aktywacja plech glonow

Do badan wykorzystano przekazane przez Panstwowe Muzeum Auschwitz-Birkenau
w Os$wigcimiu materiaty techniczne (cegta, drewno), zainfekowane plechami glonéw. Podj¢to
proby przeniesienia glonéw 1 wyhodowania ich na pozywkach mikrobiologicznych, jednak
nie uzyskano pozytywnych rezultatow hodowli. Podjeto zatem decyzj¢ o przeprowadzeniu
badan bezposrednio na materiatach technicznych, ktére poddano procesowi biologicznej
aktywacji w laboratorium przez okres dwoch miesiecy. Proces ten polegal na umieszczeniu
materiatow, na ktorych w ocenie wizualnej obecne byty glony, w warunkach optymalnych dla
ich rozwoju. Warunki laboratoryjne umozliwity aktywacje wzrostu glonéw i rozrost plech.

Cegly charakteryzujace si¢ objawami skazenia algologicznego umieszczono w szklanej
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komorze o utrudnionej cyrkulacji powietrza (fot. 1). Dno komory wystano bibutg. W celu

zapewnienia warunkow faworyzujacych rozwo6j komorek glonéw 1 prawidlowe

przeprowadzanie procesu fotosyntezy, komor¢ naswietlano sztucznym $wiatlem o natezeniu

20 um01><m'2><s'1

w cyklu dobowym 16/8 godzin dnia do nocy. Temperatur¢ w komorze
utrzymywano w zakresie od 23 do 26 °C. Dno komory codziennie zwilzano wodg o objetosci
0,5 I, dzigki czemu materialy znajdowaly si¢ w warunkach podwyzszonej wilgotnosci, ktora
w ciggu doby wahala si¢ w zakresie 60 do 73%.

Podczas biologicznej aktywacji plech glonow, powierzchnie materialdéw zraszano

dwukrotnie na dob¢ 10 ml wody o okreslonych parametrach fizycznych i chemicznych

(tabela 7).

Tabela 7. Parametry fizyczne i chemiczne wody wykorzystywanej do aktywacji plech
lonow

Temperatura | Przewodnictwo Twardosé Twardosé Odczyn wody
wody elektrolityczne ogélna weglanowa [pH]
[°C] [pS] [dGH] [°n]
27 401 15 9 8,33
Amoniak Azotyny Azotany Ortofosforany Zelazo
[mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l] [mg/l]
0 0,4 5 0,5 0,005

Na skutek aktywacji glonéw na ceglach uzyskano plechy, ktoére w przewazajacej
czesci sktadaty si¢ z kolonii sinicy z rodzaju Chroococcus.

Podj¢to proby izolacji pojedynczych kolonii sinic Choroococcus sp. i Chroococcus
varius oraz zielenic, ktore w niewielkiej ilo$ci obecne byly na aktywowanych materiatach —
Apatococcus lobatus i Chlorella sp. Nie udato si¢ jednak uzyska¢ monokultur tych glonow,
poniewaz w warunkach laboratoryjnych kazda z prob przerastaly sinice z rodzaju

Chroococcus.
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Fotografia 1. Podtoza skazone glonami umieszczone w szklanej komorze

5.2.2. Metodyka badawcza
5.2.2.1. Analiza mikrobiologiczna
Przygotowanie inokulum

Ptynne hodowle bakterii (w 20ml pozywki TSB) po 24 godzinach inkubacji
odwirowano (6000xg, 10minut). Supernatant zlano, a pozostata biomas¢ zawieszono w 20 ml
soli fizjologicznej (0,85% NaCl). Kolejno 0,1ml zawiesiny przeniesiono do 9,9 ml soli
fizjologicznej. Skosy z 5-dobowymi hodowlami ple$ni przemyto sterylng wodg destylowang z
dodatkiem 0,01% Tween®80. Liczbe drobnoustrojow w tak przygotowanych zawiesinach
okreslono metoda plytkowa (bakterie) i w komorze Thoma (plesnie). Gestos¢ inokulum
ustalono na poziomie 10’ jtk /ml dla bakterii i 10° jtk/ ml dla plesni.
Okreslenie wartosci stezen hamujgcych rozwdj drobnoustrojow

W celu sprawdzenia wrazliwo$ci drobnoustrojoéw na dzialanie badanych preparatéw
zastosowano metode dyfuzyjno-kragzkowa. Na powierzchnie pozywek agarowych - TSA dla
bakterii, MEA dla ple$ni umieszczonych w szalkach Petriego naniesiono po 0,1 ml inokulum
bakterii lub ple$ni (monokultury) i rdwnomiernie rozprowadzono po powierzchni pozywki
sterylnym gtadzikiem. Kolejno sterylne krazki bibutowe nasaczano w przygotowanych
roztworach zwigzkéw w stezeniach podanych w tabeli 1 i kladziono na powierzchni pozywki.

Na kazdej ptytce utozono w réwnych odstepach po 2-3 krazki nasgczone réznymi stezeniami
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odpowiedniego zwigzku. Tak przygotowane plytki inkubowano w temperaturze 30°C przez
24 — 48 godzin (bakterie) 1 27°C przez 48 godzin (plesnie). Po tym czasie przeprowadzono
makroskopowe obserwacje wzrostu drobnoustrojow i zmierzono strefy zahamowania wzrostu
wokot krazkow (rys. 2). Obecno$¢ strefy zahamowania wzrostu wokot krazka oznacza, ze

zastosowane st¢zenia preparatu jest stezeniem hamujgcym rozwo6j mikroorganizmow.

)}

Rysunek 2. Okreslenie strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojow pod wptywem dziatania

zwigzkoéw biobdjczych

5.2.2.2. Analiza algologiczna
Wplyw substancji czynnych na wzrost plechy glonow

W celu zbadania wplywu substancji czynnych na rozwdj glonow, zastosowano siedem
zwigzkow chemicznych, z ktorych przygotowano roztwory o stezeniach podanych w tabeli 4.

Na aktywowanych podlozach umieszczono krazki o S$rednicy 6 mm nasaczone
przygotowanymi roztworami (fot. 2). Odlegto$§¢ miedzy krazkami wynosita nie mniej niz
5 mm. Schemat rozmieszczenia krazkow na badanych ceglach zamieszczono na rysunkach
4 i 5. Odczyt reakcji plech glonéw na substancje chemiczne dotyczyl wizualnej oceny
przebarwien plech. Pierwszy odczyt reakcji wykonano godzing po umieszczeniu kragzkéw na
podtozach, podnoszac krazki z plech. Kolejny odczyt wykonano po uptywie doby i1 polegat on
na obserwacji zmian w wygladzie plech wokot ulozonych krazkéw. W odczycie tym, jak i
kazdym nastepnym nie brano pod uwage wygladu plechy pod krazkami, poniewaz na
zahamowanie wzrostu plechy pod kragzkami moze mie¢ wplyw zmniejszenie dostepu Swiatta.

Badania te prowadzono przez pi¢¢ dni, raz na dobe mierzac $rednice reakcji plechy na
substancje czynne. W tym czasie prowadzono réwniez regularny pomiar temperatury

1 wilgotnosci za pomocg termo-higrometru.
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Po uplywie doby wstepnie wytypowano trzy substancje, ktére potencjalnie moga
hamowa¢ wzrost plech glonéw. W celu dodatkowego przetestowania ich skutecznosci,

pobrano po 25 ul z kazdego ze stezen i umieszczono bezposrednio na cegle nr 6 (rys. 3).

Fotografia 2. Badanie wptywu substancji czynnych na wzrost plechy glonow porastajacych
podtoza mineralne
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Rysunek 3. Podtoza mineralne wykorzystane do badan
K - podtoze kontrolne; 1-5 - podtoza, na ktérych umieszczono krazki;
6 - podltoze, na ktéorym umieszczono krople substancji czynnych

Rysunek 4. Schemat rozmieszczenia substancji czynnych na podtozach mineralnych
X — kontrolne krazki pozbawione substancji czynnej; ChMa — chlorek
didecylodimetyloamoniowy; NNAmM - N-(3-aminopropylo)-N-
dodecylopropano-1,3-diamina; AIGI — aldehyd glutarowy; PhSo — podchloryn
sodu; KwLm — kwas mlekowy; KwBr — kwas borowy; NtWd — nadtlenek
wodoru
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Rysunek 5. Schemat rozmieszczenia przygotowanych stezen procentowych dla kazdej
substancji czynnej

ChMa — chlorek didecylodimetyloamoniowy; NNAm — N-(3-aminopropylo)-
N-dodecylopropano-1,3-diamina; AIGI — aldehyd glutarowy;

PhSo — podchloryn sodu; KwLm — kwas mlekowy; KwBr — kwas borowy;
NtWd — nadtlenek wodoru
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5.3. Dobor preparatow dezynfekcyjnych i ocena ich skutecznos$ci dzialania w warunkach
modelowych
5.3.1. Material badawczy

5.3.1.1. Preparaty biobdjcze wykorzystywane w analizach

Na podstawie wykazu preparatow biobdjczych dostgpnych na stronie Urzedu
Rejestracji  Produktéw Leczniczych, Wyrobow Medycznych i Produktow Biobojczych
(Obwieszczenie Prezesa Urzedu Rejestracji Produktow Leczniczych, Wyrobéw Medycznych
1 Produktow Biobojczych w sprawie ogloszenia Urzedowego Wykazu Produktow Biobojczych
Dopuszczonych do obrotu na terytorium Rzeczypospolitej Polskiej; Dziennik Urz¢dowy
Ministra Zdrowia z dn. 16 pazdziernika 2013 r., poz. 36) do badan wytypowano 10
preparatow dezynfekcyjnych. Kryterium wyboru stanowita obecno$¢ w preparacie
najskuteczniej dzialajacych substancji czynnych: chlorku didecylodimetyloamoniowego
(czwartorzedowe sole amoniowe) i N-(3-aminopropylo)- dodecylopropano - N-1,3-diaminy
(poliaminy - alkiloaminy) wyselekcjonowanych w pierwszym zadaniu pt.: ,,Dobor substancji
czynnych do zwalczania mikroorganizmow i glonow” drugiego etapu badan ,, Badania w
zakresie doboru preparatow chemicznych do zwalczania mikroorganizmow i glonow oraz

zabezpieczenia powierzchni drewnianych i mineralnych przed ich rozwojem”.

Wybrano 6 preparatoéw biobdjczych: Acticide LV 706, ABM-1, ABM-2, Mycetox B’,
Impuls 70-AN i TAAB-2. Do badan wlgczono ponadto 4 preparaty zaproponowane przez
pracownikow Pracowni Konserwatorskich PMA-B: Atoxyn, Boramon, Preventol R80 oraz
Rocima 101. Informacje o skladzie i zastosowaniu badanych preparatoéw zestawiono w

tabelach 8-17 w oparciu o dane udostepnione przez producentow.

Tabela 8. Charakterystyka preparatu biobojczego ABM-1

Parametr Opis
Nazwa preparatu ABM-1
Producent MDA Sp. z 0.0.,
ul. Wolczynska 18, 60-003 Poznan
Zastosowanie dezynfekcja powierzchni, dezynfekcja powietrza
Grupa zwigzkow alkiloaminy, czwartorzedowe sole amoniowe

Podstawowe sktadniki | N-3-aminopropylo-N-alkilo(C10-C14)-1,3-propanodiamina
propionian N,N-dialkilo(C10-C16)-N-metylo-N-
poli(oksyetyleno)amoniowy

chlorek N,N-dialkilo(C10-C14)-N,N-dimetyloamoniowy
octan 2-[3-(dodekanoiloamino)]propylodimetyloamoniowy
Stezenie zalecane 3-5%

przez producenta

36



Tabela 9. Charakterystyka preparatu biobojczego ABM-2

Parametr Opis
Nazwa preparatu ABM-2
Producent MDA Sp. z 0.0.,

ul. Wolczynska 18, 60-003 Poznan

Zastosowanie

dezynfekcja powierzchni, dezynfekcja powietrza

Grupa zwiazkow

alkiloaminy, czwartorzedowe sole amoniowe

Podstawowe skladniki

N-3-aminopropylo-N-alkilo(C10-C14)-1,3-propanodiamina
propionian N,N-dialkilo(C10-C16)-N-metylo-N-
poli(oksyetyleno)amoniowy

chlorek N,N-dialkilo(C10-C14)-N,N-dimetyloamoniowy

Stezenie zalecane
przez producenta

3-5%

Tabela 10. Charakterystyka preparatu biobojczego Acticide LV 706

Parametr Opis
Nazwa preparatu Acticide LV 706
Producent THOR GmbH,

Landwehrstrasse 1, D-67346 Speyer, Niemcy

Zastosowanie

przeznaczony do stosowania na podtozach budowlanych, do
usuwania zanieczyszczen mikrobiologicznych.

Grupa zwigzkow

czwartorzedowe sole amoniowe

Podstawowe sktadniki

2,5-10% chlorki benzyloalkilo(Cg 15)dimetyloamoniowe
2,5-10% glikol dietylenowy
<2,5% 2-oktylo-2H-izotiazol-3-on

Stezenie zalecane
przez producenta

10-20%

Tabela 11. Charakterystyka preparatu biobdjczego Atoxyn

Parametr Opis
Nazwa preparatu Atoxyn
Producent Pabianickie Zaklady Farmaceutyczne Polfa S.A.,

ul. Marszalka J.Pitsudskiego 5, 95-200 Pabianice

Zastosowanie

preparat do sporzadzania roztworéw do dezynfekcji
powierzchni 1 higienicznego mycia rak

Grupa zwiazkow

czwartorzedowe sole amoniowe

Podstawowe sktadniki

10% bromki benzyloalkilo(Cs.1g)dimetyloamoniowe

Stezenie zalecane
przez producenta

0,5-1%

Tabela 12. Charakterystyka preparatu biobdjczego Boramon

Parametr Opis
Nazwa preparatu Boramon
Producent Przedsigbiorstwo "ALTAX" Sp. z o0.0.,

ul. Jasielska 7A, 60-476 Poznan

Zastosowanie

wodny  koncentrat stosowany w  budownictwie do
zabezpieczenia drewna przed dziataniem grzybow domowych,
plesniowych, owadéow oraz do zwalczania grzybow
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domowych 1 grzyboéw plesniowych wystepujacych na drewnie

Grupa zwigzkow

czwartorzgdowe sole amoniowe, kwasy

Podstawowe skladniki

24% chlorki benzyloalkilo(Cy,.1¢)dimetyloamoniowe
5% kwas borowy

Stezenie zalecane
przez producenta

okoto 17%

Tabela 13. Charakterystyka preparatu biobdjczego Impuls 70-AN

Parametr Opis
Nazwa preparatu Impuls 70-AN
Producent Przedsi¢biorstwo Innowacyjno-Wdrozeniowe "Impuls",

ul. Jelenia 2, 80-366 Gdansk

Zastosowanie

srodek do  dezynfekcji  pomieszczen, powierzchni,
wyposazenia, pojemnikow oraz urzadzen majacych kontakt z
zywnoscia 1 Srodkami zywienia zwierzat; do dezynfekcji
powierzchni 1 urzadzen w zakladach przemystowych,
hotelach, restauracjach, szkotach, gabinetach kosmetycznych,
w miejscach prywatnych i publicznych oraz dezynfekcji
powierzchni w zakladach opieki zdrowotnej, takze
zabezpieczenia uzywanego drewna

Grupa zwigzkow

czwartorzedowe sole amoniowe

Podstawowe sktadniki

14,5% chlorek N,N-didecylo-N,N-dimetyloamoniowy
<5% kationowe srodki powierzchniowo czynne
5-15% niejonowe $rodki powierzchniowo czynne
<5% so6l EDTA

Stezenie zalecane
przez producenta

1,5-7%

Tabela 14. Charakterystyka preparatu biobdjczego Mycetox B’

Parametr Opis
Nazwa preparatu Mycetox B’
Producent Przedsigbiorstwo Produkcyjno-Handlowe "ADW" Sp. z 0.0.,

ul. Zbozowa 2, 43-175 Wyry

Zastosowanie

srodek do zabezpieczania drewna budowlanego przed
grzybami plesni 1 technicznymi szkodnikami drewna;
zabezpieczanie drewna pod dachem i na otwartej przestrzeni
przed grzybami powodujacymi plesnie, sinizne, rozktad typu
brunatnego, biatlego 1 szarego oraz przed owadami
technicznymi szkodnikami drewna

Grupa zwigzkow

czwartorzedowe sole amoniowe

Podstawowe sktadniki

<9,5% chlorek N,N-didecylo-N,N-dimetyloamoniowy
2% kwas cytrynowy
0,5% (2-metoksymetyloetoksy)propanol

Stezenie zalecane
przez producenta

10-20%
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Tabela 15. Charakterystyka preparatu biobojczego Preventol R80

Parametr Opis
Nazwa preparatu Preventol R80
Producent Bayer AG,
D-51369 Leverkusen, Niemcy
Zastosowanie biocyd rozpuszczalny w wodzie i alkoholach
Grupa zwigzkoéw czwartorz¢dowe sole amoniowe

Podstawowe sktadniki | 80% chlorek benzyloalkilodimetyloamoniowy
8-12% (2-metoksymetyloetoksy)propanol
Stezenie zalecane 2-10%

przez producenta

Tabela 16. Charakterystyka preparatu biobdjczego Rocima 101

Parametr Opis
Nazwa preparatu Rocima 101
Producent Hamburska Spoétka Handlowa, H.S.H. Sp. z 0.0,
ul. Plowiecka 1/3, 04-501 Warszawa
Zastosowanie ptynny preparat do przygotowywania roztworéw wodnych do

zwalczania mikroorganizméw na przegrodach i konstrukcjach
budowlanych

Grupa zwigzkoéw czwartorzgdowe sole amoniowe

Podstawowe sktadniki | 40 - <60% chlorek N,N-didecylo-N,N-dimetyloamoniowy

20 - <25% alkohol izopropylowy

Stezenie zalecane 0,5-2%

przez producenta

Tabela 17. Charakterystyka preparatu biobdjczego TAAB-2

Parametr Opis
Nazwa preparatu TAAB-2
Producent Inter-lodex Sp. z 0.0.,
ul. Nowa 50, 62-080 Tarnowo Podgorne
Zastosowanie preparat myjaco-dezynfekujacy o wiasciwosciach bakterio- i

grzybobojczych, przeznaczony do dezynfekcji powierzchni
majacych kontakt z Zywnoscia 1 Srodkami Zywienia zwierzat
Grupa zwigzkow czwartorzedowe sole amoniowe

Podstawowe sktadniki | 4,5% chlorek N,N-didecylo-N,N-dimetyloamoniowy

0,14% N-(3-aminopropylo)-N-dodecylpropano-1,3—diamina
Stezenie zalecane 0,5%

przez producenta

5.3.1.2. Material techniczny

Jako probki badawcze wykorzystano materiat techniczny w postaci fragmentow
drewna z bielu topoli i cegly palonej pelnej o wymiarach 50 x 20 x 10 mm (fot. 3-4).
Wielkos$¢ probek jest zgodna z Instrukcja Instytutu Techniki Budowlanej (ITB) nr 355/98. W

celu obrobki materialu technicznego zastosowano dwie metody: ciecie woda (cegla) oraz
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cigcie poprzez frezowanie (drewno). Probki drewna pochodzity z tartaku ,,STOLWIT” w
Galewicach, natomiast cegla firmy Wytwarzanie Cegly Palonej ,Konstantynow” w

Sannikach.

Fotografia 3. Probka drewna

Fotografia 4. Probka cegty

Dodatkowo do badan przygotowano probki tynku o wymiarach 50 x 20 x 10 mm,
o sktadzie podanym i zaakceptowanym przez pracownikéw Sekcji Konserwatorskiej PMA-B
Cement Portlandzki PN-EN 197-1 CEM 1 32,5 R, Ozarow (68%, w/w), piasek kwarcowy
(18%, w/w) i woda (13%, w/w) (fot. 5).

Fotografia 5. Probka tynku

Probki materiatow poddano dwukrotnej sterylizacji w temperaturze 121°C przez 15 minut,
w odstepie 3 godzin. Przed rozpoczeciem badan, zgodnie z Instrukcjg ITB 355/98, sterylne
probki materialu technicznego przechowywano w komorze klimatycznej o temperaturze
powietrza 28°C i wilgotnosci wzglednej 75 - 80%, przez okres 7 dni.
5.3.1.3. Material biologiczny
5.3.1.3.1. Analiza mikrobiologiczna

Skuteczno$¢ dzialania preparatoéw biobojczych zostata sprawdzona na 6 szczepach
bakterii 1 9 grzybow strzgpkowych wyizolowanych z powierzchni drewnianych i murowanych
w zabytkowych barakach Panstwowego Muzeum Auschwitz- Birkenau w | Projekcie Badania
nad Kkorozjq biologiczng obicktow na terenie Muzeum Auschwitz-Birkenau w zakresie

rozpoznania i zwalczania czynnikow biologicznych. Do badan wybrano gatunki
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drobnoustrojéow, ktore dominowaly na badanych powierzchniach drewnianych oraz

murowanych z widocznymi objawami deterioracji, a ich charakterystyke przedstawiono w

tabelach 18 i 19. W badaniach zastosowano 4 mieszane hodowle drobnoustrojow,

odpowiednio dobrane w zaleznosci od rodzaju materialu technicznego (tabele 18 i 19).

Mikroorganizmy przechowywano na skosach: bakterie na pozywce TSA (Tryptic Soy Agar,

Merck, Germany), plesnic na MEA (Malt Extract Agar, Merck, Germany) w temperaturze

4°C. W celu uaktywnienia szczepow sterylng eza pobierano biomase ze skosow i1 przenoszono

do pozywek: bakterie do TSB (Tryptic Soy Broth, Merck, Germany), grzyby na nowe skosy

MEA. Hodowle inkubowano w temperaturze 30°C przez 24 — 48 godzin (bakterie) 1 27°C

przez 5 dni (plesnie).

Tabela 18. Szczepy bakterii, dla ktorych wyznaczano skutecznos$é¢ dziatania preparatow

zachodniej baraku na
wysokosci od gruntu 5
cm

Staphylococcus
equorum
179J/2012

Szczep wyizolowany z
probki tynku (113/M-
W6) pobranej w baraku o
nrinw. B-113 ze $ciany
dziatlowej poétnocnej, w
srodkowej czesci
budynku po lewej stronie
na wysokosci od gruntu
50 cm

Bacillus cereus
11/39/4

Szczep wyizolowany z
probki drewna (114/M39)
pobranej w baraku o nr
inw. B-114 z podtogi w
lewym pomieszczeniu
blokowego oraz
magazynie

Szczep Wz.rost bakterii . Zrédio H_odowla
na pozywce agarowej mieszana
Szczep wyizolowany z
probki drewna (169/M1)
pobranej w baraku o nr
Pseudomonas inw. B-169 z pionowej
fluorescens belki pryczy znajdujace;j
1/1/1 si¢ przy $cianie

hodowla mieszana
|, stosowana na
probkach drewna
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Bacillus muralis
1/12/3

Szczep wyizolowany z
probki cegly (169/M2)
pobranej w baraku o nr
inw. B-169 ze $ciany
frontowej pieca, od
strony zachodniej baraku

Sporosarcina
aquimarina
1/8/1

Szczep wyizolowany z
probki tynku (70/M8)
pobranej w baraku o nr
inw. B-70 ze $ciany
dziatowej od strony
poludniowej w lewym
pomieszczeniu
blokowego oraz
magazynie na wysokosci
od gruntu 10 cm, w
odleglosci od prawego
naroznika 90 cm

Rhodococcus
fascians
1/9/3

Szczep wyizolowany z
probki tynku (70/M9)
pobranej w baraku o nr
inw. B-70 ze Sciany
dziatlowej od strony
potudniowej w lewym
pomieszczeniu
blokowego oraz
magazynie na wysokosci
od gruntu 100 cm, w
odlegtosci od prawego
naroznika 90 cm

hodowla mieszana
11, stosowana na
probkach cegly 1
tynku

Tabela 19. Szczepy grzybow strzgpkowych, dla ktorych wyznaczano skutecznos¢ dziatania

preparatow
Wzrost plesni - Hodowla
Szczep na pozywce agarowej Zrodio mieszana
Szczep wyizolowany z
probki drewna (159/M55)
Alternaria Pr?v?/r??:‘-eigg tz)aerIkkui orrzw hodowla mieszana
alternata écia.nie Shocne przy 111, stosowana na
159/55 p . prébkach drewna

budynku, czwartej od
wejscia, na wysokosci od
gruntu 120 cm

42




Cladosporium
cladosporioides
159/55

Engyodontium
album
70/15

Szczep wyizolowany z
probki drewna (159/M55)
pobranej w baraku o nr
inw. B-159 z belki przy
$cianie poinocnej
budynku, czwartej od
wejscia, na wysokosci od
gruntu 120 cm

Szczep wyizolowany z
probki drewna (70/M15)
pobranej w baraku o nr
inw. B-70 z siddme;j
pryczy przy $cianie
potudniowej baraku od
okna po stronie
zachodniej, poziom gérny

Penicillium
citreonigrum
114/39

Szczep wyizolowany z
probki drewna (114/M39)
pobranej w baraku o nr
inw. B-114 z podtogi w
pokoju blokowego oraz
magazynie od strony
wschodniej

Chaetomium
globosum
113/25

Szczep wyizolowany z
probki drewna (113/M25)
pobranej w baraku o nr
inw. B-113 z podtogi w
pokoju blokowego oraz
magazynie po stronie
zachodnigj

Aspergillus
fumigatus
110/21

Szczep wyizolowany z
probki tynku z
nawarstwieniami
malarskimi (110/M21)
pobranej w baraku o nr
inw. B-110 na $cianie od
strony wschodniej, pod
szostym oknem liczac od
$ciany poinocnej,
wysokos¢ od gruntu 40
cm

hodowla mieszana
IV, stosowana na
probkach cegly i
tynku
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Szczep wyizolowany z
probki tynku z
nawarstwieniami
malarskimi (138/M50)
pobranej w baraku o nr
inw. B-138 ze $ciany
dziatowej od strony
wschodniej w $rodkowej
czes$ci baraku, wysoko$¢
od gruntu 100 cm
odlegltos¢ od belki 50 cm

Szczep wyizolowany z
probki tynku (124/M40)
pobranej w baraku o nr
inw. B-124 ze $ciany
dziatowej od strony
wschodniej w umywalni
potludniowej, wysokos¢
od gruntu 10 cm
odlegtos¢ od naroznika 50
cm

Szczep wyizolowany z
probki tynku (70/M11)
pobranej w baraku o nr
inw. B-70 ze Sciany
dzialowej od strony
potludniowej w pokoju
blokowego oraz
magazynie po lewej
stronie, wysoko$¢ od
gruntu 210 cm odlegtos¢
od prawego naroznika 90
cm

Cladosporium
cladosporioides
138/50

Engyodontium
album
124/40

Alternaria
alternata
70/11

5.3.1.3.2. Analiza algologiczna

Skuteczno$¢ dziatania preparatdow biobojczych zostala sprawdzona na mieszanej
hodowli glonéw, zlozonej z 4 taksonéw. Do mieszanej hodowli wybrano takie taksony, ktore
dominujg w plechach porastajacych materialty budowlane i charakteryzujg si¢ szerokim
wystepowaniem geograficznym (tabela 20). Taksony te wyizolowano zarowno z powierzchni
ceglanych materialdow powierzonych przez Panstwowe Muzeum Auschwitz-Birkenau w
Oswigcimiu, jak i ze zbiorow algologicznych Katedry Algologii i Mykologii Uniwersytetu
Lodzkiego. Plechy glonéw z podtozy ceglanych oraz zbiorow wiasnych przeniesiono za
pomoca szczoteczki do kolby z wodg wodociggowa, w ktdrej zmieszano materiat, a nastepnie

z roztworu wodnego za pomocg pipety przeniesiono glony na materiaty techniczne wykonane
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z cegly, tynku i drewna. Mieszana hodowla glonow uzyta zostata na wszystkich typach
materiatdéw technicznych. Zawiesing glonow w objetosci 2 ml naniesiono na goérng

powierzchni¢ kazdego z fragmentdw materiatow.

Tabela 20. Taksony glonoéw, dla ktorych wyznaczono skuteczno$¢ dziatania preparatow

Takson Wyglad Zrédlo Hodowla
morfologiczny mieszana
Chroococcus sp. .
Material pobrany z
plechy porastajacej
cegly powierzone

przez Panstwowe

Muzeum Auschwitz-

Birkenau w
Oswigcimiu
Ulothrix sp. Hodowla mieszana
zastosowana na
materiatach
technicznych
wykonanych z
ceglach, tynku 1
Material wyizolowany | drewnie
Chlorella sp. z drewnianych

materiatlow
budowlanych
nalezacych do zbiorow

algologicznych

Katedry Algologii
I Mykologii,
Apatococcus lobatus Uniwersytetu
Lodzkiego
5.3.2. Metodyka badawcza
5.3.2.1. Analiza mikrobiologiczna
5.3.2.1.1. Oznaczenie aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej preparatéw metoda

dyfuzyjno-krazkowa
Przygotowanie inokulum
Ptynne hodowle bakterii (w 20 ml pozywki TSB) po 24 godzinach inkubacji

odwirowano (6000 obr./min., 10 minut). Supernatant zlano, a pozostata biomas¢ zawieszono
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w 20 ml fizjologicznego roztworu soli (0,85% NaCl). Szczepy bakterii Iaczono w rownych
objetosciach, uzyskujac hodowle mieszane 11 II. Gesto$é zawiesiny wynosita 108 jtk/ml.

Skosy z 5-dobowymi hodowlami plesni przemyto sterylng woda destylowana
z dodatkiem 0,01% Tween®80. Gestos¢ inokulum plesni w hodowlach mieszanych IIT i IV na
poziomie 10° jtk/ ml ustalono metoda mikroskopowa z wykorzystaniem komory Thoma.
Okreslenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej preparatow metodq dyfuzyjno-krgikowg

W celu sprawdzenia wrazliwo$ci drobnoustrojéw w hodowlach mieszanych na
dziatanie badanych preparatow zastosowano metode dyfuzyjno-krazkowa. Na powierzchnie
pozywek agarowych TSA (bakterie) i MEA (plesnie) naniesiono po 0,1 ml mieszanych
hodowli bakterii lub ple$ni i rownomiernie rozprowadzono po powierzchni pozywki. Na
kazdej plytce utozono sterylne krazki bibutowe (o 6 mm, Oxoid), na ktére nanoszono 20 pl
preparatu biobdjczego o odpowiednim stgzeniu (tabela 21). Stezenia dobrano na podstawie
zakresu stezen zalecanych przez producentow odpowiednich biocydow. Tak przygotowane
ptytki inkubowano w temperaturze 30°C przez 24-48 godzin (bakterie) i 27°C przez 48
godzin (plesnie). Aktywnos$¢ biobojczg preparatéw dezynfekcyjnych okreslano na podstawie

wielko$ci strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojow [mm].

Tabela 21. Stezenia preparatow biobdjczych poddanych analizie

Preparat Stezenie [% v/v]
ABM-1 1,0 2,0 4,0 6,0 8,0
ABM-2 1,0 2,0 4,0 6,0 8,0
Acticide LV 706 10,0 15,0 20,0 - -
Atoxyn 1,0 2,5 6,0 8,0 12,0
Boramon 10,0 15,0 20,0 30,0 -
Impuls 70 AN 3,0 6,0 12,0 - -
Mycetox B 10,0 20,0 30,0 - -
Preventol R80 2,5 6,0 12,0 - -
Rocima 101 0,5 1,0 2,0 6,0 8,0
TAAB-2 3,0 6,0 12,0 - -

(-) nie oznaczano w wyzszych stgzeniach
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5.3.2.1.2. Oznaczenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej preparatow na materialach
technicznych
Przygotowanie inokulum
Uaktywnione szczepy bakterii odwirowano (6000 obr./min., 10 minut), a pozostaty osad
biomasy bakterii zawieszono w ptynnej pozywce My z 0,1% dodatkiem agaru ((NH4).SO4
0,075%, K;HPO, 0,075%, MgSO4x7H,0 0,125%, ekstrakt drozdzowy 0,125%, glukoza
0,5%; pH 6,0). Na probki materialtéw nanoszono hodowle mieszane bakterii (10® jtk/ml),
uzyskane poprzez potaczenic réwnych objetosci monokultur bakterii zawieszonych
w pozywce My z 0,1% agarem.
Z 5-dniowej hodowli ple$ni na skosach z pozywka MEA zmywano zarodniki za pomoca
plynnej pozywki My z 0,1% dodatkiem agaru. Sporzadzono zawiesine zawierajaca 10°
zarodnikow w ml, gesto$¢ inokulum ustalono metoda mikroskopowa z wykorzystaniem
komory Thoma. Na probki materialdw nanoszono hodowle mieszane plesni, uzyskane
poprzez potaczenie réwnych objetosci monokultur zawieszonych w pozywce My z 0,1%
agarem.
Ocena skutecznosci dezynfekcji materiatu technicznego

Na powierzchni¢ badanego materialu technicznego (10 sz) nanoszono mieszang
hodowle bakterii (10°® jtk/ml) lub grzybow strzepkowych (10° jtk/ml). Badane proby
umieszczano na ptytkach z pozywka agarowa My i inkubowano w komorze klimatycznej
o wilgotno$ci wzglednej powietrza 75 - 80% 1 temperaturze 28°C, przez 7 dni (bakterie) lub
21 dni (plesnie). Po inkubacji na probki badawcze nanoszono preparaty biobdjcze poprzez
oprysk, stosujac profesjonalny opryskiwacz Professional Mercury Super (Kwazar). Stezenia
preparatow okreslono na podstawie wynikow otrzymanych w metodzie krazkowe;.
Skuteczno$¢ dezynfekcji okreslono metoda odciskowa na plytkach z pozywka TSA (bakterie)
i MEA (plesnie) po 1, 2 i 3 - krotnej aplikacji biocydu metoda oprysku w odstepie 24 godzin
(schemat 4). Posiewy inkubowano w temperaturze 30°C przez 48 godzin (bakterie) i 28°C
przez 5 dni. Proby kontrolne stanowily probki materiatu technicznego z naniesiong biomasa

bakterii lub ple$ni z hodowli mieszanych, ale nie poddane dziataniu biocydu.
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Mieszana hodowla
mikroorganizmow

U

Inkubacja prébek
(28°C, 80% WWP)
7 dni bakterie lub

21 dni plesnie K

G344

Aplikacja biocyvdu
przez oprysk

x|l 11x 1x EEﬁCIcena wzrostu drobnoustrojow

(metoda odciskowa)
24 godz. @ @

Aplikacja biocyvdu
przez oprysk

Ocena wzrostu drobnoustrojow

2x || [2x EE_j po 1-krotnej aplikacji biocydu
24 godz. @ (metoda odciskowa)
Aplikacja biocydu
przez oprysk Ocena wzrostu drobnoustrojow
3x Ej po 2-krotnej aplikacji hiocydu
(metoda odciskowa)
24 godz. @

Eﬁ Ocena wzrostu drobnoustrojow
po 3-krotnej aplikacji biocydu
(metoda odciskowa)

Schemat 4. Ocena skutecznosci dezynfekcji materiatu technicznego, zaszczepionego

mieszanymi hodowlami drobnoustrojow (K - probka kontrolna)

Oceng aktywnosci antybakteryjnej preparatu biobdjczego na materiale technicznym
przeprowadzono przy uzyciu skali wzorcowej (tabela 22), umozliwiajacej okreslenie redukcji
liczebnosci bakterii w hodowli mieszanej. Fotografie zamieszczone w tabeli 22 przedstawiaja
odciski probek materiatu technicznego, na ktére nanoszono inokulum bakterii, o malejacej
gestosci, tj. 10%, 10°, 10, 10 oraz 10° jtk/ml. Na odciskach probek materiatu, zaszczepionych
inokulum rzedu 10° jtk/ml, obserwowany jest wzrost bakterii w postaci murawki. W

przypadku inokulum rzedu 108 jtk/ml obserwuje si¢ wzrost komorek bakterii w postaci
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murawki ze strefami przejasnien. Przy gestosci inokulum 10* i 10° jtk/ml widoczne sa
pojedyncze kolonie.

Zgodnie z normg PN-EN 1276/Apl (2001 r.) skuteczny S$rodek bakteriobdjczy
powinien powodowac logarytmiczng redukcje liczby zdolnych do zycia komorek bakterii o co
najmniej 5 jednostek logarytmicznych, przyjmujac poczatkowa gestos¢ zawiesiny bakterii na
poziomie 10° jtk/ml. W oparciu 0 wymagania, zawarte w powyzszej normie, przyjeto skalg
oceny aktywnosci antybakteryjnej stosowanych biocydow, a mianowicie redukcje liczby
bakterii o 2 rzedy wielkosci okreslono jako bardzo staba, o 4 rzedy wielkosci jako stabg, o 6
jednostek logarytmicznych jako dobrg, za$ o co najmniej 7 rzedow wielkosci jako wysoka
(tabela 22).

Ocene aktywnosci antygrzybowej preparatu biobojczego na materiale technicznym
przeprowadzono przy uzyciu skali wzorcowej (tabela 23), umozliwiajacej okreslenie redukcji

liczebnosci plesni w hodowli mieszanej w wyniku dziatania biocydu.
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Tabela 22. Sposob oceny aktywnos$ci antybakteryjnej preparatow biobojczych

Aktywnosé antybakteryjna

Hodowle
mieszane
bakterii

I (drewno)

IT (cegla,
tynk)

Wysoka Dobra Staba
+++ ++ +
(0 jtk/ml) (107 jtk/ml) (10* jtk/ml)

Bardzo staba
+/-

e I—— = v ]

(10° jtk/ml)

Brak

Tabela 23. Sposob oceny aktywnosci przeciwgrzybowej preparatow biobdjczych

+++
wysoka

++
dobra

+
slaba

+/-
bardzo slaba

adr

brak wzrostu na
powierzchni

25% powierzchni
poro$nigtej przez plesnie

50% powierzchni
poro$nigtej przez plesnie

75% powierzchni
poro$nigtej przez plesnie

100% powierzchni
poro$nigtej przez plesnie
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5.3.2.2. Oznaczenie aktywnosci antyglonowej preparatow na materialach technicznych
Inkubacja glonéw na materialach technicznych

Glony naniesione na materiaty techniczne wykonane z cegly i tynku inkubowane byty
w wilgotnej komorze, natomiast glony na drewnie inkubowano w szafie termostatycznej ST+
z fotoperiodem i obiegiem powietrza, w celu zminimalizowania ryzyka przerostu plech
glonéw przez grzyby. Inkubacje przeprowadzano w warunkach przedstawionych w tabeli 23,
z zachowaniem symulacji dnia i nocy w zakresie 16 do 8 godzin. Wilgotno$¢ tynku i cegly
utrzymywano zraszajac dno komory oraz powierzchnie materiatdw z glonami woda
wodociggowa dwa razy dziennie, natomiast wilgotno§¢ drewna utrzymywana byla przez

zraszanie plytek i powierzchni materiatow raz dziennie. Plechy glonéw inkubowano przez 35

dni.

Tabela 24. Warunki inkubacji glonéw na materiatach technicznych

Rodzaj | Temperatura Oswietlenie

materialu | [16/8 godzin] | [16/8 godzin] | ‘Y lg0tmost Fotografia

22 pmolxm™?xs™/

cegla,
23/18 °C 60-73 %
tynk
brak
22 pmolxm™?xs™/
drewno 26/24 °C 45-55%

brak

Sposob oceny skutecznosci dezynfekcji materiatu technicznego
Dziesie¢ zwigzkow biobdjczych w dwoch stezeniach, dobranych na podstawie analizy
mikrobiologicznej, przetestowano na kazdym rodzaju materiatu technicznego. Do testowania

wybrano fragmenty, ktore najintensywniej porosnigte byly przez glony. Jako materiat
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kontrolny stosowano cegly, tynk i drewno, ktore nie zostaly poddane opryskom. W czasie
trwania opryskéw woda zwilzano jedynie dno komory i dno ptytek Petriego, pozostawiajac
powierzchnie materiatéw dzialaniu jedynie zwigzkéw dezynfekcyjnych. Do pojedynczego
oprysku wybrano 3 fragmenty kazdego z materiatow, ktére porownano z fragmentem
kontrolnym.

W pierwszej dobie testowania opryskano kazdym ze stezen zwigzkow biobojczych po
trzy fragmenty kazdego z typéw materiatow. W drugiej dobie jeden fragment z materiatow
postuzyl do odczytu rezultatoéw pierwszego oprysku, natomiast dwa pozostale ponownie
opryskano. W trzeciej dobie kolejny fragment z materiatdbw wykorzystano do odczytu,
a ostatni, opryskano. W czwartej dobie wykonano odczyt ostatniego fragmentu z materiatow
technicznych oraz poréwnano wszystkie fragmenty z materiatami kontrolnymi. Schemat 4

przedstawia sposob aplikacji sSrodkéw biobdjczych.
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Mieszana hodowla
algologiczna

U

Inkubacja prébek
przez 35 dni

1004

Aplikacja hiocydu
przez oprysk

1x || [1x 1x
wew LA

Aplikacja biocydu
przez oprysk

2x || |2x
24 godz. @ @

Aplikacja biocydu Ocena rozwoju glonéw

przez oprysk 3 po 2-krotnej aplikacji biocydu
X

24 godz. @

Ocena rozwoju glonéw

Ocena rozwoju glonéw
po 1-krotnej aplikacji biocydu

Ocena rozwoju glonéw
po 3-krotnej aplikacji biocydu

Schemat 5. Ocena skutecznosci dezynfekcji materiatu technicznego, zaszczepionego
mieszang hodowla glonow (K - probka kontrolna)
Odczyt rezultatéw dziatania biocydow polegat na ocenie wizualnej plechy:
— ocenie barwy 1 intensywnosci pokrycia fragmentéw materialéw technicznych przez plechy;
— ocenie stanu degradacji komorek w obrazie mikroskopowym (tabela 25). Aktywnosc
biocydoéw na glony mozna byto zaklasyfikowa¢ do trzech typow.
1. Aktywno$¢ wysoka (+++). Za wysoka aktywno$¢ biobojczego przyjeto taka, w ktorej

w ocenie wizualnej plechy doszto do zmian struktury plechy oraz degradacji komorek
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widocznych w obrazie mikroskopowym. Degradacja komorek ujawnia si¢ przez
rozpad struktur wewnetrznych i organelli odpowiedzialnych za proces fotosyntezy we
wszystkich komorkach pobranych do obserwacji.

2. Aktywnos$¢ staba (+). Za aktywnos¢ stabg przyjeto taka, w ktorej plecha wizualnie
ulegla uszkodzeniu, natomiast w obrazie mikroskopowym komorki tylko cze$ciowo
ulegly degradacji. Nawet niewielka liczba komoérek posiadajagca prawidtowo
uksztaltowane organelle fotosyntetyczne, moze rozpocza¢ regeneracje plechy.

3. Brak aktywnosci (-). Za brak aktywnosci na dzialanie zwigzkéw przyjeto stan, w
ktérym nie zaobserwowano zmian w ocenie wizualnej plech, oraz komorki w obrazie

mikroskopowym nie ulegly uszkodzeniu.

Tabela 25. Sposob oceny aktywnosci przeciw glonom preparatow biobdjczych — procent
degradacji komorek

Wysoka Staba Brak
Material +++ + -
(100%0) (10% - >100%0) (0% - >10%)
Obraz
mikroskopowy
komorek
cegla
Ocena
wizualna tynk
materiatow
drewno

*aktywno$¢ w zakresie stabej nie zanotowano dla tynku

5.3.2.3. Ocena zmian barwy powierzchni materialéw po dzialaniu badanych preparatow
W celu oceny ilo$ciowej zmiany barwy, odcieni 1 jasno$ci probek materialow
zastosowano metode spektrofotometryczng. Teoretyczny model kolorow stworzony zostat

przez CIE (Migdzynarodowa Komisje Oswietleniowa). Uwzglednia on wszystkie kolory

54



rozpoznawalne przez ludzkie oko, w tym wszystkie kolory RBG i CMY(K). Model CIE
stanowi trojwymiarowg przestrzen barwy, ktora jest opisana trzema parametrami:
L —jasnos¢ i przyjmuje wartos¢ od 0 do 100,
a—zakres od czerwieni do zieleni,
b —zakres od zo6ttego do niebieskiego.

Do opisania barwy i roznic jej cech wykorzystano model AEqg, uwzgledniajacy oprocz
sktadowych trdjchromatycznych cztery cechy: nasycenie, odcien, jasno$¢ oraz barwe
niebieskg, natomiast w opracowaniu wynikow zastosowano nastepujaca zalezno$¢, ktora jest

odlegtoscia euklidesowg pomigedzy dwoma punktami w przestrzeni trojwymiarowej barwy:

AE = |J(AL)? +(Aa) + (Ab)?

Pomiary sktadowych trojchromatycznych wykonano w trzech punktach kazdej
badanej powierzchni, a otrzymane wyniki zostalty u$rednione. Probki zbadano
spektrofotometrem Konica Minolta CM-2500d.

Pomiaré6w dokonano na probkach przed dzialaniem preparatow oraz po 10-krotnych
opryskach (w odstepach 12 godzinnych) preparatami w wyzszych z badanych stgzen (Tabela
20). Probki kontrolne stanowily materialy nie poddane dziataniu testowanych preparatow
biobojczych.

Model AEy ma zastosowanie w badaniu powierzchni o jednolitej barwie. Przy
barwach jednolitych standardowy obserwator zauwaza rdznice barw nastepujaco:

0<AE<I1 - nie zauwaza roznicy,

1 <AE <2  -zauwaza rdznicg jedynie do§wiadczony obserwator,

2<AE<3,5 -zauwazardznic¢ rowniez niedos§wiadczony obserwator,

3,5<AE <S5 -zauwaza wyrazng rdznice¢ barw,

S<AE - obserwator odnosi wrazenie dwoch roznych barw.

5.3.2.4. Ocena ekonomiczna zastosowania badanych preparatow

Koszt zastosowania badanych biocydow na powierzchni 100 cm?® okre§lono na
podstawie objetosci preparatu, ktorg nalezy zuzy¢ podczas jednego oprysku na probke
materiatu o powierzchni 10 cm?.

Objetos$¢ preparatu, nanoszong na powierzchni¢ materiatow technicznych w czasie
oprysku, okreslono poprzez jednokrotng aplikacje biocydu do suchej zlewki, uzywajac w tym
celu profesjonalnego opryskiwacza. Pipeta automatyczng zmierzono objetos¢ plynu

znajdujacego sie w zlewce.
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W celu okreslenia powierzchni, jakg podczas nanoszenia preparatu pokrywa biocyd,
opryskiwano bibule filtracyjng celulozowa preparatem z odlegtosci 30 cm. Nastepnie
powierzchnie, jaka pokryl biocyd zmierzono przy uzyciu papieru milimetrowego. Pomiar

powtorzono trzykrotnie.

5.3.2.5. Analiza statystyczna wynikow
Prezentowane w pracy wyniki stanowig S$rednig arytmetyczng z trzech powtorzen,

wyznaczong z€ wWZoru:

n — liczba wykonanych pomiaréw,
1 — numer kolejnego pomiaru,
n
Z X, — suma oznaczonych warto$ci badanej zmienne;j.
i=1
Dla uzyskanych wynikéw obliczono takze odchylenie standardowe, tj. miare rozrzutu

mierzonej wartosci wokot §redniej, zgodnie z ponizszym wzorem:

n — liczba wykonanych pomiarow,
X — érednie arytmetyczne,

I — numer kolejnego pomiaru.

5.4. Ocena skutecznoSci zabezpieczenia powierzchni drewnianych i mineralnych przed
rozwojem grzybow, bakterii i glonow po zastosowaniu preparatow dezynfekcyjnych w
warunkach modelowych i polowych

3.4.1. Material badawczy

5.4.1.1. Preparaty biobdjcze wykorzystywane w analizach

W badaniach zastosowano preparaty biobojcze wybrane na podstawie wynikdéw badan
przeprowadzonych w ramach zadania 2. ,,Dobor preparatow dezynfekcyjnych i ocena ich

skutecznosci dziatania w warunkach modelowych” projektu badawczego ,, Badania w zakresie
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doboru preparatow chemicznych do zwalczania mikroorganizmow i glonow oraz
zabezpieczenia powierzchni drewnianych i mineralnych przed ich rozwojem”. \Wytypowane
preparaty (z wyjatkiem preparatu ABM-1; w trakcie rejestracji) zamieszczone sg w wykazie
preparatow biobojczych dostepnym na stronie Urzedu Rejestracji Produktow Leczniczych,
Wyroboéw Medycznych 1 Produktow Biobojczych (Obwieszczenie Prezesa Urzedu Rejestracii
Produktow Leczniczych, Wyrobow Medycznych i Produktow Biobdjczych w sprawie
ogloszenia Urzedowego Wykazu Produktow Biobojczych Dopuszczonych do obrotu na
terytorium Rzeczypospolitej Polskiej; Dziennik Urz¢dowy Ministra Zdrowia z dn. 16
pazdziernika 2013 r., poz. 36).

Do badan w zadaniu 3 wybrano 4 preparaty biobojcze: ABM-1, Boramon, Rocima 101 i
Impuls 70-AN (tabela 26). Informacje o skladzie i zastosowaniu badanych preparatow
zestawiono w tabelach 8, 12, 13 i 16. Od lipca 2015 r. z produkcji wycofany zostal Boramon,
nie spelniat on kryteriow formalnych, o ktérych mowa w Komunikacie Prezesa Urzedu
Rejestracji Produktow Leczniczych Wyrobow Medycznych i Produktéw Biobdjczych z dnia
09 wrzesnia 2015 r. w sprawie realizacji obowigzku podmiotu odpowiedzialnego
wynikajacego z art. 95 rozporzadzenia nr 528/2012 Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) Nr
528/2012 z 22 maja 2012 r. w sprawie udostgpniania na rynku i stosowania produktow

biobdjczych.

Tabela 26. Preparaty biobojcze stosowane w badaniach

Preparat . oo . o Zabezpieczenie przed
biobéjczy Stezenie [% v/v] Sposdb aplikaciji rozwojem
ABM-1 8 oprysk, .
zamglawianie bakterie,
Boramon 30 oprysk grzyby strzgpkowe,
Rocima 101 8 oprysk, . glony
zamglawianie
Impuls 70-AN 12 oprysk glony

Preparaty biobdjcze nanoszono na powierzchni¢ materiatéw technicznych o
powierzchni 10 cm? metodami oprysku i zamgtawiania. Oprysk wykonywano 2-krotnie w
odstgpach 30-minutowych, stosujac profesjonalny opryskiwacz Professional Mercury Super
(Kwazar). Zamgtawianie wykonano zgodnie z procedurg: 1 g preparatu na 1m?® powietrza z
dodatkiem 5% preparatu MIST-60 zawierajacego polialkohole, przedluzajacego trwatosé
aerozolu. Zamglawianie przeprowadzono w pomieszczeniu o kubaturze 300 m®. Zuzyto 300 g

preparatu biobdjczego i 15 g preparatu MIST 60.
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5.4.1.2. Material techniczny
5.4.1.2.1. Nowy material techniczny

W warunkach modelowych wykorzystano nowy materiat techniczny w postaci probek
drewna z bielu topoli, cegly palonej petnej oraz tynku o wymiarach 50 x 20 x 10 mm (fot. 3—
5), zgodnie z pkt. 3.3.2. metodyki.

5.4.1.2.2. Zabytkowy material techniczny

W warunkach polowych do badan zastosowano zabytkowe materiaty techniczne:
drewno, cegle, tynk, tynk z nawarstwieniami malarskimi, spoin¢ i beton (fot. 6-11) 0
wymiarach 50 x 20 x 10 mm, przygotowane i dostarczone przez pracownikdéw Sekcji

Konserwatorskiej PMA-B.

Fotografia 6. Probka drewna

Fotografia 7. Probka cegly

e

Fotografia 10. Probka spoiny
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Fotografia 11. Probka betonu

5.4.1.3. Material biologiczny
5.4.1.3.1. Analiza mikrobiologiczna

Skuteczno$¢ zabezpieczenia powierzchni materiatdw budowlanych w warunkach
modelowych przed rozwojem mikroorganizmow zostata sprawdzona dla 6 szczepdéw bakterii i
9 grzybow strzepkowych, ktorych charakterystyke przedstawiono w tabelach 18 i 19.

Warunki przechowywania 1 hodowli mikroorganizmow opisano w pkt. 3.3.1.3.1. metodyki.

5.4.1.3.2. Analiza algologiczna
Charakterystyke taksonow glonéw zastosowanych w badaniach algologicznych

przedstawiono w tabeli 20 i pkt. 3.3.1.3.2. metodyki.

5.4.2. Metodyka badawcza
5.4.2.1. Analiza mikrobiologiczna
5.4.2.1.1. Analiza skutecznosci zabezpieczenia nowych materialow technicznych przed
rozwojem mikroorganizmow w warunkach modelowych
Przygotowanie inokulum

Uaktywnione szczepy bakterii odwirowano (6000 obr./min., 10 minut), a pozostaly
osad biomasy bakterii zawieszono w plynnej pozywce Mg z 0,1% dodatkiem agaru
((NH4)2S04 0,075%, K,HPO,4 0,075%, MgSO4x7H,0 0,125%, ekstrakt drozdzowy 0,125%,
glukoza 0,5%; pH 6,0). Na probki materiatow nanoszono hodowle mieszane bakterii (108
jtk/ml), uzyskane poprzez potaczenie rownych objetosci monokultur bakterii zawieszonych
w pozywce Mo z 0,1% agarem.
Z 5-dniowej hodowli plesni na skosach z pozywka MEA zmywano zarodniki za pomoca
ptynnej pozywki My z 0,1% dodatkiem agaru. Sporzadzono zawiesing zawierajaca 10°
zarodnikow w 1 ml. Gesto$¢ inokulum ustalono metoda mikroskopowa z wykorzystaniem
komory Thoma. Na probki materiatbw nanoszono hodowle mieszane plesni, uzyskane
poprzez potlaczenie réwnych objetosci monokultur zawieszonych w pozywce My z 0,1%

agarem.
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Analiza skutecznosci zabezpieczenia materiatu technicznego

Na powierzchnie badanego materiatu technicznego o powierzchni 10 cm? nanoszono
preparaty biobdjcze poprzez oprysk lub metodg zamglawiania. Po 24 godzinach od aplikacji
preparatdw na powierzchnie materialéw nanoszono mieszana hodowle bakterii (10° jtk/ml)
lub grzybow strzepkowych (10° jtk/ml). Badane probki umieszczano na plytkach i
inkubowano w komorze klimatycznej o wilgotnosci wzglednej powietrza 75-80% i
temperaturze 28°C, przez 1, 7, 21 dni oraz 3 i 6 miesi¢gcy. Skuteczno$¢ zabezpieczenia
materiatlow okreslono metodg odciskowag na ptytkach z pozywka TSA (bakterie) i MEA
(plesnie) (schemat 5). Posiewy inkubowano w temperaturze 30°C przez 48 godzin (bakterie) i
28°C przez 5 dni (plesnie). Probki kontrolne stanowil material techniczny z naniesiong

biomasg bakterii lub ple$ni z hodowli mieszanych, ale niepoddany dziataniu biocydu.

Aplikacja biocydu
oprysk/zamglawianie

Mieszana hodowla mikroorganizmow

0 b

K
@ﬂ IBIE'ZININE
24 godz. —— —
—

1 tydzien
N NS
3 tygodnie @ EEa
NS N
3 miesiace fEﬁ @
N NS

Inkubacja prébek (28°C, 80% WWP)

6 miesiecy EEﬁ EE:]

Ocena wzrostu drobnoustrojow (metoda odciskowa)
Schemat 6. Analiza skuteczno$ci zabezpieczenia nowych materiatdow technicznych przed

rozwojem drobnoustrojow w warunkach modelowych (K - probki kontrolne)
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5.4.2.1.2. Analiza skutecznosci zabezpieczenia zabytkowych materialow technicznych
przed rozwojem mikroorganizmow w warunkach polowych

Na powierzchnie zabytkowego materiatu technicznego o powierzchni 10 cm?
nanoszono preparaty biobdjcze poprzez oprysk lub metodg zamglawiania. Badane probki w
sterylnych plytkach Petriego umieszczono na poétkach metalowych regatow w umywalni
zlokalizowanej w czgéci zachodniej baraku murowanego o nr inw. B-65 na terenie
Panstwowego Muzeum Auschwitz II-Birkenau w Oswigcimiu. Skuteczno$¢ zabezpieczenia
materialow przed rozwojem mikroorganizméw obecnych w $rodowisku muzealnym
okreslono metoda odciskowa na ptytkach z pozywka TSA (bakterie) 1 MEA (ples$nie) po
okresie 3 (pazdziernik 2014 r.), 5 (grudzien 2014 r.), 9 (kwiecien 2015 r.) i 12 miesiecy
(czerwiec 2015 r.) przechowywania w warunkach polowych (schemat 7). Probki kontrolne

stanowil material techniczny niepoddany dziataniu biocydu.

Aplikacja biocydu

opryskizamglawianie

U

K
@ﬂ INIR NI
24 godz. —— —
—

3 miesiace EEﬁ
N NS
S miesiecy EEa EEJ
NS N
9 miesiecy = —
NS NS

Inkubacja probek w warunkach polowych

12 miesiecy @ Eﬁ

Ocena wzrostu drobnoustrojow (metoda odciskowa)

Schemat 7. Analiza skuteczno$ci zabezpieczenia zabytkowych materiatow technicznych

przed rozwojem drobnoustrojow w warunkach polowych (K - probki kontrolne)
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Dodatkowo liczbe grzybow strzepkowych na materiatach oznaczono metoda ilosciowg
pobierajac wymaz z powierzchni probek (10 cm?). Pobrany wymaz zawieszono w roztworze
fizjologicznym soli. Uzyskang zawiesing posiewano na pozywke Sabourauda z
chloramfenikolem. Proby inkubowano w temperaturze pokojowej (25+0,5°C) do 7 dni.

Wyniki podano jako jtk/10 cm? powierzchni.

54.2.13. Ocena zabezpieczenia materialow technicznych przed rozwojem
drobnoustrojow

Oceng zabezpieczenia materiatu technicznego przeprowadzono makroskopowo przy
uzyciu skali wzorcowej (tabela 26), umozliwiajacej okreslenie liczebnosci mikroorganizmow.

Fotografie zamieszczone w tabeli 26 przedstawiaja odciski probek materiatu
technicznego, na ktére nanoszono inokulum bakterii, o malejacej gestosci, tj. 108, 106, 104,
10? oraz 10° jtk/ml.

W zastosowanej skali zabezpieczenia materialow technicznych po dziataniu
biocydami, przy braku wzrostu bakterii na odciskach probek materiatu zabezpieczenie
okreslono jako wysokie. Jesli obserwowano pojedyncze kolonie bakterii, zabezpieczenie
materiatu technicznego oznaczono jako dobre. Natomiast wzrost bakterii w postaci murawki
ze strefami przejasnien oznaczal bardzo stabe zabezpieczenie, a w postaci murawki — brak
zabezpieczenia przed rozwojem bakterii (tabela 26).

Oceng aktywnosci antygrzybowej preparatu biobdjczego na materiale technicznym
przeprowadzono przy uzyciu skali wzorcowej (tabela 26) w odniesieniu do stopnia
porosnigcia powierzchni na odciskach probek materiatu. Brak wzrostu plesni wskazywal na
wysoki stopien zabezpieczenia. Przy 25% powierzchni porosnigtej przez plesnie okreslono
stopien zabezpieczenia jako dobry, przy 50% powierzchni poro$ni¢tej przez plesnie — staby, a
przy 75% powierzchni porosnigtej przez plesnie — bardzo staby. Natomiast wzrost plesni na
catej powierzchni na odciskach probek materiatu $wiadczy o braku zabezpieczenia

materiatow przed ich rozwojem.
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Tabela 27. Sposob oceny zabezpieczenia materialow technicznych

Stopien zabezpieczenia przed rozwojem mikroorganizmow

Mikroorganizmy Wysoki Dobry Staby Bardzo staby Brak
+++ ++ + +/- -

Bakterie
Liczba bakterii 0 jtk/ml 10? jtk/ml 10* jtk/ml 10° jtk/ml 10°® jtk/ml
Plesnie
b
% poros$niecia brak wzrostu na 25% powierzchni 50% powierzchni 75% powierzchni 100% powierzchni
powierzchni owierzchni porosnigtej przez porosnigtej przez poros$nigtej przez poro$nigtej przez
przez plesnie P plesnie plesnie plesnie plesnie
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5.4.2.1.4. Analiza stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego powietrza

Ocen¢ zanieczyszczenia mikrobiologicznego powietrza atmosferycznego i
wewnatrz baraku o nr inw. B-65 (w ktorym przechowywano probki materiatow
zabytkowych) przeprowadzono metodg zderzeniowa z zastosowaniem probnika powietrza
MAS 100 Eco (Merck). Ogolng liczbe bakterii oznaczono na pozywce TSA z nystatyna,
natomiast grzybéw na pozywce Sabourauda z chloramfenikolem. Probki inkubowano w
temperaturze pokojowej (25+0,5°C) do 7 dni. Po tym czasie zliczano wyroste kolonie i
uwzgledniajac objetos¢ pobranego powietrza, wynik podawano jako liczbg¢ jednostek

tworzacych kolonie (jtk) w 1m® powietrza.

5.4.2.1.5. Analiza stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego powierzchni

Ocene zanieczyszczenia mikrobiologicznego powierzchni wewnatrz umywalni w
baraku o nr inw. B-65 (potki metalowego regatu, na ktorym przechowywano probki
materialdw) przeprowadzono metoda wymazow. Wykonano wymaz z powierzchni 10 cm?,
a pobrang probke zawieszono w roztworze fizjologicznym soli. Uzyskang zawiesing
posiewano na pozywke TSA z nystatynag i1 Sabourauda z chloramfenikolem. Proby
inkubowano w temperaturze pokojowej (25+0,5°C) do 7 dni. Wyniki podano jako jtk/10
cm? powierzchni.

Zanieczyszczenie mikrobiologiczne powierzchni oznaczono réwniez metoda

odciskowa (kontaktowg) z zastosowaniem plytek Envirocheck Contact.

5.4.2.2. Analiza algologiczna
5.4.2.2.1. Analiza skutecznoS$ci zabezpieczenia nowych materialéw technicznych przed
rozwojem glonow w warunkach modelowych

Na nowe materiaty techniczne aplikowano zwigzki biobdjcze metoda oprysku i
zamglawiania. Na badane materialy techniczne naniesiono przygotowang mieszaning
glonow. Roztwor wodny z wymieszanym osadem glonéw o objetosci 2 ml nakropiony
zostal na gérng powierzchni¢ kazdej probki. Glony naniesione na probki cegly i tynku
inkubowano w komorze wilgotnosciowej w zakresie temperatur: 23°C w dzien 1 18°C w
nocy, przy sztucznym o$wietleniu o natezeniu 20 pmolxm™?xs™ w trybie o$wietlenia 16/8
godzin dnia do nocy. Do inkubacji glonéw na drewnie wykorzystano szafe termostatyczng
ST+ z fotoperiodem i obiegiem powietrza, w celu zminimalizowania ryzyka przerostu
biofilmu glonow przez grzyby. Probki drewna inkubowano w temperaturze 26°C w dzien i

24°C w nocy, przy natezeniu o$wietlenia 20 pmolxm?xs™ w trybie 16/8 godzin dnia do
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nocy. Wilgotnos¢ dla tynku i cegly utrzymywano w zakresie 60 do 73%, zraszajac dno
komory woda wodociagowa dwa razy dziennie, natomiast dla drewna wilgotno$¢
utrzymywana byta w zakresie 45 do 55%, a zraszanie wykonywano raz dziennie.

Oceny skutecznosci zabezpieczenia podidéz nowych dokonano po uptywie 24
godzin od aplikacji glonéw oraz po uptywie 1 i 3 tygodni, oraz po uptywie 3 i 6 miesiecy,
wedtug schematu 8.

Aplikacja hiocydu
opryskizamglawianie

Mieszana hodowla algologiczna

0 S

s K K|\ UK K K

%) — — — _ — —

U U

E

E

%5 24 godziny

= NS NS

& 1 tydzien

e

2

= NS NS

= 3 tygodnie

2

-

; 3 miesiace N N
6 miesiecy

Ocena rozwoju glonow

Schemat 8. Analiza skuteczno$ci zabezpieczenia nowych materiatow technicznych przed

wzrostem glonéw w warunkach modelowych (K - probki kontrolne)
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Analize skuteczno$ci zabezpieczenia powierzchni materiatow przed infekcja
glonami wykonano na podstawie oceny wizualnej podtéz, poréwnujac je z probkami
kontrolnymi. W przypadku watpliwosci wykonano ocen¢ mikroskopowg. Za pomoca
jalowej szczoteczki zdrapywano z powierzchni podloza potencjalny materiat algologiczny
1 przenoszono na szkietko mikroskopowe. Analiz¢ mikroskopowa wykonano za pomoca

mikroskopu optycznego NIKON Y S100.

5.4.2.2.2. Analiza skutecznoS$ci zabezpieczenia zabytkowych materialéw technicznych
przed rozwojem glonéow w warunkach polowych

Na zabytkowe materialy techniczne aplikowano zwigzki biobdjcze metoda oprysku
1 zamglawiania. Badane probki w sterylnych ptytkach Petriego umieszczono na poétkach
metalowych regatéw w umywalni zlokalizowanej w cze§ci wschodniej baraku
murowanego o nr inw. B-65 na terenie Panstwowego Muzeum Auschwitz II-Birkenau w
Oswiecimiu. Probki pozostawiono w miejscu, w ktérym docierato do nich §wiatto dzienne,
na okres jednego roku.

Oceny skutecznosci zabezpieczenia podtoz zabytkowych dokonano po uptywie 24
godzin oraz po okresie 3 (pazdziernik 2014 r.), 5 (grudzien 2014 r.), 9 (kwiecien 2015r.) i
12 miesigcy (czerwiec 2015 r.) przechowywania w warunkach polowych wedlug schematu

9.
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Aplikacja biocydu
oprysk/zamglawianie
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Ocena rozwoju glonow

Schemat 9. Analiza skuteczno$ci zabezpieczenia zabytkowych materiatdéw technicznych

przed wzrostem glonow w warunkach polowych (K - probki kontrolne)

Analizg skuteczno$ci zabezpieczenia powierzchni materiatow przed infekcja
glonami wykonano na podstawie oceny wizualnej probek, poréwnujac je z probkami
kontrolnymi. W przypadku watpliwosci wykonano preparaty mikroskopowe analogicznie
jak probki nowych materiatdéw technicznych. Skuteczno$¢ zabezpieczenia powierzchni
materiatow przed rozwojem glondw oznaczono symbolami: wysokie zabezpieczenie
,»+++7 (brak wzrostu glonow); stabe zabezpieczenie ,,+” (§redni wzrost glonow); brak

zabezpieczenia ,,-” (wysoki wzrost glondéw).

5.4.2.3. Ocena skutecznoS$ci zabezpieczenia materialéw technicznych przed rozwojem
organizmow z zastosowaniem metod molekularnych
Skuteczno$¢ zabezpieczenia zabytkowej cegly 1 drewna przed rozwojem

organizmow okreslono w oparciu o analiz¢ RNA. Probki do analizy stanowily materiaty
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przechowywane przez 12 miesiegcy w warunkach polowych po aplikacji biocydu
(Boramon, Rocima 101) metoda oprysku. Jako prébki kontrolne zastosowano materiaty nie
poddane dziataniu biocyddéw (przechowywane przez 12 miesi¢gcy w warunkach polowych)
oraz wyjalowione metoda sterylizacji (121°C, 20 min.). RNA wyizolowano bezposrednio z
probek materiatow (0,5 g) rozdrobionych przy uzyciu mozdzierza, z zastosowaniem
zestawu FASTRNA™ Pro Soil-Direct Kit (MP Biomedicals), zgodnie z instrukcja
producenta. Stezenie wyizolowanego RNA okreslono spektofotometrycznie przy uzyciu
NanoPhotometer Pearl UV/VIS (Implen) i podano w pug/ml. Analize przeprowadzono w 3

powtdrzeniach.

5.4.2.4. Ocena zmian barwy powierzchni materialow po dzialaniu badanych
preparatéow

W celu oceny ilo$ciowej zmiany barwy, odcieni i jasno$ci probek materiatow
nowych i zabytkowych zastosowano metode spektrofotometryczng, zgodnie z pkt. 3.3.2.3.
metodyki.

Prezentowane wyniki stanowig $rednig arytmetyczng z trzech powtorzen wraz z

wyznaczonym odchyleniem standardowym, zgodnie z pkt. 3.3.2.4. metodyki.

5.5. Ocena skutecznosci zabezpieczenia powierzchni mineralnych przed rozwojem
mikroorganizmow po zastosowaniu preparatow dezynfekcyjnych i/lub preparatow
hydrofilowych oraz hydrofobowych w warunkach polowych
5.5.1. Material techniczny

Do badan zastosowano zabytkowe materialy techniczne: cegle, tynk, tynk z
nawarstwieniami malarskimi i beton (fot. 7-9, 11), przygotowane i dostarczone przez
pracownikow Sekcji Konserwatorskiecj PMA-B oraz nowe zaprawy przygotowane i
dostarczone przez zespdt Katedry Technologii Materiatow Budowlanych Akademii
Gorniczo-Hutniczej w Krakowie: zaprawg odtwarzajaca zaprawe murarska do spoinowania
(AS), zaprawe odtwarzajaca tynk (AT), zaprawe odtwarzajaca cegly (AC), zaprawg
odtwarzajaca beton podtogowy (BP).

5.5.1.1. Preparaty biobdjcze wykorzystywane w analizach
W badaniach zastosowano 2 preparaty biobojcze: Boramon i Rocima 101.

Informacje o sktadzie preparatow przedstawiono w tabelach 12 i 16.
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5.5.1.2. Preparaty hydrofobowe i hydrofilowe wykorzystane w analizach

W badaniach zastosowano 3 preparaty hydrofobowe (Funcosil BI, Asolin WS, AGS
3512) oraz 3 preparaty hydrofilowe (KSE 500E, Sarsil OH-500, CalLoSiL E25)
zaaplikowane na probkach materialow przez zespot Katedry Technologii Materialow

Budowlanych Akademii Goérniczo-Hutniczej w Krakowie.

5.5.2. Metodyka badawcza
5.5.2.1. Analiza skutecznosci zabezpieczenia nowych zapraw przed rozwojem
mikroorganizmow po dzialaniu preparatami hydrofilowymi oraz hydrofobowymi

Na powierzchni¢ probek nowych zapraw nanoszono preparaty hydrofilowe lub
hydrofobowe. Badane probki w sterylnych ptytkach Petriego umieszczono na potkach
metalowych regalow w umywalni zlokalizowanej w cz¢éci zachodniej baraku murowanego
0 nr inw. B-65 na terenie Panstwowego Muzeum Auschwitz II-Birkenau w O$wiecimiu.
Skuteczno$¢ zabezpieczenia materiatdéw przed rozwojem mikroorganizméw obecnych w
srodowisku muzealnym okreslono metoda odciskowa na ptytkach z pozywka TSA
(bakterie) i MEA (plesnie) po okresie 3 miesi¢cy (wrzesien 2015 r.) przechowywania w
warunkach polowych.

5.5.2.1. Analiza skuteczno$ci zabezpieczenia zabytkowych materialéw mineralnych
przed rozwojem mikroorganizmow po dzialaniu biocydami oraz preparatami
hydrofilowymi/hydrofobowymi

Na powierzchni¢ zabytkowego materialu technicznego nanoszono preparaty
biobdjcze (zespol Instytutu Technologii Fermentacji 1 Mikrobiologii Politechniki
Lodzkiej), a nastepnie preparaty hydrofilowe (KSE 500E, Sarsil OH-500) lub hydrofobowe
(Funcosil BI, Asolin WS) naniesione przez zespot Katedry Technologii Materiatow
Budowlanych Akademii Goérniczo-Hutniczej w Krakowie. Badane probki w sterylnych
ptytkach Petriego umieszczono na potkach metalowych regalow w umywalni (barak o nr
inw. B-65). Skuteczno$¢ zabezpieczenia materialow przed rozwojem mikroorganizmow
obecnych w $rodowisku muzealnym okre§lono metoda odciskowa na ptytkach z pozywka
TSA (bakterie) i MEA (plesnie) po okresie 3 miesiecy przechowywania w warunkach
polowych. Probki kontrolne stanowitl material techniczny niepoddany dziataniu

preparatow.
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55.2.2. Ocena zabezpieczenia materialéw technicznych przed rozwojem
drobnoustrojow

Ocen¢ zabezpieczenia materialu technicznego przeprowadzono makroskopowo
przy uzyciu skali wzorcowej (tabela 27), umozliwiajacej okreslenie liczebno$ci

mikroorganizmoéw, zgodnie z pkt. 5.4.2.1.3. metodyki.
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6. Zbiorcze przedstawienie wynikow badan

6.1. Identyfikacja drobnoustrojow niehodowalnych oraz korozyjnych metabolitow w
historycznych obiektach budowlanych na terenie Panstwowego Muzeum Auschwitz-
Birkenau

Celem badan byta identyfikacja mikroorganizméw niechodowalnych oraz korozyjnych
metabolitow obecnych na powierzchniach murowanych i1 drewnianych zabytkowych
obiektow budowlanych. Ponadto potwierdzenie degradacji probek materialow
budowlanych pod wplywem zasiedlajacych mikroorganizmoéw 1 opracowanie listy
mikroorganizméw wskaznikowych do monitorowania mikrobiologicznej korozji na
powierzchni budowlanych obiektéw historycznych w Panstwowym Muzeum Auschwitz I1-
Birkenau. Badania obejmowaty 4 etapy:
1. Identyfikacja mikroorganizméw hodowalnych i nichodowalnych.
2. Identyfikacja metabolitéw korozyjnych.
3. Ocena mikroskopowa stanu biokorozji powierzchni materiatlow.
4

Wytypowanie wskaznikow biokorozji zabytkowych obiektéw budowlanych.

W celu detekcji i identyfikacji drobnoustrojow hodowalnych i niehodowalnych
w ramach niniejszego zadania zastosowano 3 metody. Pierwsza z tych metod pozwalajaca
na identyfikacj¢ wyltacznie bakterii hodowalnych oparta jest na izolacji i hodowli
drobnoustrojow w  warunkach laboratoryjnych na standardowych pozywkach
mikrobiologicznych, a nastgpnie ich diagnostyke z uzyciem metod genetycznych. Kolejne
z zastosowanych technik umozliwiaja detekcje i identyfikacj¢ zar6wno mikroorganizméw
hodowalnych, jak i nichodowalnych bez koniecznosci ich hodowli i izolacji w warunkach
laboratoryjnych. Polegaja one na izolacji metagenomowego DNA bezposrednio z probki
materialu, a nastgpnie analizie sekwencji nukleotydowych uzyskanych w wyniku
konstruowania bibliotek gendéw lub sekwencjonowania nowej generacji.

W tabeli 28 przedstawiono poréwnanie wynikéw okres§lenia przynaleznosci
rodzajowe]j bakterii zasiedlajacych badane probki materialdow przy zastosowaniu wyzej

wymienionych metod.
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Tabela 28. Porownanie identyfikacji bakterii w probkach materialow budowlanych metodami
hodowlana, konstruowania bibliotek gendéw i sekwencjonowania nowej generacji lllumina

Sequencing

Takson

Rodzaje zidentyfikowanych bakterii

Metoda hodowlana

Konstruowanie bibliotek genéow

Illumina Sequencing

Actinobacteria

Streptomyces,
Arthrobacter,
Micrococcus

Amycolatopsis, Arthrobacter,
Blastococcus, Geodermatophilus,
Glycomyces, Herbiconiux,
Jiangella, Leifsonia,
Micromonospora, Nocardioides,
Promicromonospora,
Propionibacterium,
Pseudonocardia, Rubrobacter,
Salinibacterium, Solirubrobacter,
Streptomyces, Verrucosispora

Actinomycetospora,
Aeromicrobium, Agromyces,
Arthrobacter, Conexibacter,

Euzebya, lamia, Nocardioides,
Nocardiopsis,
Promicromonospora,
Pseudonocardia,

Saccharopolyspora,
Salinibacterium, Sporichthya,
Streptomyces, Rubrobacter

Chitinophagaceae, Gracilimonas,
Gramella, Mucilaginibacter

Balneola, Fulvivirga, Fluviicola,
Hymenobacter, Owenweeksia,

Sl hie wykryto Pedobacter, Porifericola,
Rubricoccus, Sediminicola
Firmicutes Bacillus, Bacillus, Virgibacillus Bacillus, Marinibacillus,
Psychrobacillus ' Paenibacillus, Sporosarcina
Nitrospirae nie wykryto nie wykryto Nitrospira
Planctomycetes nie wykryto nie wykryto Pirellula, Planctomyces

Alphaproteobacteria

Phyllobacterium

Afipia, Aliihoeflea, Aminobacter,
Bradyrhizobium, Devosia, Ensifer,
Geodermatophilus,
Mesorhizobium, Pedomicrobium,
Phenylobacterium, Rhodoplanes,
Rhodopseudomonas,
Rubellimicrobium, Sinorhizobium,
Sphingomonas

Afifella, Amaricoccus,
Chelativorans, Devosia,
Erythrobacter, Hyphomicrobium,
Kaistobacter, Loktanella,
Lutibacterium, Magnetospirillum,
Maricaulis, Marivita,
Mesorhizobium, Mycoplana,
Paracoccus, Phaeospirillum,
Reyranella, Rhodoplanes,
Roseomonas, Skermanella,
Sphingomonas, Sphingopyxis

Betaproteobacteria

Nitrosomonas

Burkholderia, Mitsuaria, Ralstonia

Burkholderia,Methylibium,
Methylobacillus

rodzajow

Deltaproteobacteria nie wykryto nie wykryto Bdellovibrio
Aquicella, Alcanivorax,
Halomonas, Halorhodospira,
Idiomarina, Legionella,
Dyella, Escherichia, Halomonas, Lysobacter, Marinimicrobium,
Luteibacter, Luteimonas, Marinobacter, Methylophaga,
Gammaproteobacteria nie wykryto Lysobacter, Rhodanobacter, Melitea, Microbulbifer, Oleispira,
Rhodospirillales, Saccharophagus, Panacagrimonas,
Salinisphaera, Thioalkalivibrio Pseudidiomarina,
Saccharospirillum, Silanimonas,
Salinisphaera, Shewanella,
Steroidobacter
. . . . Pelagicoccus, Coraliomargarita,
Verrucomicrobia nie wykryto nie wykryto Opitutus
Thermi nie wykryto nie wykryto Deinococcus, Truepera
Laczna liczba
zidentyfikowanych 7 62 99

Kolorem czerwonym zaznaczono rodzaje bakterii zidentyfikowane co najmniej dwoma réznymi metodami
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Przy  uzyciu  klasycznych  metod  mikrobiologicznych  wyizolowano
1 zidentyfikowano 7 rodzajéw bakterii hodowalnych nalezacych do 4 klas. Za pomoca
konstruowania bibliotek genéw zidentyfikowano 62 rodzaje bakterii z 6 klas, natomiast
najwiecej rodzajow bakterii az 99 nalezacych do 15 klas z zastosowaniem metody
sekwencjonowania nowej generacji. Wszystkimi zastosowanymi metodami zaréwno
hodowlanymi, jak i genetycznymi identyfikowano bakterie z rodzaju Arthrobacter,
Bacillus i Streptomyces. W oparciu o technike konstruowania bibliotek genow
i sekwecjonowania metoda Illumina zidentyfikowano bakterie z rodzaju Nocardioides,
Rubrobacter, Salinibacterium, Promicromonospora, Pseudonocardia (Actinobacteria),
Devosia,  Meshorizobium,  Rhodoplanes,  Sphingomonas  (Alphaproteobacteria),
Halomonas, Salinisphaera, Lysobacter (Gammaproteobacteria). Bakterie nalezace do 6
klas Bacteroidetes, Nitrospirae, Planctomycetes, Deltaproteobacteria, Verrucomicrobia
I Thermi zidentyfikowano wylacznie przy uzyciu metody Illumina Sequencing.

Poréwnanie otrzymanych wynikéw wyraznie wskazuje na przewage metagenomiki
(konstruowanie bibliotek genow i sekwencjonowanie nowej generacji) nad klasycznymi
metodami mikrobiologicznymi w identyfikacji mikroorganizméw. Metody te pozwalaja
nie tylko na analize réznorodnos$ci populacji mikroorganizméw zasiedlajacych materiaty
zabytkowe, ale takze na podstawie danych literaturowych okre§lenie funkcji
drobnoustrojow, ich szkodliwos$ci zdrowotnej, potencjatu biodeterioracyjnego i wptywu na
stopien degradacji materialu. W konsekwencji wiedza na temat przynaleznosci
taksonomicznej 1 mozliwo$¢ hodowli mikroorganizmow pozwala na dobor odpowiednich

srodkow 1 metod dezynfekcji obiektoéw zabytkowych.

6.1.1. Mikroorganizmy wskazZnikowe o potencjale biodeterioracyjnym
Okreslenie struktury gatunkowej drobnoustrojéw hodowalnych 1 niehodowalnych
technikami biologii molekularnej, analiza metabolomu, a takze ocena stopnia zniszczenia
materiatbw przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego o wysokiej
rozdzielczosci miatlo na celu wytypowanie mikroorganizmow wskaznikowych do
monitorowania mikrobiologicznej korozji na powierzchniach obiektéw zabytkowych na
terenie Panstwowego Muzeum Auschwitz II-Birkenau.
Opisane ponizej drobnoustroje wskaznikowe zostaly wybrane nie tylko na
podstawie wynikéw badan, ale rowniez w oparciu o dane literaturowe opisujace ich
potencjal biodeterioracyjny 1 czesto§¢ wystepowania na materiatach 1 powierzchniach

obiektow zabytkowych na catym §wiecie (tabele 29-30).
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Tabela 29.

Mikroorganizmy wskaznikowe w obiektach na terenie PMA-B

Detekcja i identyfikacja drobnoustrojow z Potwierdzenie wystepowania z
. . wykorzystaniem metod wykorzystaniem metod
Domena Grupa ‘. Mikroorganizm y Y - - yrorzy
drobnoustrojéw hodowlana konstruowanie Illumina analiza FESEM
bibliotek genow Sequencing metabolomu
Halomonas muralis
Halomonas nitritophilus - + + - -
Bakterie halofilne | Halomonas ventosae
Salinisphaera shabanensis - + + - -
Rubrobacter bracarensis - + + - -
Nocardioides kribbensis
Nocardioides tritolerans - + + + +
Nocardioides sp.
Promicromonospora
Bakterie umidemergens i * * * *
Promieniowce Pseudonocardia aurantiaca
R . . - + + + +
Pseudonocardia xinjiangensis
Streptomyces albospinus
Streptomyces cattleya + N . + .
Streptomyces scabrisporus
Streptomyces gilvosporeus
- i . + + + + +
Bakterie i?fr::LUSaiF;er sulfureus
heterotroficzne L + + + - -
Arthrobacter agilis
Cladosporium sp. + + + + +
Engyodontium album + + + + +
Eukarya Grzyby plesniowe | Alternaria sp. + + + + +
Penicillium sp. + + + + +
Chaetomium sp. + + + + +

(+) wykrywany; (-) niewykrywany
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Tabela 30. Mikroorganizmy wskaznikowe biorace udziat w procesie biodeterioracji obiektow zabytkowych na podstawie danych literaturowych

Grupa . . Lo . . Wystepowanie drobnoustrojow - .
Domena mikroorganizméw Mikroorganizm Potencjal biodeterioracyjny w obiektach zabytkowych Zrédlo literaturowe
Halomonas muralis katakumby [Pinar i wWsp., 2004]
Halomonas nitritoph”us malowidla $cienne [Gurtner i wsp., 2000]
Halomonas ventosae . o,
e zmiana struktury materiatow FaTaKUTD [Pinari 2004]
. . .. . e mineralizacia atakumpy Inar 1 wsp.,
Bakterie halofilne | Salinisphaera shabanensis « tworzenie pjrzebarwier'l lub medieval wall painting [Pinar i wsp., 2013]
barwnych biofilmow malowidla $cienne [Gurtner i wsp., 2000; Jurando i wsp.,
. 2012; Pinar i wsp., 2013;
Rubrobacter bracarensis Schabereiter-Gurtner i wsp., 2001]
kamien [Ortega-Morales i wsp., 2004]
Nocardioides kribbensis
Nocardioides tritolerans malowidta $cienne [Pangallo i wsp., 2009]
Nocardioides sp.
Promicromonospora raci tab - malowidla $cienne [Gurtner i wsp., 2000]
Umidemeraens * penétracja w giab materialow katakumby i grobowce [De Leo i wsp., 2012]
Bakterie g - uszkodzenia mechaniczne rzezby [Pangallo i wsp., 2009]

Promieniowce

Pseudonocardia aurantiaca
Pseudonocardia xinjiangensis

Streptomyces albospinus
Streptomyces cattleya
Streptomyces scabrisporus
Streptomyces gilvosporeus

e tworzenie rozpuszczalnych
zwiazkow

e powstawanie przebarwien i
delikatnych biatych lub
biatoszarych ,,patyn”

malowidla $cienne
katakumby i grobowce

[Gurtner i wsp., 2000]
[Abdel-Haliem i wsp., 2013; De Felice i
wsp., 2010; Schabereiter-Gurtner i wsp.,

2001, 2004; Stomeo i wsp., 2007]

katakumby i grobowce

posagi
drewniane $ciany ko$ciotow

[Abdel-Haliem i wsp., 2013; De Felice i
wsp., 2010; Schabereiter-Gurtner i wsp.,
2001, 2004; Stomeo i wsp., 2007]
[Pangallo i wsp., 2007]

[Lupan i wsp., 2014]

Bakterie
heterotroficzne

Bacillus sp.

Arthrobacter sulfureus
Arthrobacter agilis

¢ mineralizacja

o rozklad krzemianow

e uwalnianie kwasow

e uszkodzenia mechaniczne

malowidta olejne na plotnie
pomniki i rzezby z kamienia
witraze

[Lopez-Miras i wsp., 2013]
[Dakal i wsp., 2012]
[Marvasi i wsp., 2009]

malowidla olejne na ptotnie
pomniki i rzezby z kamienia
witraze

[Lopez-Miras i wsp., 2013]
[De Felice i wsp., 2010]
[Marvasi i wsp., 2009]
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Eukarya

Grzyby plesniowe

Cladosporium sp.

Engyodontium album

Alternaria sp.

Penicillium sp.

Chaetomium sp.

e uzdolnienia celulolityczne,
lignolityczne, keratolityczne

¢ tworzenie kwasow
organicznych

e tworzenie przebarwien

o rozktad tkanki drewna

e obnizenie wytrzymato$ci

zabytkowe drewno

[Zyani i wsp., 2009]

rzezby Fazio i wsp., 2010]
zabytkowy papier [Pamada i wsp., 2011]
malowidla $cienne [Valme i wsp., 2008]

$ciany [Simonovi&ovao i wsp., 2004]

witraze [Valme i wsp., 2008]

$ciany drewnianych obiektow

[Ebrahimi i wsp., 2011]

zabytkowe drewno
rzezby
$ciany drewnianych obiektow

[Zyani i wsp., 2009]
Fazio i wsp., 2010]
[Ebrahimi i wsp., 2011]

drewniane rzezby

[Fazio i wsp., 2010]
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6.1.2. Procedury oznaczania i identyfikacji mikroorganizmow wskaznikowych
Wyniki uzyskane na podstawie przeprowadzonych analiz w ramach | i Il etapu
projektu badawczego ,, Badania nad korozjg biologiczng obiektow na terenie muzeum
Auschwitz Il- Birkenau w zakresie rozpoznania i zwalczania czynnikéw biologicznych”
umozliwity precyzyjne okreslenie struktury gatunkowej wszystkich drobnoustrojow
(zarowno hodowalnych, jak i niechodowalnych) wystepujacych na badanych materiatach
budowlanych. Otrzymane rezultaty badan w ramach realizowanego projektu oraz wiedza
na temat bior6znorodnosci mikroorganizméw wystepujacych w tym srodowisku poparte
danymi dostepnymi w literaturze pozwolity na opracowanie procedur izolacji
drobnoustrojéw, optymalizacje skladu pozywek mikrobiologicznych i warunkéw ich
hodowli, umozliwiajacych ich detekcje 1 identyfikacje w warunkach laboratoryjnych.
Procedury wykrywania wybranych mikroorganizméow wskaznikowych do monitorowania
mikrobiologicznej korozji na powierzchniach obiektéw zabytkowych na terenie

Panstwowego Muzeum Auschwitz II-Birkenau zamieszczono w tabeli 31.
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Tabela 31. Procedury wykrywania bakterii wskaznikowych

dr obS(::s[i)l{ 0jéw Mikroorganizmy wskaznikowe Rodzaj pozywki Sklad[g;l)]z ywhi \Lvsc;’gv?lll(ll Zrédlo literaturowe
Ekstrakt drozdzowy 5,0
Pepton K 5,0
Glutaminian sodu 1,0
KCI 2,0
Halomonas muralis DSMZ 372 Cytrynian trisodowy 3,0
Halomonas nitritophilus pH=7,0£0,2 MgSO4x7H,0 20,0
Bakterie halofilne Halomonas ventosae NaCl 200,0 28+0,5°C [Ettenauer i wsp.,
Salinisphaera shabanensis FeCl,x7H,0 0,036 30 dni 2014]
Rubrobacter bracarensis MnClI,x7H,0 0,00036
Agar 20,0
Tryptic Soy Agar (TSA) EEBESE Is(gjzs\;\r,]; Wy éSO,O
z dodatkiem 20% NaCl Chlorek sodu 25 0
pH=73+0.22 Agar 200
Nocardioides kribbensis
Nocardioides tritolerans )
Nocardioides sp. Skrobia 20,0
Promicromonospora agé%o“ ég 0840.5°C
. 4 ’ s
Promieniowee L;’r:gjsg]rleg(?::;ia aurantiaca Starch Nitrate Agar (SNA) | NaCl 0,5 45 dni [Abdel-Haliem i wsp.,
e . pH=7,0+£0,2 KNO; 2,0 z dostepem 2013]
Pseudonocardia xinjiangensis CaCO, 30 Swiatla
Streptomyces albospinus Agar 20,0
Streptomyces cattleya Nystatyna 3%
Streptomyces scabrisporus
Streptomyces gilvosporeus
Bacillus sp. Pepton ka_zeinowy 15,0
. . Pepton sojowy 50 o . .
Bakterie Tryptic Soy Agar (TSA) Chlorek sodu 50 28+0,5°C [Merck Microbiology
heterotroficzne | Arthrobacter sulfureus pH=73+0,2 Adar 26 0 do 5 dni Manual 12th Edition]
Arthrobacter agilis Ngstatyna 30/(’)
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Grzyby
plesniowe

Cladosporium sp.
Engyodontium album
Alternaria sp.
Penicillium sp.
Chaetomium sp.

Malt Extract Agar
(MEA)
pH=6,0£0,2

Ekstrakt stodowy
Pepton

Glukoza

Agar
Chloramfenikol

20,09
109
20,09
20,09
1%

28+0,5°C
do 7 dni

[Merck Microbiology
Manual 12th Edition]
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6.1.3. Identyfikacja metabolitéw korozyjnych

Analiz¢ metabolomu na probkach zabytkowej cegly i drewna prowadzono metoda HPLC-

QTOF-MS. Na podstawie wynikow badan w tabeli 32 umieszczono list¢ wybranych szlakow
metabolizmu zidentyfikowanych w probkach cegly B/124/C/2/PL oraz drewna B/124/D/2/PL.

Tabela 32. Szlaki metaboliczne aktywne w probkach cegly B/124/C/2/PL i drewna

B/124/D/2/PL
L.p Szlak metaboliczny Cegla Drewno Uwagi
= B/124/C/2/PL. | B/124/D/2/PL
Alanine, aspartate, . . . p
1 glutamate metabolism A i Metabolizm pierwotny aminokwasow
5 Alpha-linolenic acid + + Metabolizm pierwotny kwasu
metabolism ttuszczowego - alfa linolenowego
Arachidonic acid Metabolizm pierwotny kwasu
3 . + thuszczowego — kwasu
metabolism .
arachidonowego
4 Arginine el prelfine + + Metabolizm pierwotny aminokwasow
metabolism
Atrazine (atrazyna) — zwigzek
5 Atrazine degradation 4 wchodzacy w sktad herbicydow do
zwalczania chwastow
Benzoate (benzoesan) — zwigzek
dodawany do wielu preparatow w
6 Benzoate degradation A T celach konserwujacych, o
wlasciwos$ciach
przeciwdrobnoustrojowych
Benzoxazinone Benzoxazinone (benzoazinon) -
7 " + + zwiazek wchodzacy w sktad
degradation ; , . ,
insektycydow do zwalczania owadow
8 Beta-Alanine metabolism A Metabolizm pierwotny aminokwasow
Biosynthesis of type Il Metabolizm wtorny — Wytwarzanie
9 . + 3 . ,
polyketide products poliketydow
Biosynthesis of Metabolizm pierwotny nienasyconych
10 . T ;
unsaturated fatty acids kwasow thuszczowych
Biosynthesis of other Metabolizm wtorny — wytwarzanie
11 . + + . o z
secondary metabolites innych metabolitow wtornych
12 Butonate metabolism + Metabolizm pierwotny — zwigzkow
kwasu mastowego
13 | Carbon fixation + AsymllaCJa CO, char'akterystyczna dla
glonéw, cyanobacteria
Wytwarzanie barwnikow
14 | Carotenoid biosynthesis + karotenoidowych (czerwone, zotte

16

Cystein and methionine
metabolism

wchodzace w sktad komorek
drobnoustrojow)

Metabolizm pierwotny aminokwasow
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D-Arginine and O-

17 - o o o Metabolizm pierwotny aminokwasow
18 | Diterpenoid biosynthesis Metabollzm ple’rwotny — produkeja
lotnych zwiazkow terpenowych
Ethylbenzene (etylobenzen) — zwigzek
19 Ethylbenzene degradation stosov_vanyjako rozpuszcza!plk
organiczny oraz w produkcji
zwiazkow polimerowych
20 Fatty acid biosynthesis Metabolizm pierwotny kwasow
thuszczowych
Fatty acid elongation in Metabolizm pierwotny kwasow
21 . .
mitochondria thuszczowych
Flavone and falvonol Mgtabo}lzm wtorny — wytwarzanie
22 . - zwigzkoéw zapachowych oraz
biosynthesis b
arwnych
Metabolizm wtorny — wytwarzanie
23 | Flavonoid biosynthesis zwiazkow zapachowych oraz
barwnych
Fluorobenzoate (fluorobenzoesan) —
Fluorobenzoate substancja konserwujaca o
24 . e
degradation wiasciwos$ciach
przeciwdrobnoustrojowych
25 Folate metabolism Me_tabollzm plerwotny kwasu
foliowego (witaminy Byg)
26 | Glutathione metabolism Metabolizm pierwotny aminokwasow
. Metabolizm pierwotny
27 GcheroPhOSphOIIpld glicerofosfolipidow budujacych blony
metabolism , )
komorkowe drobnoustrojow
28 Gchme, serine anq Metabolizm pierwotny aminokwasow
threonine metabolism
29 Glycolysis/ Metabolizm pierwotny, reakcja
Gluconeogenesis glikolizy
Glycosaminoglycan Metabolizm pierwotny, synteza
30 biosynthesis — keratan polisacharydéw —
sulfate; chondroitin glikozaminoglikan6w budujacych
sulfate, heparan sulfate komorki drobnoustrojow
Glycosphingolipids Metabolizm pierwotny, synteza
biosynthesis (lact- and : S .
31 . . . glikosfingolipidow —budujacych
neolacto; globo; -ganglio- A iy
s komorki drobnoustrojow
series)
32 Glycosyltransferases Metabolizm pierwotny — enzymu
metabolism glikozylotransferazy
33 Histidine metabolism Metabolizm pierwotny aminokwasow
34 Linoleic acid metabolism Metabolizm pierwotny kwasu
thuszczowego linolowego
35 Lipoic acid metabolism Metabolizm pierwotny kwasu
organicznego - liponowego
36 Lysine biosynthesis Metabolizm pierwotny aminokwasow
Metabolism of other . . . ,
37 D A Metabolizm pierwotny aminokwasow
38 | Methane metabolism Metabolizm pierwotny metanu

81




Monoterpenoid

Metabolizm pierwotny — produkcja

5 biosynthesis lotnych zwigzkow terpenowych
Naphtalene degradation Naphtalene (naftalen) wystepuje w
40 smole weglowej, ropie naftowej, mogt
by¢ stosowany do ochrony materiatu
Nicotinate and Metabolizm pierwotny zwiazkOw
a1 nicotinamide metabolism bioracych udziat w oddychaniu
komorkowym (NAD, NADP oraz
NAD", NADP")
42 Nitrogen metabolism Metabolizm pierwotny azotu
43 | Nucleotide metabolism Metabolizm pierwotny nukleotydow
44 Pentose phosphate Metabolizm pierwotny - szlak
metabolism pentozofosforanowy
Phenyloalanine . . . .
45 metabolism Metabolizm pierwotny aminokwasow
46 Phenyloalam.ne’ terSI.n €, Metabolizm pierwotny aminokwasow
tryptophan biosynthesis
Phenylpropanoid Metabolizm pierwotny aminokasow
47 | biosynthesis aromatycznych, kwasu
cynamonowego, flawonoidow
Phosphonate and Metabolizm pierwotny zwigzkow
48 - . :
phosphinate metabolism fosforoorganicznych
Polyketldes and . Metabolizm wtorny poliketydow i
) AT ESETE] RS nierybosomalnych biatek
biosynthesis y y
50 Porphyrin and chlorophyll Metabolizm pierwotny — metabolizm
metabolism porfiryn, w tym chlorofilu
51 Proteoglycans metabolism Metabolizm pierwotny -
proteoglikanow
Purine metabolism Metabolizm pierwotny puryn
52 wchodzacych w sktad kwasow
nukleinowych
53 | Retinol metabolism Metabolizm pierwotny witaminy A
54 Sesquiterpenoid Metabolizm pierwotny — produkcja
biosynthesis lotnych zwiazkow terpenowych
Sphingolipid metabolism Metabolizm pierwotny sfingolipidow
55 wchodzacych w sktad bton
komoérkowych
56 Starch and sucrose Metabolizm pierwotny skrobi i
metabolism sacharozy
57 Steroid biosynthesis Metabolizm pierwotny — produkcja
sterydow
58 Streptomycin biosynthesis Metabolizm wtérny — produkcja
antybiotyku streptomycyny
59 | Sulphur metabolism Metabolizm pierwotny siarki
Synthesis and degradation Metabolizm pierwotny ciat
60 | of Ketone bodies ketonowych bioracych udziat w
przemianach thuszczow
61 L3 .and MU Metabolizm pierwotny aminokwasow
metabolism
62 | Terpenoid backbone Metabolizm pierwotny — produkcja
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biosynthesis lotnych zwigzkow terpenowych
63 | Thiamine metabolism Metabolizm pierwotny witaminy B,
64 | Tryptophan metabolism Metabolizm pierwotny aminokwasow
65 | Tyrosine metabolism Metabolizm pierwotny aminokwasow
Ubiquinone and other Metabolizm pierwotny koenzymu Q10
66 | terpenoid —quinone + (ubichinonu) I innych zwigzkéw
biosynthesis chinonowych
67 V.alme’ Ieu_c e, BelUEe A i Metabolizm pierwotny aminokwasow
biosynthesis
Valine, leucine, isoleucine . . . p
68 degradation A i Metabolizm pierwotny aminokwasow
69 | Vitamin B6 metabolism + Metabolizm pierwotny witaminy Bg
Xylene (ksylen) — stosowany jako
70 | Xylene degradation + + rozpuszczalnik organiczny do farb i
lakierow
Zaznaczono:

szlak bioracy udzial w biodeterioracji materiatow (kolor czerwony);
szlaki charakterystyczne dla aktywnego pierwotnego metabolizmu aminokwasow,
witamin, glicerofosfolipidow, szlakow zwigzanych z metabolizmem pierwiastkow S, N
(kolor zielony);
szlaki charakterystyczne dla aktywnego pierwotnego metabolizmu kwaséw organicznych,
w tym thuszczowych, oraz sterydow (kolor niebieski);
szlaki charakterystyczne dla aktywnego pierwotnego metabolizmu oraz obecnos$ci
fototrofow: asymilacja CO,, degradacja chlorofilu (kolor z6tty);
szlaki charakterystyczne dla aktywnego pierwotnego metabolizmu barwnikow, zwigzkoéw
zapachowych (kolor pomarafczowy);
szlaki metabolizmu wtdrnego (kolor szary);
szlaki biorgce udziat w degradacji zwigzkoéw trudno - rozktadalnych prawdopodobnie
pochodzacych z zastosowanych herbicydow, insektycydow, biocydow oraz zabezpieczen
stosowanych w przesztosci w ochronie materialéw zabytkowych (kolor r6zowy).

Wsrod 70

szlakow metabolicznych zidentyfikowanych w probkach cegly

B/124/C/2/PL oraz drewna B/124/D/2/PL az 40 szlakow charakteryzowato pierwotny

metabolizm typowy dla aktywnego wzrostu wszystkich organizméw zywych (szlaki

zaznaczone w tabeli na kolor zielony). Wsrdd tych szlakéw nalezy wymieni¢ biosynteze i

degradacje aminokwasow, takich jak: alanina, lizyna, metionina, cysteina arginina, ornityna,

kwas glutaminowy, asparaginowy, tryptofan, fenyloalanina, tyrozyna, walina, leucyna,
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izoleucyna; biosynteze witamin i1 peptydow; glikozaminoglikanéw, glicerofosfolipidow,
glikosfingolipidow wchodzacych w sklad bton biologicznych; szlakéw zwigzanych z
metabolizmem pierwiastkow siarki i azotu; typowych dla metabolizmu pierwotnego szlakow
glikolizy, cyklu pentozofosforanowego oraz cyklu kwasow trojkarboksylowych (TCA);
szlakéw metabolicznych zwigzkow bioracych udzial w oddychaniu komérkowym (NAD,
NADP, koenzym Q10), syntezie nukleotydéw 1 innych zwigzkow.

Wsrod szlakow pierwotnego metabolizmu 11 stanowito szlaki zwigzane z
metabolizowaniem i synteza kwasow thuszczowych, sterydow (kolor niebieski).

Zidentyfikowano takze dwa szlaki na cegle, ktore wskazuja na rozwoj organizmow
fototroficznych zdolnych do fotosyntezy (szlak asymilacji CO, oraz degradacji porfiryn i
chlorofilu), co moze potwierdza¢ obecnos$¢ aktywnych glonéw i cyjanobakterii w probce
cegly, a takze degradacje barwnika fotosyntetycznego - chlorofilu przez drobnoustroje (kolor
70tty).

W analizowanych probkach wykazano takze obecno$¢ 7 szlakéw wskazujacych na
biosyntez¢ zwigzkow zapachowych 1 barwnych m.in. seskwiterpendéw, diterpenow,
flawonoidow, ktore moga wskazywa¢ na aktywnie rozwijajace si¢ drobnoustroje
przyczyniajace si¢ do zmiany zabarwienia materialu zabytkowego, a takze powstania
charakterystycznego zapachu (kolor pomaranczowy).

Stwierdzono rowniez wystgpowanie metabolitéw wtdrnych charakterystycznych dla
plesni (kolor szary), wsrdd ktorych moga wystepowaé mikotoksyny grozne dla zdrowia
cztowieka. Ponadto zidentyfikowano rowniez metabolit ze szlaku antybiotyku streptomycyny
w probce drewna (kolor szary), ktora jest wytwarzana przez promieniowce Actinomycetes;
obecno$¢ tych bakterii potwierdzono w obrazach mikroskopowych FESEM oraz metodami
genetycznymi.

Wsrod metabolitow zidentyfikowanych na materiatach zabytkowych wystepowaty
roOwniez znane z literatury zwigzki kwasne nalezace do cyklu kwaséw trojkarboksylowych
(TCA), ktére moga bra¢ udziat w korozji mikrobiologicznej cegty i drewna (kolor czerwony).
Ciekawy jest rowniez fakt, iz w badanych probkach czesto identyfikowano metabolity ze
szlakéw degradacji organicznych zwiazkéw trudno — rozktadalnych (zaznaczone kolorem
ré6zowym). Obecnos$¢ takich zwigzkoéw jak benzoesany, naftalen, ksylen, etylenobenzen,
swiadczy¢ moze o stosowaniu ich w przesztosci w celach ochrony materiatu przed rozwojem
drobnoustrojéw w postaci preparatow, smoty, farb, oraz w celu zwalczania chwastéw

(atrazyna jest znanym herbicydem) i owadow (benzoazinon — insektycyd). Obecnos¢
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aktywnego metabolizmu wskazuje na postgpujaca degradacje tych zwigzkow w probkach
cegly i drewna.
Zidentyfikowane szlaki metaboliczne mogg by¢ wskaznikami aktywnego metabolizmu
obecnej mikroflory na probkach cegly i drewna oraz postepujacej biokorozji.
Zidentyfikowano 5644 chemicznych zwigzkéw w probee drewna B/124/D/2/PL, 3903
w probcee cegly B/124/C/2/PL 1 3688 w probce drewna B/145/D/1/PL.

6.1.4. Ocena mikroskopowa stanu biokorozji powierzchni materiatow

Analiza stanu biokorozji powierzchni materiatow przed i po aktywacji zostala
wykonana z wykorzystaniem techniki FESEM. Dokumentacja fotograficzna zostata
przedstawiona w zalgczniku nr 1.

Obrazy mikroskopowe FESEM probki cegty B/124/C/2/PL wskazaty, iz material w
przesztosci byt zasiedlany przez glony i cyjanobakterie tworzace biofilm na powierzchni oraz
pojedyncze komorki bakterii 1 plesni. Zaobserwowano widoczne $lady biokorozji, ktore byty
wynikiem wzrostu glondw i cyjanobakterie, oraz przyczyniaty si¢ do kruszenia cegly. Po
aktywacji widoczny byt obfity wzrost promieniowcoéw. Glgbsze warstwy cegly B/124/C/2/PL
(glebokos¢ 8-16 cm) charakteryzowaty sie zwarta typowa dla cegly struktura, bez zasiedlenia
przez organizmy, w niektorych miejscach odnotowano kruszenie materiatu, aktywacja nie
spowodowata zmian w tych czeSciach cegly.

Obrazy mikroskopowe FESEM probek drewna B/124/D/2/PL 1 B/145/D/1/PL
wskazywaly na duza destrukcje materialu w postaci degradacji struktury na mniejsze
fragmenty. W probkach stwierdzono obecno$¢ promieniowcow i plesni, ktore przyczyniaty
si¢ do biodegradacji enzymatycznej oraz mechanicznej drewna, po aktywacji nastgpit ich
bujny rozwdj. Drewno B/145/D/1/PL byto bardziej zniszczone jednakze obrazy FESEM nie
potwierdzity duzej liczebno$ci drobnoustrojow na powierzchni tego materiatu.

Trzymiesigczne przechowywanie ceglty B/124/C/2/PL w warunkach wysokiej
wilgotnosci 1 temperatury znacznie uaktywnito rozwdj mikroorganizméw na jej powierzchni.
Zaobserwowano obok organizméw, ktore przed inkubacja zasiedlaty powierzchnie cegly,
rowniez aktywny rozwoj promieniowcOw w postaci rozrastajacych si¢ na powierzchni
strzgpek pseudogrzybni. Rozwdj promieniowcéw moze wynikaé z obecnos$ci materii
organicznej w postaci martwych komorek glonow oraz obecnosci substancji
polisacharydowej zewnatrzkomorkowej produkowanej przez glony, cyanobacteria i1 bakterie.

Pseudogrzybnia promieniowcow przenika struktur¢ cegly oraz warstwe glondw silnie
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przytwierdzonag do podtoza. Promieniowce tworza réwniez tancuszki zarodnikow, co
swiadczy o ich aktywnym wzroscie i rozmnazaniu w zaistniatych warunkach. W ciggu 3
miesi¢gcy przechowywania cegly nastgpita swoista dla materialu sukcesja ekologiczna,
analogiczna jaka moze mie¢ miejsce w warunkach naturalnych; po wzroscie autotroficznych
organizmow pionierskich (glony, cyjanobakterie), nastgpil rozwoj drobnoustrojéw
heterotroficznych (bakterii, w tym wypadku promieniowcow).

Po 3 miesigcznej aktywacji na probce drewna B/124/D/2/PL nastgpit gwattowny rozwoj
promieniowcoOw, drewno bylo oplecione pseudogrzybnig, ktora rozrastala si¢ 1 niszczyta
kolejne fragmenty drewna; pojawil si¢ rowniez aktywny wzrost grzybni ple$ni widocznej na
obrazach mikroskopowych w postaci ptaskich grubszych wsteg strzgpek oplatajacych drewno
oraz licznych zarodnikow. Rozwdj promieniowcoéw i plesni o wysokich uzdolnieniach

celulolitycznych moze przyczyni¢ si¢ do szybkiej degradacji drewna.

Podsumowanie

1. Zidentyfikowano 7 rodzajow bakterii hodowalnych nalezacych do 4 klas przy uzyciu
klasycznych metod mikrobiologicznych; 62 rodzaje bakterii nalezacych do 6 klas
z zastosowaniem metody konstruowania bibliotek gendéw 1 99 rodzajéow bakterii
nalezacych do 15 klas z zastosowaniem metody sekwencjonowania nowej generacji.
Poréwnanie otrzymanych wynikéw wyraznie wskazuje na przewage metagenomiki
(konstruowanie bibliotek gendw i sekwencjonowanie nowej generacji) nad klasycznymi
metodami mikrobiologicznymi w identyfikacji mikroorganizmow.

2. Wykazano, ze metoda analizy metagenomowej jest odpowiednia do okreslenia struktury
gatunkowej drobnoustrojow zasiedlajacych probki materialow zabytkowych — cegly,
tynku i drewna.

3. Wykazano, iz metoda HPLC-QTOF-MS jest odpowiednia do oceny profilu metabolomu
(zawierajgcego metabolity drobnoustrojow) w probkach materialéw budowlanych — cegly
1 drewna; metoda charakteryzuje si¢ wysoka czuto$cig i powtarzalnoscia.

4. Analiza mikroskopowa metodg FESEM umozliwia potwierdzenie stopnia biodeterioracji
probek zabytkowej cegly 1 drewna przez organizmy zasiedlajace materiaty.

5. Wykazano, ze sktad gatunkowy mikroorganizméw zasiedlajacych powierzchnie cegly
jest odmienny od wystepujacego na gtebokosci 8-16 cm.

6. Inkubacja probek materiatbw w warunkach podwyzszonej wilgotnosci wzglednej 80%

1 temperatury 28°C spowodowata zmiang¢ sktadu gatunkowego mikroorganizmoéw.
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7. Analiza populacji mikroorganizmoéw zasiedlajacych materiaty zabytkowe umozliwita
wytypowanie mikroorganizméw wskaznikowych. Wytypowano 4 grupy drobnoustrojow
wskaznikowych dla zastanych proceséw biodeterioracji obiektéw zabytkowych na terenie
Panstwowego Muzeum Auschwitz-11 Birkenau: bakterie halofilne (Halomonas sp.,
Salinisphaera shabanensis, Rubrobacter bracarensis), promieniowce (Streptomyces sp.,
Nocardioides sp., Pseudonocardia sp., Promicromonospora umidemergens), bakterie
heterotroficzne (Bacillus sp., Arthrobacter sp.) oraz grzyby plesniowe (Cladosprium sp.,
Engyodontium album, Alternaria alternata, Penicillium sp., Chaetomium sp.). Nalezy
monitorowac rozwoj tych drobnoustrojéw na zabytkowych materiatach budowlanych w
obiektach na terenie Panstwowego Muzeum Auschwitz-II Birkenau wykorzystujac

metody hodowlane i genetyczne.

6.2. Doboér substancji czynnych do zwalczania mikroorganizmow i glonow

Celem tego etapu badan jest wybor substancji czynnych, najbardziej skutecznych
w hamowaniu wzrostu bakterii, grzybow strzgpkowych oraz glonéw w warunkach in vitro,
jak rowniez ustalenie najnizszych stezen, przy ktoérych zahamowany bedzie wzrost tych

organizmow.

6.2.1. Wrazliwo$¢ bakterii na dzialanie zwiazkow chemicznych

Na podstawie zmierzonych stref zahamowania wzrostu poszczegdlnych gatunkéw
bakterii pod wplywem dziatania siedmiu badanych zwigzkéw mozliwe jest okreslenie
skuteczno$ci dziatania tych substancji. Uzyskane wyniki pozwolity takze wyznaczy¢
najnizsze stgzenia zwigzkow inhibujace rozwoj badanych gatunkow bakterii (tabela 33).

Najbardziej zréznicowang wrazliwos$¢ bakterii na dziatanie poszczegodlnych zwigzkow
odnotowano w przypadku podchlorynu sodu i kwasu borowego. Na dzialanie pierwszego z
nich najmniej wrazliwy jest Bacillus mycoides, dla ktorego warto$¢ stezenia inhibujacego
rozw6] wynosi 5%. Z kolei kwas borowy nalezy wykorzysta¢ w najwyzszym stezeniu 12%
dla zahamowania rozwoju Rhodococcus fascians. N-(3-aminopropylo)-N-dodecylopropano-
1,3-diamina hamuje rozwoj wszystkich bakterii w tym samym niskim stgzeniu rownym
0,02%. W przypadku chlorku didecylodimetyloamoniowego szczepem najmniej wrazliwym
okazat si¢ Pseudomonas fluorescens, dla ktorego konieczne okazalo si¢ zastosowanie stezenia
10%. Dla pozostatych gatunkéw warto$¢ ta jest jednakowa i wynosit 0,02%. Nadtlenek

wodoru podobnie jak aldehyd glutarowy hamuje rozwdj wigkszosci bakterii
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w stezeniu 2%. Wyjatkiem jest Sporosarcina aquimarina, dla ktérej zahamowanie wzrostu
widoczne jest juz przy stezeniu H,O, rownym 0,2% i Bacillus mycoides, dla ktorego nalezy
zastosowa¢ wyzsze stezenie aldehydu, 4%. Podobng zalezno$¢ zaobserwowano dla bakterii
poddanych dzialaniu kwasu L-mlekowego. Najmniej wrazliwym szczepem okazat si¢ po raz
kolejny Bacillus mycoides, dla ktorego nalezy aplikowac stgzenie kwasu powyzej 10%.
Rozwoj pozostatych bakterii hamowany jest po zastosowaniu wyzej wymienionego zwigzku
w stezeniu 4%.

Poréwnujac wartosci stezen wszystkich siedmiu zwigzkéw uzyskane dla badanych
gatunkow bakterii stwierdzono, ze najmniej wrazliwym jest Bacillus mycoides. Najnizsze
wartosci  stezen potrzebnych do zahamowania wzrostu odnotowano dla Sporosarcina
aquimarina. Grupujac substancje chemiczne pod wzgledem ich aktywnos$ci antybakteryjnej
mozna je umie$ci¢ wedtug malejacych warto$ci stezen w szeregu: kwas mlekowy > kwas
borowy > aldehyd glutarowy > nadtlenek wodoru > podchloryn sodu > chlorek
didecylodimetyloamoniowy > N-(3-aminopropylo)-N-dodecylopropano-1,3-diamina.

Najbardziej skuteczng sposréd badanych substancji, ktéra ogranicza rozwoj 6
testowanych szczepow bakterii w najnizszych stezeniach, okazata si¢ N-(3-aminopropylo)-N-

dodecylopropano-1,3-diamina.

88



Tabela 33. Wartosci stezen badanych zwigzkow, dla ktorych odnotowano zahamowanie wzrostu bakterii [%]

aquimarina

Zwiazek N-(3-aminopropylo)-
didecylodi(:r:(:(t);leolzmoniowy N-dodecylopropano- Nve\l/gggpﬁk gﬁjg;rr:))\l/(\jy IDOdsCohdlEryn Kwas borowy L—rﬁl\évlfgwy
Gatunek 1,3-diamina
Bacillius cereus 0,02 0,02 2 2 0,2 5 4
BaC|I_I|us 0,02 0,02 2 4 5 2 >10
mycoides
Pseudomonas 10 0,02 5 5 0.2 9 4
fluorescens
Rhodococcus 0,02 0,02 2 2 0,02 12 4
fasciaus
Staphylococcus 0,02 0,02 5 5 0.2 8 4
quorum
Sporosarcina 0,02 0,02 0.2 2 0.2 5 4
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6.2.2. Wrazliwos$¢ grzybow strzepkowych na dzialanie zwigzkow chemicznych

W tej czesci badan okreslono efektywno$¢ dziatania 7 rdéznych zwigzkow
chemicznych na grzyby strzepkowe, celem wytypowania najbardziej skutecznego zwiagzku
lub grupy zwiazkow, ktore beda hamowaly rozwdj plesni w najnizszych stezeniach. Zwigzki
te beda mogty by¢ wykorzystane jako substancje czynne w preparatach przeznaczonych do
dezynfekc;ji.

Na podstawie stref zahamowania wzrostu okreSlono skuteczno$¢ dziatania
poszczegbdlnych zwigzkéw chemicznych 1 wyznaczono najnizsze st¢zenia ograniczajace
rozwoj grzybow strzepkowych (tabela 34). Stwierdzono zrdéznicowang wrazliwos$¢ plesni na
poszczegdlne zwigzki. Szczepami najmniej wrazliwymi na  dziatanie chlorku
didecylodimetyloaminowego i N-(3-aminopropylo)-N-dodecylopropano-1,3-diaminy sa
Penicillium citreonigrum i Aspergillus fumigatus. W przypadku nadtlenku wodoru wyniki sg
porownywalne, jedynie Engyodonium album i Chaetomium globosum charakteryzuja sie
wieksza wrazliwo$cig. Z kolei aldehyd glutarowy nalezy zastosowa¢ w najwiekszym stgzeniu
(4%) dla Cladosporium cladosporioides (1), a podchloryn sodu (7%) dla Chaetomium
globosum. Gatunki, wobec ktorych koniecznym okazalo si¢ wykorzystanie najwyzszego
stezenia kwasu borowego (12%) to dwa szczepy Cladosporium cladosporioides, Penicillium
commune i Aspergillus fumigatus. Drugi z badanych kwaséw — mlekowy jest praktycznie
nieskuteczny w stosunku do badanych ple$ni, z wyjatkiem Engyodontium album
i Chaetomium globosum

Poréwnujac jednak wartosci stezen wszystkich zwigzkow, ktore hamowaly rozwdj
ple$ni zaobserwowano, ze najmniej wrazliwy gatunek sposrdod badanych szczepdéw
to Aspergillus fumigatus. Najbardziej wrazliwe szczepy, to z kolei Engyodontium album
i Chaetomium globosum. Pod wzgledem skutecznosci dziatania badane zwigzki chemiczne
mozna uszeregowa¢ wedlug malejacych wartodci stgzen: kwas mlekowy> kwas borowy >
nadtlenek wodoru > aldehyd glutarowy > podchloryn sodu > N-(3-aminopropylo)-
dodecylopropano — N -1,3- diamina = chlorek didecylodimetyloamoniowy.

Najbardziej skutecznymi zwigzkami, hamujacymi rozwoj wigkszosci analizowanych
szczepOw W najnizszym stezeniu okazaty si¢ N-(3-aminopropylo)-dodecylopropano — N -1,3-

diamina i chlorek didecylodimetyloamoniowy.
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Tabela 34. Wartosci stgzen badanych zwigzkow, dla ktorych odnotowano zahamowanie wzrostu grzyboéw strzepkowych [%]

Zwiazek Chlorek N-(3-aminopropylo)- | \ . ytjenek Aldehyd | Podchloryn Kwas kwas
X . -N-dodecylopropano--

Gatunek dodecylodimetyloamoniowy -1 3-diamina wodoru glutarowy sodu borowy | L - mlekowy
Alternaria
alternata 0,2 0.2 2 2 2 2 >10
Engyodontium 0,2 0,2 0,2 0,2 0,02 8 10
album
Cladosporium
cladosporioides (1) 0.2 0.2 2 4 0,2 12 >10
Penicillium 2 2 2 0,2 2 2 >10
citreonigrum
Penicillium 0,2 0,2 2 0,2 0,2 12 >10
commune
Chaetomium 0,2 0,2 0,2 2 7 2 10
globosum
Aspergillus 2 2 2 2 0,2 12 >10
fumigatus
Cladosporium
cladosporioides (2) 0.2 0.2 2 2 0.2 12 >10
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6.2.3. Wrazliwo$¢ glonéw na dzialanie zwiazkéw chemicznych

Badania byly prowadzone na materiatach porosnietych plechami sinic Choroococcus

sp. i Chroococcus varius oraz zielenic Apatococcus lobatus i Chlorella sp. W warunkach

laboratoryjnych na pozywkach mikrobiologicznych nie jest mozliwe uzyskanie monokultur,

co jest prawdopodobnie zwigzane z odmiennymi wymaganiami poszczegolnych gatunkow

glonow 1 sinic wchodzacych w sktad plechy. Zatem aktywno$¢ bdjczg oznaczano wobec

populacji mieszanej, rowniez ze wzgledu na fakt wystepowania glonoéw i sinic w takiej formie

w $rodowisku naturalnym, w tym przypadku na powierzchniach obiektéw na terenie PMA-B.

W tabeli 35 przedstawiono rezultaty badan reakcji plech glonéw na substancje czynne

wyrazone jako $rednice odbarwienia plech w przypadku pozytywnych reakcji. W calym

okresie badan plecha kontrolna (podtoze K) nie ulegla zmianom morfologicznym.

Tabela 35. Wptyw substancji czynnych na wzrost plech glonow

Nazwa Stezenie Czas dzialania substancji czynnej [h]
substancji [9%0] 1 24 48 72 96 120
0,02 - - - - - -
0,2 + 6,7 7,0 7,3 7,3 7,3
2 + 7,2 8,0 8,5 8,8 9,0
Chlorek : : : ’ ’
didecylodimetyloamoniowy 3 * 8,0 9.2 9.7 101 | 102
7 + 9,6 10,1 | 105 | 10,8 | 10,8
10 + 114 | 114 | 115 | 118 | 118
12 + 11,8 12,1 12,4 12,7 12,9
0,02 + 6,4 6,4 6,1 6,1 6,0
0,2 + 7,1 7,1 7,1 7,0 7,0
Podchloryn sodu 2 + 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4
5 + 7,4 7,4 7,4 7,4 7,4
7 + 7,8 7,8 7,8 7,8 7,8
0,02 - - - - - -
N-(3-aminopropylo)-N- 0,2 + - - - - -
dodecylopropano-1,3- 0,5 + - - - - -
diamina 2 + - - - - -
5 + - - - - -
0,02 - - - - - -
0,2 - - - - - -
2 - - - - - -
Nadtlenek wodoru 5 - - - - - -
7 - - - - - -
10 - - - - - -
15 - - - - - -
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0,02 - - - - - -

0,2 : : : : : :

2 - - - - - -

Aldehyd glutarowy Z N : ; - _ -

5 - - - - - -

10 - - - - : :

0,02 - - - - - -

0,2 - - - - - -

Kwas 2 - - - - - -

L-mlekowy 4 - - - - - -

8 - - - - - -

10 - - - - - -

0,02 - - - - - -

0,2 : : : : : :

2 - - - - - -

Kwas borowy 5 - - - - - -

8 - - - - - -

12 - - - - - -

(-) brak reakcji; (+) reakcja widoczna, $rednica odbarwienia plechy wokot kragzka w mm

Substancja czynng, ktéra bardzo wyraznie wyplywa w sposdb hamujacy na wzrost
plech glonéw jest chlorek didecylodimetyloamoniowy. Najnizsze st¢zenie, ktore ograniczato
skazenie glonow wyniosto 0,2%. Przez caly okres prowadzenia badan dochodzilo do
stopniowego hamowania plech wokot krazkow nasaczonych ta substancja. Nieco stabiej na
glony oddzialywal podchloryn sodu, w przypadku ktoérego objawy hamowania wzrostu
zaobserwowano co prawda dla najnizszego stezenia 0,02%, substancja ta jednak miala wptyw
na pleche glonow tylko w ciagu pierwszej doby. Co wigcej, dla stezen 0,02% oraz 0,2% po
uplywie odpowiednio trzeciej 1 czwartej doby zaobserwowano zwezanie si¢ granic
odbarwienia, co sugerowa¢ moze na odbudowywanie si¢ plech po degradacji. Najstabsze
rezultaty zanotowano dla N-(3-aminopropylo)-N-dodecylopropano-1,3-diaminy, ktora
w stezeniach powyzej 0,02%, w bezposrednim kontakcie z plechg glonow lekko ja odbarwita.
Wokot krazkéw jednak nie zanotowano hamowania wzrostu plech.

Pozostate substancje czynne w kontakcie z plechami glonow wywotujacych skazenie
podiéz mineralnych nie ujawnity zadnego wplywu. Fakt, ze czwartorzegdowe sole amoniowe
silnie 1 szybko wptynetly na degradacj¢ plech mieszanych zawierajacych zar6wno sinice jak
i zielenice wskazuje na skutecznos$¢ tych zwigzkéw rowniez wobec pojedynczych gatunkow

glonow i sinic.
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Podsumowanie

1. Bakterie wykazuja mniej zroéznicowang wrazliwo$¢ na dziatanie poszczegdlnych
badanych zwigzkéw chemicznych w poréwnaniu do grzybéw strzepkowych.

2. Zakres stezen nadtlenku wodoru (0,2-2%), aldehydu glutarowego (2-4%),
podchlorynu sodu (0,02-5%) i kwasu borowego (2-12%) hamujacych rozwo6j bakterii
jest zblizony do wartosci uzyskanych dla grzybow strzepkowych (odpowiednio 0,2-
2%; 0,2-4%; 0,02-7% i 2-12%).

3. Stezenia chlorku didecylodimetyloamoniowego i N-(3-aminopropylo)-
dodecylopropano - N-1,3-diaminy potrzebne do zahamowania rozwoju grzybow
strzepkowych sg od 10 do 100 razy wyzsze niz dla bakterii. Mimo to sg to substancje,
ktore dzialajg w najnizszych st¢zeniach (0,02—2%) sposrod wszystkich 7 badanych
zwigzkow.

4. Substancja czynna, ktora bardzo wyraznie hamuje wzrost plech glonow jest chlorek
didecylodimetyloamoniowy w stezeniu 0,2%.

5. Na podstawie uzyskanych wynikéw do dalszych badan wybrano dwie substancje
czynne: chlorek didecylodimetyloamoniowy nalezacy do czwartorzedowych soli
amoniowych i N-(3-aminopropylo)- dodecylopropano - N-1,3-diamine, be¢daca

przedstawicielem poliamin.
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6.3. Dobor preparatow dezynfekcyjnych i ocena ich skutecznosci dzialania w
warunkach modelowych
Celem tego etapu byt dobodr preparatow do dezynfekcji powierzchni drewna oraz cegly i
tynku, ktore bedg skutecznie ogranicza¢ wzrost badanych bakterii, grzybéw plesniowych i
glonow.

W tabeli 36 zestawiono wyniki badan aktywnosci bdjczej badanych preparatow
dezynfekcyjnych w zalezno$ci od ich st¢zenia i krotnosci aplikacji ocenianych na probkach
drewna, tynku i cegly w stosunku do badanych organizmow.

Preparatami, ktore wykazywaty najwyzsza aktywnos$¢ antybakteryjng na drewnie byty
ABM-1, ABM-2, Atoxyn i Rocima 101 (tabela 36). Substancje te juz po pierwszym oprysku
materialu w nizszym z dwoéch badanych stezen dziataty bdjczo na badang mieszang hodowle
bakterii. W przypadku pozostatych preparatoéw Mycetox B’ i TAAB-2 nalezalo zastosowac
dwukrotng aplikacj¢ w nizszych st¢zeniach, a dla Boramonu i Acticide LV 706 — trzykrotng
aplikacj¢. Preparat Preventol R80 okazat si¢ skuteczny dopiero w wyzszym z badanych stezen
(12% v/v) po jednokrotnej aplikacji. Najstabsze wlasciwosci antybakteryjne na drewnie miat
preparat Impuls 70-AN, ktory skutecznie dziatat dopiero po drugim oprysku i w najwyzszym
stezeniu (12% v/v).

Mieszana hodowla grzyboéw strzepkowych porastajacych probki drewna okazata sie
najmniej wrazliwa na zastosowane dezynfektanty sposréd wszystkich wykorzystywanych w
badaniach mikroorganizméw. Najskuteczniej zadziataty na nig preparaty ABM-1 i ABM-2,
ktore eliminowaty grzyby z powierzchni badanego materiatu po zastosowaniu trzykrotnego
oprysku w nizszym z badanych stezen (6% v/v) lub po dwukrotnej aplikacji w stezeniu 8%
v/v. Dzialanie przeciwgrzybowe wykazywaly takze preparaty: Acticide LV 706, Boramon,
Preventol R80 i Rocima 101, ale dopiero po trzykrotnej aplikacji w wyzszych z badanych
stezen (odpowiednio 15%; 30%; 12% 1 8% v/v). Dla pozostatych preparatow nie odnotowano
zadowalajacych wtasciwosci przeciwgrzybowych. Powodowaty one ograniczenie wzrostu
plesni, ale nie eliminowaty ich ze srodowiska.

W przypadku porastajacych drewno glondow najlepsze rezultaty otrzymano dla
preparatoéw: Boramon, Impuls 70-AN, Preventol R80 i Rocima 101, ktére dziataty
przeciwglonowo juz po pierwszym oprysku w nizszych stezeniach. Acticide LV 706 i
Atoxyn, to z kolei preparaty, ktore hamowaty rozwo6j glonow po pierwszej aplikacji, ale w
wyzszym z dwoch badanych stezen (odpowiednio 15% 1 8% v/v). Pozostate preparaty: ABM-
1, ABM-2, Mycetox i TAAB-2 nie dziataty skutecznie na badane taksony glonow.
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W badaniach prowadzonych na cegle stwierdzono, ze preparaty ABM-1, Boramon,
Mycetox B’, Preventol R80, Rocima 101 i TAAB-2 wykazywaly wysoka aktywnos¢
antydrobnoustrojowa juz po pierwszej aplikacji preparatu w nizszym z dwoch badanych
stezen. Aby oceni¢ skutecznos$¢ preparatow Impuls 70 AN oraz Atoxyn jako wysokg w
odniesieniu zaréwno do bakterii jak i1 plesni, konieczna byta ich dwukrotna aplikacja w
nizszym st¢zeniu, tj. 6%. Preparat ABM-2 wykazywal wysokg skutecznos¢ w stosunku do
plesni juz po pierwszej aplikacji w stezeniu 6%; w celu zahamowania rozwoju bakterii
konieczny byl trzykrotny oprysk cegly w odstepach 24 godzin preparatem o tym stezeniu.
Skuteczna w catkowitym zahamowaniu wzrostu bakterii 1 grzyboéw okazata si¢ jednokrotna
aplikacja w wyzszych stezeniach nastepujacych preparatow: ABM-1, ABM-2, Boramon,
Impuls 70 AN, Mycetox B’, Preventol R80, Rocima 101 oraz TAAB-2 lub dwukrotna
aplikacja preparatu Atoxyn (Tab. 36).

Sposrod badanych preparatow dezynfekcyjnych najmniejsza aktywnos$¢ wykazywat
preparat Acticide LV 706. Aby calkowicie zahamowa¢ rozwoj plesni konieczna byla
dwukrotna aplikacja preparatu w obydwu stezeniach. Zahamowanie rozwoju bakterii
ocenione jako dobre uzyskano po trzykrotnej aplikacji preparatu na powierzchnie cegty (Tab.
36).

W  przypadku porastajacych cegly glonow najlepsze rezultaty otrzymano dla
preparatow: Acticide LV 706, Atoxyn, Boramon, Preventol R80 i Rocima 101, ktére dziataty
przeciwglonowo juz po pierwszym oprysku w nizszych stgzeniach. Impuls 70AN z kolei
hamowat rozw6j glonow po pierwszej aplikacji, ale w wyzszym z dwoch badanych stgzen
(12% v/v). Preparaty takie, jak ABM-1, ABM-2, TAAB-2 w obu ste¢zeniach, oraz preparat
Mycetox B’ w wyzszym stezeniu (30% v/v), wykazywaly stabg reakcje w degradacji plech
glonow. Bez wpltywu natomiast na plechy glonow pozostawal tylko preparat Mycetox B’ w
nizszym z uzytych stezen, tj. 20 % v/v.

W badaniach prowadzonych na probkach tynku wykazano, ze wszystkie preparaty juz
po pierwszej aplikacji w nizszym stg¢zeniu hamujg catkowicie rozwo6j mieszanej hodowli
plesni (Tab. 36). Preparat Atoxyn wykazywal aktywno$¢ antybakteryjna oceniong jako
wysoka po dwukrotnej aplikacji w stezeniu 6%. Najmniejsza aktywno$¢ antybakteryjna,
podobnie jak w badaniach na cegle, stwierdzono dla preparatu Acticide LV 706. Nawet
trzykrotna aplikacja w stezeniu 15% nie dawata wysokiej aktywnosci, a jedynie dobrg
(Tab.36).

W przypadku porastajacych tynk glondw wszystkie preparaty w uzytych stezeniach,

juz po pierwszym oprysku okazaty si¢ skuteczne, a ich antyglonowe dziatanie byto wysokie.
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Tabela 36. Zestawienie aktywnoS$ci preparatow na probkach drewna, cegly i tynku

RODZAJ MATERIALU
DREWNO CEGLA TYNK
Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa Glony Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa Glony Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa Glony
Preparat Stezenie Lipzbza_ _ mieszana hodowla bakterii | mieszana hodowla plesni mieszana hodowla mieszana hodowla bakterii mieszana hodowla ple$ni mieszana hodowla | mieszana hodowla bakterii mieszana hodowla plesni mieszana hodowla
[% viV] aplikacji I i glonow I v glonow 1 v glonow
Pseudomonas fluorescens Alternaria alternata Chroococcus sp. Bacillus muralis Aspergillus fumigatus Chroococcus sp. Bacillus muralis Aspergillus fumigatus Chroococcus sp.
Staphylococcus equorum | Cladosporium cladosporioides Ulothrix sp. Sporosarcina aquimarina Cladosporium cladosporioides Ulothrix sp. Sporosarcina aquimarina | Cladosporium cladosporioides Ulothrix sp.
Bacillus cereus Engyodontium album Chlorella sp. Rhodococcus fascians Engyodontium album Chlorella sp. Rhodococcus fascians Engyodontium album Chlorella sp.
Penicillium citreonigrum Apatococcus lobatus Alternaria alternata Apatococcus lobatus Alternaria alternata Apatococcus lobatus
Chaetomium globosum

1-krotna +++ wysoka + staba - brak +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
6 2-krotna +++ wysoka ++ dobra - brak +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka +++ wysoka - brak +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka

ABM-1
1-krotna +++ wysoka ++ dobra - brak +++ Wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
8 2-krotna +++ wysoka +++ wysoka - brak +++ Wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka +++ wysoka - brak +++ Wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
1-krotna +++ wysoka +/- bardzo staba + staba + staba +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
6 2-krotna +++ wysoka ++ dobra + staba ++ dobra +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka +++ wysoka +s taba +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka

ABM-2
1-krotna +++ wysoka ++ dobra + staba +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
8 2-krotna +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
1-krotna - brak +/- bardzo staba + staba - brak + staba +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
10 2-krotna +/- bardzo staba ++ dobra + staba +/- bardzo staba +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
Acticide 3-krotna +++ wysoka ++ dobra + staba ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
LV 706 1-krotna - brak ++ dobra +++ wysoka - brak ++ dobra +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
15 2-krotna +/- bardzo staba ++ dobra +++ wysoka +/- bardzo staba +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
1-krotna +++ wysoka - brak + staba ++ dobra +/- bardzo staba +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
6 2-krotna +++ wysoka - brak + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka + staba + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka

Atoxyn
1-krotna +++ wysoka +/- bardzo staba +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
8 2-krotna +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
1-krotna ++ dobra +/- bardzo staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
20 2-krotna ++ dobra ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
Boramon 3-krotna +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
1-krotna +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
30 2-krotna +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
1-krotna + staba - brak +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka + staba ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
6 2-krotna ++ dobra - brak +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka + staba ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
Impuls 70 3-krotna ++ dobra - brak +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
AN 1-krotna + staba - brak +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
12 2-krotna +++ wysoka +/- bardzo staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
1-krotna +/- bardzo staba - brak + staba +++ wysoka +++ wysoka - brak ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
20 2-krotna +++ wysoka +/- bardzo staba + staba +++ wysoka +++ wysoka - brak +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
Mycetox B’ 3-krotna +++ wysoka + staba + staba +++ wysoka +++ wysoka - brak +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
1-krotna ++ dobra +/- bardzo staba + staba +++ wysoka +++ wysoka + staba ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
30 2-krotna +++ wysoka + staba + staba +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka ++ dobra + staba +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
1-krotna ++ dobra - brak +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
6 2-krotna ++ dobra + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
Preventol 3-krotna ++ dobra ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
R80 1-krotna +++ wysoka +/- bardzo staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
12 2-krotna +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
1-krotna +++ wysoka - brak +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
6 2-krotna +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
. 3-krotna +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka

Rocima 101

1-krotna +++ wysoka +/- bardzo staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
8 2-krotna +++ wysoka ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
1-krotna ++ dobra - brak - brak +++ wysoka +++ wysoka + staba ++ dobra +++ wysoka +++ wysoka
6 2-krotna +++ wysoka +/- bardzo staba - brak +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka +/- bardzo staba - brak +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka

TAAB-2
1-krotna +++ wysoka + staba - brak +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
12 2-krotna +++ wysoka ++ dobra - brak +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka
3-krotna +++ wysoka ++ dobra + staba +++ wysoka +++ wysoka + staba +++ wysoka +++ wysoka +++ wysoka

97




Podsumowanie

1.

Preparatami biobdjczymi, ktéore hamuja rozwoj bakterii 1 plesni na wszystkich typach
podtéz sa: ABM-1, ABM-2, Boramon, Preventol R80 i Rocima 101.

Najaktywniejsze dzialanie na bakterie 1 ple$nie rozwijajace si¢ na drewnie, wykazuja
preparaty ABM-1 i ABM-2 w stezeniu 6%; Acticide LV 706 - 15%; Boramon - 30%);
Preventol R80 - 12% i Rocima 101 - 8%. W celu uzyskania skutecznej dezynfekcji dla
wszystkich w/w dezynfektantow wymagana jest trzykrotna aplikacja.

Rozw¢j bakterii i plesni na cegle jest hamowany po jednokrotnej aplikacji preparatow:
ABM-1, Preventol R80, Rocima 101, TAAB-2 i Impuls 70 AN w stezeniu 6%, oraz
Boramon i Mycetox B® w stezeniu 20%. Wysoka aktywnos¢ przeciw drobnoustrojom
porastajacym cegly stwierdzono dla preparatu Atoxyn w stezeniu 6% po dwukrotne;j
aplikacji oraz ABM-2 w stezeniu 6% po trzykrotnej aplikacji.

W celu zahamowania rozwoju bakterii 1 plesSni na tynku wystarczajgca jest
jednokrotna aplikacja preparatu ABM-1 i ABM-2 w stgzeniach 6%; dwukrotna
aplikacja 6% roztworow preparatow Atoxyn, Mycetox B', Rocima 101 i TAAB-2 lub
trzykrotna aplikacja preparatéw Boramon - 20%; Impuls 70 AN - 6% i Preventol R80
- 6%.

Preparatami biobojczymi, ktore wykazujg skutecznos¢ w degradacji plech glonow na
wszystkich typach podt6z s3: Boramon, Preventol i Rocima 101 w obydwu
zastosowanych stezeniach oraz Impuls 70 AN, Atoxyn, Acticide LV706 w wyzszych z
badanych stgzen.

Zahamowanie rozwoju glonéw porastajagcych drewno odnotowano po jednokrotnej
aplikacji preparatow Impuls 70 AN o stezeniu 6% 1 12%, Atoxyn - 8%, Boramon —
20% i 30%, Acticide LV706 - 15%, Preventol - 6% i 12% i Rocima 101 — 6% i 8%.
Najaktywniejsze dziatanie na plechy glondw rozwijajacych si¢ na cegle wykazuja po
jednokrotnej aplikacji preparaty Impuls 70 AN w stezeniu 12%, Atoxyn — 6% i 8%,
Boramon — 20% i 30%, Acticide LV706 — 10% i 15%, Preventol — 6% i 12% oraz
Rocima 101 — 6% i 8%.

Wszystkie analizowane preparaty biobojcze w badanych st¢zeniach juz po pierwszej
aplikacji wykazuja wysoka aktywno$¢ w stosunku do plech glonow porastajacych

powierzchnie tynku.
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6.4. Analiza ekonomiczna stosowania badanych preparatow

Dokonujac typowania preparatéow dezynfekcyjnych do dalszych etapéw badan, oprécz
ich aktywnosci bdjczej, rozpatrywano rowniez rachunek ekonomiczny, tj. orientacyjny $redni
koszt zuzycia preparatu na 100 m? powierzchni przy jednokrotnej aplikacji metoda

opryskiwania (Tab. 37).

Tabela 37. Ocena ekonomiczna zastosowania badanych preparatow

Objetosé Objetosé Koszt Koszt
. . Koszt zuzycia
. . | jednokrotnej | preparatuna | . roztworu
Stezenie L 2 jednostkowy | | preparatu
Preparat | |, aplikacji Im uzytkowego 2
[%6 vIV] metod owierzchni preparatu reparatu na 100 m
a P [PLN/A] | PrEP powierzchni
oprysku [ml] [ml] [PLN/ [PLN]
6 1,04 + 0,02 69,89 + 1,35 1,08 7,55
ABM-1 18,00
8 1,12+ 0,09 75,12 £ 6,04 1,44 10,82
6 1,09 £ 0,03 92,37+ 2,54 0,96 8,87
ABM-2 16,00
8 1,15+0,04 85,77+ 3,00 1,28 10,98
Acticide 10 1,22 £0,01 109,81 + 0,90 31,00 3,10 34,04
LV 706 15 1,150,046 | 106,22 +3,71 ’ 4,65 49,38
6 1,08 +£ 0,01 92,07 £ 0,85 3,48 32,04
Atoxyn 58,00
8 1,15+ 0,01 84,06 + 0,73 4,64 39,00
20 1,25+ 0,01 129,40 + 1,04 1,20 15,53
Boramon 6,00
30 1,13 +£0,06 106,70 + 5,67 1,80 19,20
Impuls 6 1,04 £0,01 67,18 £0,65 11.00 0,66 4,43
70AN 12 121+0,02 | 6598+ 1,09 ’ 1,32 8,86
Mycetox 20 1,27 +£ 0,04 89,02 £ 2,81 610 1,22 10,86
B’ 30 124+001 | 13237+1,07 ’ 1,83 24,22
Preventol 6 1,26 £ 0,01 116,88 £ 0,93 138.00 8,16 100,15
R80 12 1,22 + 0,06 122,74 + 6,04 ’ 16,32 200,30
Rocima 6 1,21 £0,03 98,45+ 2,44 7,00 4,62 45,48
101 8 1,19+0,04 | 83,57+2,82 ’ 6,16 51,48
6 1,11 +£0,01 88,47+ 0,80 0,66 5,84
TAAB-2 11,00
12 1,25+0,02 96,07 £ 1,54 1,32 12,69

Najwyzszy koszt zastosowania na 100 m? oszacowano dla preparatow Preventol R80

(100,15 PLN dla roztworu o stezeniu 6% v/v) i Rocima 101 (45,48 PLN dla roztworu o
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stezeniu 6% v/v). Najtansze okazaty si¢ preparaty ABM-1, ABM-2 oraz Impuls 70 AN, a

koszt ich uzycia nie przekroczyt 11,00 PLN, nawet przy zastosowaniu wyzszych stgzen.

6.5. Ocena skutecznosci zabezpieczenia powierzchni drewnianych i mineralnych przed
rozwojem grzybow, bakterii i glonow po zastosowaniu preparatow
dezynfekcyjnych w warunkach modelowych i polowych
Celem tego etapu byt dobor preparatow do zabezpieczenia powierzchni zabytkowych 1

nowych materiatbw drewnianych i mineralnych przed rozwojem bakterii, grzybow

strzepkowych i glonow. Badania prowadzono w warunkach modelowych oraz polowych.

W badaniach zastosowano preparaty biobdjcze wybrane na podstawie wynikow badan

przeprowadzonych w ramach zadania 2. ,,Dobor preparatow dezynfekcyjnych i ocena ich

skutecznosci dziatania w warunkach modelowych ™.

6.5.1. Ocena skutecznoSci zabezpieczenia nowych materialow technicznych w

warunkach modelowych

Tabela 38 przedstawia zbiorcze wyniki obrazujace skutecznos¢ zabezpieczenia
nowych materialéw przed rozwojem bakterii, plesni i glonéw przez wybrane preparaty
dezynfekcyjne naniesione metoda oprysku i/lub zamglawiania (badania w warunkach
modelowych).

Uzyskane w warunkach modelowych wyniki badan dowodza, Zze stosowane preparaty:
Rocima 101 i ABM-1 w metodzie zamglawiania oraz Boramon, Rocima 101 w metodzie
oprysku wykazuja wysoka skuteczno$¢ zabezpieczania nowego materialu budowlanego:
cegly, drewna 1 tynku przed rozwojem bakterii, plesni 1 glonow, jesli nie ma dodatkowych
zrodel zanieczyszczen 1 substancji organicznych. W przypadku nowych materiatow
technicznych wykonanych z cegly tynku i drewna, ktorych powierzchnie poddane zostaty
opryskowi preparatami Rocima 101, Boramon i1 Impuls 70AN oraz zamglawianiu preparatem
Rocima 101, zabezpieczenie okazato si¢ by¢ skuteczne dla kazdego z rodzaju materiatow w
okresie szeSciu miesiecy (Tab. 38).

Zabiegi zamglawiania preparatem ABM-1 okazaly si¢ mato skutecznym
zabezpieczeniem probek tynku przed wzrostem bakterii i plesni oraz glonow w przypadku

cegly i drewna przechowywanych w warunkach modelowych (Tab. 38).
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Tabela 38. Ocena skuteczno$ci zabezpieczania nowych materiatbw w warunkach modelowych.

RODZAJ MATERIALU
Sposob aplikacji| P Czas od DREWNO CEGLA TYNK
posob aplikacji reparat aplikacji
Bakterie | Grzyby Glony Bakterie Grzyby Glony Bakterie | Grzyby | Glony
24 godziny +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
1 tydzien +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Boramon | 3 tygodnie +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
3 miesigce +++ +++ +++ +++ +++ +++ o+ o+ o+
6 miesigcy +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
24 godziny 4+ ++ 4+ +++ +++ +++ +++ +++ +++
1 tydzien ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Oprysk Rocima 101 |3 tygodnie I et +++ e +++ 4+ +++ 4+ 4+
3 miesiace +++ +4++ +++ ot ot 4+ o+ o+ o+
6 miesigcy +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
24 godziny nb nb +++ nb nb +H+ nb nb +
1 tydzien nb nb R nb nb +++ nb nb T
Impuls 70AN | 3 tygodnie nb nb +++ nb nb +++ nb nb +++
3 miesigce nb nb +++ nb nb +++ nb nb +++
6 miesigcy nb nb i nb nb +++ nb nb T
24 godziny +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++
1 tydzien +++ +++ rabr +++ +++ +++ +++ AR +++
Rocima 101 |3 tygodnie +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
3 miesiace +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ . T+
A 6 miesiecy +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Zamglawianie -
24 godziny +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
1 tydzien +++ Fepe +++ +++ +++ +++ et +++ +++
ABM-1 3 tygodnie +++ ++ ++ +++ +++ + +++ ++ T+
3 miesigce +++ ++ + +++ +++ + +++ ++ 4
6 miesigcy +++ ++ + +++ +++ + +++ ++ +++
Oznaczenia: stopien zabezpieczenia przed rozwojem mikroorganizmoéw: wysoki +++; dobry ~++; staby +; bardzo staby +/-; brak - ; nb — nie badano;
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6.5.2. Ocena skuteczno$ci zabezpieczenia zabytkowych materialéw technicznych w
warunkach polowych

W tabeli 39 przedstawiono zestawienie wynikow badan skutecznosci zabezpieczenia
materialdow zabytkowych przez wybrane preparaty dezynfekcyjne aplikowane metoda
oprysku i/lub zamglawiania przed rozwojem bakterii, plesni i glonow (badania w warunkach
polowych).

W warunkach polowych preparaty Rocima 101 i ABM-1 w stezeniu 8% aplikowane
metoda zamgtawiania chronig przed rozwojem bakterii probki zabytkowego drewna, przez
okres 12 miesiecy. Mozliwo$¢ rozwoju plesni na powierzchni drewna zostata skutecznie
zahamowania przez preparat ABM-1 w stezeniu 8% do 5 miesigca. Zabezpieczenie
pozostatych materiatéw (tynku, tynku z nawarstwieniami, cegly, spoiny i betonu) przed
rozwojem zaroéwno bakterii, jak i plesni z zastosowaniem preparatow Rocima 101 i ABM-1 w
stezeniu 8% zaaplikowanych metoda zamglawiania okazato si¢ nieskuteczne. W warunkach
polowych preparat Rocima 101 w stezeniu 8% aplikowany metodg zamglawiania zapobiega
rozwojowi glonéw na powierzchni cegly, tynku, tynku z nawarstwieniami, betonu i drewna.
Preparat ABM-1 w stezeniu 8% aplikowany metodg zamglawiania moze stuzy¢ do
zabezpieczania przed rozwojem glonéw takich powierzchni jak: tynk, tynk =z
nawarstwieniami, spoiny i beton. Preparat Boramon aplikowany metoda oprysku w st¢zeniu
30% skutecznie zabezpiecza przed rozwojem bakterii probki zabytkowej cegty, tynku, tynku z
nawarstwieniami, spoiny 1 drewna przez 12 miesiecy, a betonu przez 5 miesigcy. W
przypadku plesni zahamowanie zasiedlania badanych materiatow po dziataniu preparatu
Boramon odnotowuje si¢ przez okres 3 miesigcy. Wyjatek stanowi beton, ktory zasiedlany byt
przez plesnie juz w czasie pierwszych trzech miesigcy ekspozycji. Preparat Rocima 101 w
stezeniu 8% aplikowany metoda oprysku powoduje zahamowanie wzrostu bakterii na
powierzchni zabytkowych probek cegly, drewna, spoiny i tynku z nawarstwieniami przez 12
miesiecy, a tynku i betonu przez 5 miesigcy przechowywania w warunkach polowych. W
przypadku spoiny i betonu na powierzchniach odnotowuje si¢ pojedyncze kolonie bakterii, ale
jest ich nieporownywalnie mniej niz w probkach niezabezpieczonych biocydem. Badany
preparat skutecznie zabezpieczal przed rozwojem grzybow strzepkowych probki cegty, tynku
z nawarstwieniami i drewna przez okres 5 miesigcy. Preparaty Boramon w stezeniu 30%,
Rocima 101 — 8% i Impuls 70AN — 12% nanoszone na powierzchnie wszystkich badanych
materialow zabytkowych metoda oprysku skutecznie chronig je przed potencjalnym

skazeniem biofilmem glonow przez okres 12 miesiecy.
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Tabela 39. Ocena skuteczno$ci zabezpieczania zabytkowych materiatdw w warunkach polowych — metoda zamgtawiania i oprysku.

RODZAJ MATERIALU
Sposob Czas od
Preparat DREWNO CEGLA TYNK BETON TYNK Z NAWARSTWIENIAMI SPOINA
aplikacji aplikacji
Bakterie Grzyby Glony Bakterie Grzyby Glony Bakterie Grzyby Glony Bakterie Grzyby Glony Bakterie Grzyby Glony Bakterie Grzyby Glony

24 godziny +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ T++ +++ +++ +++ 4+ +++ +++ +++ 4+ +++ +++
3 miesigce +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +/— +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++
Boramon |5 miesigey +++ + +++ +++ +/— +++ ++ + +++ ++ — +++ +++ +/— +++ +++ + +++
9 miesigcy +++ + +++ +++ ++ +++ ++ = +++ ++ = +++ +++ — +++ +++ +/— +++
12 miesigey +++ ++ +++ +++ +++ +++ ++ i +++ + — +++ +++ +/— +++ +++ +/— +++
24 godziny +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 4+ +++ +++ +++ +++ +++
3 miesigce ++4+ +++ F++ +++ AFaFar 4 +++ + F++ ++ +/— 4 +++ ++ F++ +++ +/— 4
Oprysk Rocima 101 | 5 miesigey B + 4 e +- ot ++ - +++ ++ - ot ++ - 4+ E - e
9 miesigey t++ b +++ +++ +— ot ++ - +++ i - ot t+++ - +++ K - +++
12 miesiecy +++ ++ et +++ +++ it + = it ++ = it +++ — it T4+ — it
24 godziny nb nb A= FaF nb nb +++ nb nb +++ nb nb +++ nb nb +++ nb nb +++
3 miesigce nb nb 4+ nb nb 4+ nb nb 4+ nb nb 4t nb nb ot nb nb St
I:;ZUI\IIS 5 miesigcy nb nb 4 nb nb o+ nb nb ot nb nb ot nb nb ot nb nb ot
9 miesigcy nb nb 44 nb nb 4+ nb nb St nb nb St nb nb St nb nb I
12 miesiecy nb nb 4+ nb nb o+ nb nb ot nb nb ot nb nb ot nb nb St
24 godziny +++ ++ +++ +/— ++ +++ +++ + +++ + ++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ +++

3 miesigce +++ + o+ A +/— ++ ++ +/— o+ ++ +/— I +++ +/— o+ ++ +/— —

Rocima 101 |5 miesigcy ++ +— EEE) — — b + — SN ++ = SN + - SN +— - =
9 miesigey et — EEE) ++ ~ b ++ — SN ++ — SN ++ - SN ++ — .
12 miesigey SR - ot e - 4+ & - +++ ks - +++ e - +++ + - ot

Zamglawianie i

24 godziny +++ +++ T4+ + +/— +++ +++ + +++ T4+ +++ +++ +++ T4+ +++ ++ ++ T4+
3 miesigce +++ +++ o+ AFaF +/— o +++ +/— o+ ++ +/— o+ +++ +/— o+ +++ +/— ot
ABM-1 |5 miesigcy +++ +/- T + - +H+ + - 4+ ++ - +H+ ++ - -+ ++ - e+
9 miesigcy ++ — -+ +t+ — 4+ +t+ — +++ ++ = 4+ +t+ = +H+ +t+ = -+
12 miesigey ++ +— -+ ++ — 4+ + — +++ ++ = 4+ + = +H+ ++ = -+

Oznaczenia: stopien zabezpieczenia przed rozwojem mikroorganizmow: wysoki +++; dobry ++; staby +; bardzo staby +/-; brak - ; nb — nie badano;
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Stwierdzono, ze zrodlem mikroorganizmoéw na powierzchni probek materiatow
zabytkowych byt kurz, ktéry wraz z powietrzem osiadat na materiaty. Potwierdzeniem tego
jest wynik analizy mikrobiologicznej powietrza, ktory pokazuje, ze w powietrzu, zarowno
atmosferycznym jak i wewnatrz baraku sg takie same mikroorganizmy, jakie stwierdzono na

powierzchni badanych probek zabytkowych materiatow (Fot. 12-13).

Fotografia 12. Grzyby strzepkowe (A i C) oraz bakterie (B i D) wyizolowane z powietrza

atmosferycznego po okresie zimowym (A i B) i wiosennym (C i D)
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Fotografia 13. Grzyby strzepkowe (A i C) oraz bakterie (B i D) wyizolowane z powietrza

wewnatrz baraku o nr inw. B-65 po okresie zimowym (A i B) i wiosennym (C i D)

Analiza mikrobiologiczna powierzchni polek, na ktorych byty przechowywane badane
materiaty zabytkowe wykazala wysokie zanieczyszczenie podobnymi mikroorganizmami
izolowanymi zaréwno w powietrzu jak i na powierzchni badanych prébek materiatow (fot.

14, tabela 40).

Fotografia 14. Grzyby strzgpkowe (A) oraz bakterie (B) wyizolowane z powierzchni potek

metalowego regatu w baraku o nr inw. B-65.
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Tabela 40. Liczba mikroorganizméw na powierzchni potek metalowego regatu i phytki
Petriego

Miejsce poboru proébki Liczba ple$ni Liczba bakterii
[jtk/10 cm?] [jtk/10 cm?]
potka na wysokosci 180 cm od powierzchni gruntu 4,3 x10° 3,7 x 10’
potka na wysokosci 130 cm od powierzchni gruntu 2,0 x 10* 2,1 x10°
potka na wysokosci 80 cm od powierzchni gruntu 2,8 x 10° 2,4 x 10°
plytka Petriego 2,9 x 10* 2,5x 10°

Liczba bakterii, jak 1 grzybow strzepkowych byta najwyzsza na potce umiejscowione]
na wysokosci 180 cm, na ktorej bezposrednio mogly osiada¢ czastki kurzu, pytu i ré6znych
zanieczyszczen znajdujacych si¢ w powietrzu (Tab. 40). Z uwagi na duze nieszczelno$ci
$cian, poszycia dachowego i okien, liczne zanieczyszczenia przenoszone wraz z wiatrem
bardzo tatwo dostaja si¢ do wnetrza baraku. Sedymentuja one na powierzchniach, w tym na
ptytki Petriego, na ktérych eksponowano probki materialow zabezpieczone biocydami,
tworzac warstwy kurzu widoczne makroskopowo.

Na fotografii 15 uwidoczniono kurz, ktory osadzal si¢ przez okres 1 roku, podczas
ekspozycji probek w warunkach polowych. Na zdjeciu B widoczne sg $lady po ptytkach,
ktére wcezesniej staty na potkach. Nalezy pamigtaé, ze kurz jest bardzo dobrym no$nikiem
drobnoustrojow. Szacuje si¢, ze w 1 g kurzu liczba spor grzybow moze wynosi¢
6x10° — 3,2x10° jtk, a bakterii 1x10* - 2x10° jtk. Frakcja ta moze zawiera¢ takze
niebezpieczne dla zdrowia cztowieka mikotoksyny — wtorne metabolity grzybow
strzgpkowych, jak rowniez produkowane przez bakterie endotoksyny. W kurzu moga by¢
takze obecne substancje organiczne, ktore stanowia dobra pozywke dla rozwoju
mikroorganizméw w warunkach podwyzszonej wilgotnosci.

Przeprowadzanie w takich warunkach zabiegow dezynfekcji czy zabezpieczania
materialow zwigzkami biobdjczymi jest nieefektywne. Z tego wzgledu niezbedne jest
w pierwszym etapie usunig¢cie kurzu, pajgczyn i innej materii organicznej (odchody gryzoni
1 ptakéw, piora, fragmenty martwych zwierzat), a dopiero pdzniej przeprowadzenie zabiegdw
dezynfekcji. Nalezy tez pamigta¢ o usunigciu przyczyn odpowiadajacych za taki stan
czysto$ci. Uszczelnienie dachu, §cian czy okien, a takze zmniejszenie wilgotnosci w catym
obiekcie przyczyni si¢ do ograniczenia rozwoju mikroorganizméw na powierzchniach

zabytkowych.
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Fotografia 15. Kurz na najwyzszej (A) i nizszej (B) potce metalowego regatu w umywalni
baraku o nr inw. B-65.

O skuteczno$ci zabezpieczeniaantyglonowego zabytkowych materiatow technicznych
biocydami, umieszczonych w warunkach polowych mozemy wnioskowa¢ tylko w przypadku
tych materialdéw technicznych, na ktérych dla podtéz kontrolnych zanotowano rozwoj
biofilméw glondéw, tj. na spoinie 1 na tynku. W warunkach terenowych panujacych we
wnetrzu baraku, do infekcji glonami zabytkowych podt6z kontrolnych wykonanych ze spoiny
i tynku, doszlo po okresie letnim i jesiennym. Introdukcji komoérek glondw na powierzchni
tych materialow sprzyjaty warunki atmosferyczne — wyzsza temperatura i wilgotno$¢, ktore w
wymienionych porach roku panuja we wnetrzu budynku oraz porowata powierzchnia
materialow technicznych.

Zabezpieczenie podtéz wykonanych z tynku skuteczne bylo w przypadku zaréwno
oprysku i zamglawiania wszystkimi rodzajami biocydow. Malo skuteczne okazaty si¢ by¢
zabiegi zamglawiania spoiny preparatem Rocima 101 po okresie lata 1 jesieni, na powierzchni
ktorej biofilmy glonéw rozwingty si¢ pomimo aplikacji biocydu.

W  wyniku przeprowadzonego doswiadczenia na zabytkowych materiatach
technicznych umieszczonych w warunkach terenowych mozna wnioskowaé, ze dla
skutecznego zabezpieczenia powierzchni materialow przed skazeniem glonami szczegdlnie
wazne s3 okresy letnio-jesienne, podczas ktérych, szczegdlnie w przypadku materiatéw
o powierzchniach porowatych, duze jest prawdopodobienstwo skazenia powierzchni tymi

organizmami.
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Podsumowanie

1. Aplikacja biocydow metoda oprysku (dwukrotnie, w odstgpie 30 minut) jest
skuteczniejszag metoda zabezpieczania przed rozwojem drobnoustrojow zaréwno na
zabytkowych, jak i nowych materiatach technicznych, w porownaniu do nanoszenia ich
na powierzchni¢ metodg zamgtawiania.

2. Powierzchnie zabytkowych materiatow technicznych (cegly, drewna, tynku, tynku z
nawarstwieniami, spoiny i betonu) moga by¢ zabezpieczone przed rozwojem glonéow
przez okres 12 miesi¢cy za pomocg preparatow Boramon w stezeniu 30%, Rocima 101
w stezeniu 8% 1 Impuls 70 AN w stezeniu 12% aplikowanych metoda oprysku.

3. Drewno mozna skutecznie zabezpieczy¢ przed rozwojem bakterii i ple$ni do 5 miesiecy,
stosujac w metodzie zamglawiania preparat ABM-1 w stezeniu 8%.

4. Cegle, drewno, tynk, tynk z nawarstwieniami i spoing¢ mozna zabezpieczy¢ przed
rozwojem bakterii i ple$ni na okres 3 miesiecy, stosujac w metodzie oprysku preparat
Boramon w stezeniu 30%.

5. Cegle, tynk i drewno mozna zabezpieczy¢ przed rozwojem bakterii i plesni przez okres
5 miesigcy stosujac preparat Rocima 101 w stezeniu 8% naniesiony metodg oprysku.

6. Na zadnej powierzchni materialdbw zabytkowych zabezpieczonych preparatami
Boramon, Rocima 101 1 Impuls 70 AN metodg oprysku oraz preparatami Rocima 101 i
ABM-1 metoda zamglawiania jak 1 na powierzchniach bez aplikacji preparatow w

warunkach polowych nie stwierdzono rozwoju mszakdéw i porostoéw w czasie 1 roku.

6.6. Ocena skutecznosci zabezpieczenia materialow technicznych przed rozwojem

organizmow metoda analizy RNA

W ocenie zywotnosci komorek organizmow, szczego6lnie po procesach dezynfekcii,
stosowane s3 metody analizy RNA. RNA izolowane bezposrednio z probek materiatlow
stanowi swoisty wskaznik aktywnos$ci nie tylko zasiedlajacych je drobnoustrojow, ale takze
glonow, mszakoéw 1 porostow. Metabolicznie aktywne komorki prowadza bowiem bardziej
wydajng transkrypcje rRNA do syntezy rybosomow, niz komoérki nieaktywne. Wiedza o ilosci
RNA, bedacego wyznacznikienm aktywno$ci metabolicznej 1 Zywotnosci komorek
mikroorganizméw hodowalnych i niehodowalnych, umozliwia ocen¢ skutecznosci dziatania
preparatow biobojczych 1 zabezpieczenia materialdow technicznych przed rozwojem

organizmoéw. Wyniki analizy RNA przedstawiono na rysunku 6. Do analizy wybrano
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preparaty charakteryzujgce si¢ najwyzszg skutecznoscig zabezpieczenia wobec badanych grup

organizmow.
250
200
E
on
=150
% ® probka kontrolna
g 100 m Boramon/oprysk
.§ Rocima 101/oprysk
v ® probka po sterylizacji
50
Nl ==

cegla drewno

material zabytkowy przechowywany
12 m-cy w warunkach polowych

Rysunek 6. St¢zenie RNA w probkach zabytkowej cegly i drewna

W prébkach kontrolnych zabytkowej cegly 1 drewna uzyskano znaczaca réznice w
stezeniu RNA. Tlos¢ RNA w cegle wynosita 21,8 pg/ml, natomiast w drewnie 227,3 pg/ml. Po
2-krotnej aplikacji preparatu biobdjczego Boramon odnotowano obnizenie stezenia RNA w
cegle do do poziomu 15,0 pg/ml oraz do wartosci 5,3 pg/ml dla drewna. Podobng
efektywnos$¢ dziatania stwierdzono dla preparatu Rocima 101, zardwno dla probek cegly jak i
drewna. Skutecznos$¢ dziatania dezynfektantow jest porownywalna z skutecznoscia uzyskang
po procesie sterylizacji. Uzyskane wyniki wskazujag na wysoka skuteczno$¢ zabezpieczenia
badanych materialdéw zabytkowych przed rozwojem zaréwno organizméw hodowalnych i
niechodowalnych po dziataniu preparatami Boramon (o st¢zeniu 30% v/v) 1 Rocima 101 (o

stezeniu 8% v/v) w okresie 12 miesigcy.

Podsumowanie

Analiza ilosci RNA moze by¢ wyznacznikiem zywotnosci mikroorganizmow na
powierzchniach materiatow technicznych, a tym samym wskaznikiem skutecznosci
biobojczego dziatania biocydéw. Na podstawie oznaczenia stgzenia RNA w probkach
materiatlow potwierdzono skutecznos¢ dezynfekcji preparatami Boramon i Rocima 101 dla

zabytkowej cegly 1 drewna.
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6.7. Ocena zmian barwy powierzchni materialow po dzialaniu badanych preparatéw

W celu oceny wplywu badanych $rodkéow dezynfekcyjnych na zabarwienie materiatow
poddawanych dezynfekcji 1 zabezpieczaniu przeprowadzono ich ocene¢ wizualng. Dodatkowo
dokonano spektrofotometrycznego pomiaru sktadowych trojchromatycznych, na podstawie,
ktorych oceniono zmiany barwy 1 jasno$ci powierzchni nowych materialéw jak i

zabytkowych poddanych opryskowi i/lub zamglawianiu.

6.7.1 Ocena zmiany barwy i jasnosci powierzchni nowych materialéow po dzialaniu

badanych preparatow

Oceniano zmian¢ barwy i jasno$ci nowych materiatdéw (cegta, tynk i1 drewno)
poddanych opryskowi wszystkimi badanymi preparatami dezynfekcyjnymi. Zastosowano
ekstremalne warunki aplikacji preparatow na powierzchnie, tj. 10-krotny oprysk w odstepach
12-godzinnych. Celem tego eksperymentu bylo poréwnanie wpltywu wszystkich 10
preparatdéw zawierajacych czwartorzedowe sole amoniowe na materialty. Tabela 41
przedstawia wyniki pomiaréw réznicy barwy (AE) oraz zmiany jasnosci (AL) nowej cegly,

tynku i drewna poddanych opryskowi preparatami dezynfekcyjnymi.

Tabela 41. Ocena zmian barwy powierzchni nowych materiatéw po dziataniu badanych

preparatow
Cegla Tynk Drewno
Preparat

AE AL AE AL AE AL
ABM-1 3,79 -3,51 1,15 -0,74 8,69 -3,46
ABM-2 5,26 -3,85 2,66 -2,21 6,37 -1,38
Acticide LV 706 2,72 -1,35 0,70 -0,02 0,62 -0,05
Atoxyn 2,59 -1,63 0,34 -0,31 1,21 0,48
Boramon 7,24 -6,74 3,80 -2,46 0,88 0,04
Impuls 70 AN 3,29 -2,98 2,62 -2,20 6,37 -1,88
Mycetox B’ 2,79 -1,56 0,42 -0,37 1,43 -0,74
Preventol R80 7,12 -6,64 8,45 -7,34 2,83 -2,56
Rocima 101 5,44 -4,96 2,51 -1,36 5,23 -2,33
TAAB-2 3,00 -2,65 0,94 -0,78 3,55 0,60
Kontrola 0,29 0,01 1,02 0,88 0,45 0,04

Sktadowe trojchromatyczne: A E - roznica barwy; A L - réznica jasnosci
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Najwyzsza warto$¢ A E (A E=7,24) odnotowano po 10-krotonym oprysku preparatem
Boramon powierzchni cegly oraz preparatem Preventol R80 powierzchni cegly 1 tynku,
odpowiednio A E=7,12 i A E=8,45. W przypadku drewna roznic¢ barwy A E powyzej 6
stwierdzono po aplikacji preparatow ABM-1, ABM-2 i Impuls 70 AN. W przypadku
pozostatych preparatow nie odnotowano istotnych zmian barwy podtoza.

Rozpatrujac rdznice jasnosci stwierdzono, ze wartosci A L byly ujemne dla wszystkich
probki cegly i tynku oraz wigkszos$¢ probek drewna, co oznacza, ze probki $ciemniaty, jednak
w stopniu zaleznym od rodzaju aplikowanego preparatu. Najwyzsze $ciemnienie powierzchni
cegly odnotowano po oprysku preparatem Boramon (A L = -6,74) oraz po dziataniu preparatu
Preventol R80 na powierzchni cegly (A L=-6,64) i tynku (A L=-7,34). W przypadku
pozostalych materialow i preparatow wartosci A L byty wyzsze niz -5.

Odnotowane instrumentalne zmiany zabarwienia i jasnosci wynikaja z
niejednorodnos$ci powierzchni badanych materiatlow. Zabarwienie powierzchni podtéz, takich
jak drewno, cegla czy tynk stanowi mieszaning barw. Drewno charakteryzuje si¢ obecno$cia
stoi przyrostow rocznych; cegla zawiera, oprocz gliny wypalonej w réznym stopniu,
wypelniacze w postaci piasku kwarcowego; natomiast w tynku, oprocz zaczynu cementowego
wystepuja wypelniacze. Na wykazane instrumentalnie zmiany barwy wplywa takze
kumulacja preparatu na powierzchni materiatu na skutek wielokrotnej aplikacji (10-krotna) w
krotkich odstepach czasu (12 godzin). Badania byly prowadzone na powierzchniach nowych
materiatow, w warunkach modelowych, ktorych celem bylo zwielokrotnienie efektu dziatania
preparatu (zwigkszenie krotnosci aplikacji 1 skrocenie czasu miedzy aplikacjami). W
warunkach prawidlowej aplikacji preparatow dezynfekcyjnych powyzsze zjawisko nie
wystepuje. Przy ostatecznej ocenie wptywu dezynfektantow na zmiany barwy i jasnosci
kierowano si¢ nie tylko wyliczeniami matematycznymi, ale tez obserwacja wizualng. W
ocenie wizualnej nie odnotowano wyraznie widocznych zmian zabarwienia 1 jasno$ci nowych

materiatow poddanych 10-krotnemu opryskowi.

6.7.2. Ocena zmiana barwy i jasnos$ci powierzchni nowych i zabytkowych materialow po
dzialaniu wybranych preparatow (Boramon, Rocima 101, Impuls 70AN i ABM-1)

W kolejnym etapie oceno zamiany zabarwienia jasnosci probek nowych materialow
(cegla, tynk i drewna) oraz materialow zabytkowych (beton, tynk, tynk z nawarstwieniem,
spoina, ceglta 1 drewno) poddanych dziataniu czterech preparatow dezynfekcyjnych

wytypowanych do badan zabezpieczenia materialdéw w warunkach modelowych i polowych.
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Badane materialy (nowe i zabytkowe) poddawano 2-krotnemu opryskowi preparatami
Boramon, Rocima 101 i Impuls 70AN oraz 1-krotnemu zamgtawianiu preparatami ABM-1 i
Rocima 101. W tabeli zbiorczej 42 przedstawiono wyniki pomiarow rdznicy barwy A E oraz
roznic jasnosci A L.

Najwyzsze wartosci roéznic barwy AE przekraczajgce 2 odnotowano dla nowej cegly
po oprysku preparatem Boramon i Rocima 101 i po zamglawianiu preparatami ABM-1 i
Rocima 101. Dla tych samych preparatow i sposobu aplikacji odnotowano zmiany jasnos$ci —
probki cegly pojasniaty (Tab. 42). Wartosci A L dla wszystkich preparatow naniesionych na
cegle, oprocz preparatu Impuls 70AN, byty dodatnie i mie$cily si¢ zakresie od 2,11 do 2,94.

W przypadku tynku i drewna nie stwierdzono znaczacych réznic barwy wyrazonych
jako A E (wartosci A E nie przekraczajace 2), jak rowniez roznic jasno$ci (warto$¢ AL ponizej
1). Dla drewna odnotowano wartosci ujemne AL, co oznacza, ze probki nieznacznie
pociemnialy.

W przypadku materiatow zabytkowych zabezpieczonych poprzez aplikacje preparatow
najwigksze roznice barwy (AE) przekraczajace wartos¢ 2 odnotowano dla drewna, tynku z
nawarstwieniami i spoiny poddanych opryskowi preparatem dezynfekcyjnym Impuls 70 AN
oraz spoiny po oprysku preparatem Rocima 101. Zamglawianie preparatem Rocima 101
spowodowato zmiang barwy drewna (Tab. 42). Wartosci AE w zakresie od 2 do 3,5
oznaczaja, ze rdznice barwy moze zauwazy¢ obserwator ale tylko wtedy gdy materiat jest
jednorodny.

Aplikacja preparatow dezynfekcyjnych spowodowata nieznaczne zmiany w jasnosci
materiatdw przed i1 po naniesieniu dezynfektanta, AL nie przekraczata wartosci -2,5.
Najwieksze réznice odnotowano dla spoiny poddanej opryskowi preparatem Rocima 101
i Impuls 70 AN; probki staly sie ciemniejsze. Nieznaczne pojasnienie probek tynku z
nawarstwieniami oraz pociemnienie tynku odnotowano po oprysku preparatem Boramon
i Impuls 70AN. Zabytkowe drewno pociemnialo (AL ponizej -1) po oprysku preparatem
Impuls 70AN i zamgtawianiu preparatem Rocima 101 i ABM-1.

Wykazano, ze w przypadku zabytkowej cegly roznice barwy po aplikacji preparatow
byly mniejsze niz w analogicznych probkach nowej cegly. Dla zabytkowego tynku
odnotowano tendencj¢ odwrotna, tj. wyzsze warto$ci A E w zakresie od 0,68 do 1,55 niz dla
tynku nowego. Wyjatkiem jest probka poddana zamglawianiem preparatem Rocima 101, dla
ktorej wartos¢ A E byta nizsza niz dla nowego tynku. Odnotowano nizsze wartosci A E dla

probki zabytkowego drewna potraktowanej preparatem Boramon (oprysk) w stosunku do
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analogicznej probki drewna nowego. W przypadku zastosowania pozostalych preparatow
obserwowano odwrotng tendencje. Wykazano, iz probki zabytkowej cegly po oprysku
preparatem Impuls 70 AN, zabytkowego drewna po oprysku preparatem Boramon oraz
zabytkowego tynku po zamglawianiu preparatem Rocima 101 byty jasniejsze od analogicznie
potraktowanych preparatami dezynfekcyjnymi probek nowych materialow. Pozostate probki
zabytkowe po aplikacji preparatow byly ciemniejsze niz nowe materiaty. Powyzsze
zrdéznicowanie wptywu preparatow dezynfekcyjnych na materiaty zabytkowe i nowe wynika z
niejednorodnos$ci powierzchni materialdéw, co szczegdlnie jest widoczne w przypadku
materiatlow zabytkowych.

Analizujac wplyw sposobu aplikacji preparatu (oprysk czy zamglawianie) na
przyktadzie preparatu Rocima 101 odnotowano wyzsza wartos¢ A E dla probki tynku
poddanej zamglawianiu w porownaniu z taka samg probka poddang opryskowi. Materiat ten
po zamglawianiu preparatem Rocima 101 byl rowniez ciemniejszy.

Przy ocenie wplywu badanych 4 dezynfektantow aplikowanych metoda oprysku i
zamglawiania na zmiany barwy i jasnosci materiatdow nowych i zabytkowych kierowano si¢
nie tylko wskazaniami spektrofotometru, ale tez obserwacjami wizualng. W ocenie wizualnej

nie odnotowano wyraznie widocznych zmian zabarwienia i jasnosci.

Podsumowanie

1. Zmiany barwy i jasnos$ci materialdow po aplikacji preparatow dezynfekcyjnych oceniano
instrumentalng metoda spektrofotometryczng, ktéra jest przeznaczona do materiatow
jednorodnych pod wzgledem barwy. Zardwno materialy zabytkowe jak i nowe nie byly
jednorodne i zastosowanie dla nich metody spektrofotometrycznej ma wiele ograniczen.

2. Metoda wizualng nie odnotowano wyraznych zmian barwy i jasnosci dezynfekowanych

materiatdéw po aplikacji badanych preparatow dezynfekcyjnych.
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Tabela 42.

Ocena zmian barwy powierzchni materialdéw po dziataniu badanych preparatow

Materialy nowe Materialy zabytkowe
Sposob Preparat Cegla Tynk Drewno Cegla Tynk Drewno Beton Tynk. o Spoina
aplikacji nawarstwieniami
AE | AL AE AL AE AL AE AL AE AL AE AL AE AL AE AL AE | AL
Boramon | 2,14 | 2,11 | 0,16 | 0,09 | 044 | -043 | 056 | 048 | 155 | -1,50 | 0,23 | -0,07 | 1,03 | -0,98 | 1,82 1,59 0,32 | -0,20
Rocima
Oprysk 101 231 | 227 | 052 | -050 | 045 | -042 | 069 | -052 | 0,79 | -0,63 | 0,78 | 0,63 | 1,46 | -1,45 | 0,85 0,42 2,81 | -2,39
%]Fj:,lj 0,90 | -0,01 | 0,36 0,18 0,15 | -0,14 | 0,24 | -0,06 1,12 -1,09 | 240 | -165 | 087 | -047 | 214 1,94 2,27 | -2,01
ABM-1 |311| 294 | 0,21 | -0,20 | 0,49 | -0,33 | 0,97 | -091 | 0,68 | -059 | 1,38 | -1,38 | 124 | -0,30 | 0,51 0,47 152 | -1,42
Zamglawianie
Ri%';“a 243 | 237 | 1,52 | 080 | 048 | -033 | 1,39 | -092 | 086 | 073 | 282 | -1,81 | 1,78 | -157 | 056 | -031 | 1,12 | -1,00

Sktadowe trojchromatyczne: A E - r6znica barwy; A L - réznica jasnoSci

114




6.8. Ocena skuteczno$ci zabezpieczenia powierzchni mineralnych przed rozwojem
mikroorganizmow po zastosowaniu preparatow dezynfekcyjnych i/lub preparatow
hydrofilowych oraz hydrofobowych w warunkach polowych
Celem tego etapu badan bylo okreslenie stopnia zabezpieczenia powierzchni

mineralnych materiatow zabytkowych 1 materialbw nowych, odtwarzajacych materiaty

zabytkowe eksponowanych przez 3 miesigce w warunkach polowych przed rozwojem
mikroorganizméw. Jako preparaty zabezpieczajace w przypadku materiatéw zabytkowych
zastosowano biocydy i1 preparaty hydrofilowe stuzace do konsolidacji materiatow lub
preparaty hydrofobowe zabezpieczajgce material przed nasigkaniem. W przypadku

materialdow nowych zastosowano tylko preparaty hydrofilowe lub hydrofobowe.

6.8.1. Analiza skutecznosci zabezpieczenia zabytkowych materialéw mineralnych przed
rozwojem  mikroorganizmow po  dzialaniu biocydami oraz preparatami
hydrofilowymi/hydrofobowymi

W prezentowanym etapie prac zastosowano cztery zabytkowe materialy mineralne:
cegle, tynk, beton i tynk z nawarstwieniami. Na ich powierzchni¢ naniesiono biocydy
Boramon w stezeniu 30% lub Rocima 101 w stezeniu 8%. W nastepnej kolejnosci, w ramach
wspotpracy z Akademig Gorniczo — Hutnicza w zespole dr hab. Marka Rembisia, na
powierzchnie tych materiatow zostal naniesiony jeden z preparatdéw hydrofilowych: KSE
500E / Sarsil OH-500 lub hydrofobowych: Funcosil Bl / Asolin WS. Tak przygotowane
probki przez 3 miesigce eksponowano w warunkach polowych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan w tabeli 43 przygotowano zbiorcze ich

zestawienie.
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Tabela 43. Ocena skuteczno$ci zabezpieczenia zabytkowych materiatdw technicznych preparatami

hydrofilowymi w warunkach polowych

biobdjczymi i hydrofobowymi/

RODZAJ MATERIALU
Preparat
Preparat hvdrofilowy/
biobéjc ydrotilowy CEGLA TYNK BETON TYNK Z NAWARSTWIENIAMI
JCZy
hydrofobowy
Bakterie | Grzyby | Bakterie | Grzyby Bakterie Grzyby Bakterie Grzyby
preparat hydrofobowy ++ +++ ++ +/- ++ - ++ +/-
Funcosil BI
preparat hydrofobowy ) )
Asolin WS ++ +/- ++ ++ + +/-
Boramon preparat hydrofilowy
KSE 500E + +/- ++ - + - ++ -
preparat hydrofilowy : ) ) )
Sarsil OH-500 * * ++ ++ *
preparat hydrofobowy et " it 4 ++ ) P )
Funcosil BI
preparat hydrofobowy ) _ )
Rocima Asolin WS T i i i i
101 preparat hydrofilowy i ) ) )
KSE 500E ++ + ++ ++
preparat hydrofilowy i ) _ )
Sarsil OH-500 ++ ++ ' F

Oznaczenia: stopien zabezpieczenia przed rozwojem mikroorganizmow:

wysoki +++; dobry ++; staby +; bardzo staby +/-; brak -
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Powierzchnie zabytkowych probek cegty, tynku, tynku z nawarstwieniami i betonu, na
ktérych wprowadzano wczesniej biocydy, a nastepnie preparaty hydrofobowe, zabezpieczone
byty przed rozwojem bakterii w dobrym stopniu. Najlepsze zabezpieczenie uzyskano dla
cegly z biocydem Rocima 101 i preparatami hydrofobowymi Funcosil BI i Asolin WS. Inne
wyniki uzyskano dla grzyboéw strzepkowych. Na odciskach probek tynku, betonu i tynku z
nawarstwieniami plesnie porastaty calg powierzchni¢. Bardzo dobry stopien zabezpieczenia
przed rozwojem plesni stwierdzono dla cegly, ktora zawierata na powierzchni Boramon i
hydrofobowy preparat Funcosil BI lub Rocime 101 1 hydrofobowy preparat Asolin WS.

Preparaty hydrofilowe przeznaczone do konsolidacji materialow zabytkowych,
naniesione na powierzchnie zabezpieczone biocydami: Boramon lub Rocima 101 réwniez nie
przyczynity si¢ do zmniejszenia stopnia rozwoju mikroorganizmow na tych powierzchniach.
Wzrost plesni obserwowano na kazdej probce uzyskanej z odci$nigcia materiatow
zabezpieczonych biocydami i preparatami hydrofilowymi. Rozwoj bakterii zostat w dobrym
stopniu zahamowany na powierzchni cegly z kombinacjg preparatow Rocima 101 + KSE
500E oraz Rocima 101 + Sarsil OH-500, na powierzchni tynku zawierajacej Boramon + KSE
500E, Boramon + Sarsil OH-500 oraz Rocima 101 +Sarsil OH-500; betonu z powierzchnig
modyfikowang Boramonem i preparatem Sarsil OH-500 lub Rocima 101 + KSE 500E; tynku
z nawarstwieniami z preparatami Boramon lub Rocima 101 + KSE 500E.

Nalezy jednak podkresli¢, ze wzrost mikroorganizméw widoczny byl tylko na
pozywkach mikrobiologicznych, na ktérych odci$nigto probki badanych zabytkowych
materiatdw mineralnych. Bezposrednio na powierzchni zadnego z testowanych materialow
nie obserwowano makroskopowego wzrostu mikroorganizmow $wiadczacego o aktywnym

wzro$cie bakterii czy plesni i powodujacych biodeterioracje.

6.8.2. Analiza skuteczno$ci zabezpieczenia nowych zapraw przed rozwojem
mikroorganizmow po dzialaniu preparatami hydrofilowymi oraz hydrofobowymi

W ramach wspotpracy z zespotem Katedry Technologii Materialéw Budowlanych
Akademii Gorniczo-Hutniczej w  Krakowie sprawdzono odporno$¢ na dziatanie
drobnoustrojéw nowych materiatéw, ktore moga by¢ wykorzystane jako zaprawy
odtwarzajace materiaty zabytkowe. W celu dodatkowego wzmocnienia tych materiatow na
ich powierzchniach zastosowano preparaty hydrofilowe stluzace do konsolidacji. Te same

materiaty odtwarzajace zabezpieczono preparatami hydrofobowymi.
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W tabeli 44 zestawiono wyniki badan dotyczace podatnosci na zasiedlanie przez
bakterie i plesnie powierzchni zapraw odtwarzajacych cegle, tynk, beton podiogowy i
zaprawe do spoinowania, pokrytych dodatkowo preparatami hydrofilowymi, stuzacymi do
konsolidacji materiatdéw: KSE 500E/ Sarsil OH-500/ CaloSiL E25 lub hydrofobowymi:
Funcosil BI / Asolin WS/ AGS 3512. Proby odniesienia stanowity te same materiaty, ktore
nie zawieraty zadnych preparatow hydrofobowych czy hydrofilowych na swojej powierzchni.

Bez wzgledu na stosowany rodzaj materialu mineralnego, na powierzchni odciskow
otrzymanych z proébek materiatlow niepokrytych preparatami stwierdzono intensywny rozwoj
plesni, w przypadku bakterii widoczne byly pojedyncze kolonie. Dodatkowe zastosowanie na
powierzchni tych materiatow preparatéw hydrofobowych czy hydrofilowych nie wptyneto na
zwigkszenie zabezpieczenia przed rozwojem mikroorganizméw. Nalezy jednak zwrocié
uwage, ze na zadnej z badanych probek materialu nie stwierdzono makroskopowo rozwoju

plesni czy bakterii.
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Tabela 44. Ocena skutecznosci zabezpieczenia nowych materialdow technicznych odtwarzajacych materiaty zabytkowe preparatami
hydrofobowymi lub hydrofilowymi w warunkach polowych

RODZAJ MATERIALU

Preparat ZAPRAWA ZAPRAWA ZAPRAWA ZAPRAWA ZAPRAWA DO

hydrofobowy | ODTWARZAJACA ODTXV}::A (l;ILZ{{A ‘ZIACA ODTWARZAJACA ODTWARZAJACA SPOINOWANIA
/hydrofilowy CEGLY 1 TYNK BETON PODLOGOWY | (MURARSKA)

Bakterie | Grzyby | Bakterie | Grzyby | Bakterie | Grzyby Bakterie Grzyby Bakterie | Grzyby

preparat
hydrofobowy - - - - - - - - - -
Funcosil Bl

preparat
hydrofobowy - - - - - - - - - -
Asolin WS

preparat
hydrofobowy - - - - - - - - - -
AGS 3512

preparat
hydrofilowy - - - - - - - - - -
KSE 500E

preparat
hydrofilowy - - - - - - - - - -
Sarsil OH-500

preparat
hydrofilowy - - - - - - - - - -
CaLoSiL E25

Oznaczenia: stopien zabezpieczenia przed rozwojem mikroorganizméw w pordéwnaniu do probek kontrolnych bez preparatow hydrofilowych/ hydrofobowych: wysoki +++;
dobry ++; staby +; bardzo staby +/-; brak -
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Podsumowanie

1. Powierzchnie badanych zabytkowych materialdow mineralnych: cegla, beton, tynk i
tynk z nawarstwieniami modyfikowane biocydami: Boramon w stgzeniu 30% i
Rocima 101 w stezeniu 8% oraz preparatami hydrofobowymi lub hydrofilowymi sa w
roznym stopniu zabezpieczone przed rozwojem bakterii w czasie trzymiesig¢cznej
ekspozycji probek w warunkach polowych.

2. Preparaty hydrofobowe Funcosil Bl i Asolin WS w potaczeniu z biocydami
skuteczniej zabezpieczajg powierzchnie zabytkowych materiatdw mineralnych przed
rozwojem mikroorganizméw w poréwnaniu do preparatow hydrofilowych KSE 500E i
Sarsil OH-500 przeznaczonych do konsolidacji.

3. Zastosowanie na powierzchni zabytkowych materialbw mineralnych zaréwno
biocydow, jak i preparatow hydrofilowych lub hydrofobowych powoduje
zmniejszenie biodostepnosci biocydow. Przyczynia si¢ to, w okresie badanych trzech
miesigcy, do zmniejszenia stopnia zabezpieczenia powierzchni materialow przed
zasiedleniem przez mikroorganizmy.

4. Wykorzystanie preparatow hydrofilowych lub hydrofobowych na powierzchni
nowych zapraw odtwarzajacych materialy zabytkowe nie przyczynito si¢ do
zmniejszenia stopnia kolonizacji powierzchni tych materiatéw przez mikroorganizmy
w czasie trzymiesigcznej ekspozycji probek w warunkach polowych. Jednakze, nie

stwierdzono makroskopowych oznak biodeterioracji.
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7. Wnioski koncowe i zalecenia

1.

Przed procesem dezynfekcji konieczne jest przeprowadzenie monitoringu obiektow, w
celu stwierdzenia pojawienia si¢ wizualnych objawdéw wzrostu mikroorganizméw lub
plech glonow. Szczegdlnie w okresie maj — pazdziernik nalezy zwrdci¢ uwage na
pojawienie si¢ biofilméw lub wykwitow, z uwagi na warunki srodowiskowe (temperatura
1 wilgotno$¢), sprzyjajace w tym okresie rozwojowi tych organizmow.

Wytypowano 4 grupy drobnoustrojow wskaznikowych dla procesoOw biodeterioracji
obiektow na terenie Panstwowego Muzeum Auschwitz-11 Birkenau: bakterie halofilne
(Halomonas sp., Salinisphaera sp., Rubrobacter sp.), promieniowce (Streptomyces sp.,
Nocardioides sp., Pseudonocardia sp., Promicromonospora sp.), bakterie heterotroficzne
(Bacillus sp., Arthrobacter sp.) oraz grzyby plesniowe (Cladosprium sp., Engyodontium
sp., Alternaria sp., Penicillium sp., Chaetomium sp.). Rozwdj tych drobnoustrojéw na
zabytkowych materiatach budowlanych w obiektach nalezy monitorowa¢ wykorzystujac
metody hodowlane i genetyczne (Tabela 31).

Przed procesem dezynfekcji powierzchni¢ nalezy oczySci¢ z materii organicznej (Kurz,
pajeczyny, odchody gryzoni i ptakéw, piora, fragmenty martwych zwierzat) w celu
zwigkszenie efektywnosci procesu oraz wyeliminowaé zrodta wilgoci.

Preparatami biobdjczymi, ktore hamujg rozwoj bakterii i grzyboéw plesniowych na cegle,
tynku i drewnie sa: Boramon, Preventol R80, Rocima 101 i ABM-1, natomiast glonéw -
Boramon, Preventol R80, Rocima 101 oraz Impuls 70AN. Zastosowanie preparatu
Preventol R80 ze wzgledu na jego wysoki koszt jest niezalecane. Biorgc po uwage aspekt
ochrony $rodowiska i1 bezpieczenstwa pracownikow wskazane jest uzycie preparatu
Boramon wylacznie do miejscowej aplikacji.

Skutecznos¢ zabezpieczenia 1 dezynfekcji materiatow technicznych (cegla, tynk, tynk z
nawarstwieniami, beton, spoina i drewno) zalezy od rodzaju organizmoéw, sktadu oraz
stezenia preparatu, jak rowniez od rodzaju dezynfekowanej powierzchni (schemat 9-10).
W celu aplikacji preparatow mozna zastosowa¢ dwie metody: oprysku i zamglawiania,
w zaleznosci od rodzaju materiatu i skali rozwoju drobnoustrojow na powierzchni. W
przypadku miejscowego rozwoju organizmow nalezy zastosowac oprysk. Zamglawianie
stosuje si¢ do catych pomieszczen, w przypadku barakéw znajdujacych si¢ na terenie
PMA-B proces ten dotyczylby catego obiektu.

Czestos¢ aplikacji biocydéw powinna by¢ uzalezniona od warunkow atmosferycznych,

wilgotno$ci wewnatrz obiektow, wystepowania zrddet zanieczyszczen oraz objawoOw
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10.

11.

rozwoju organizméw. Im wyzsza wilgotnos¢ wzgledna powietrza 1 wigksze
zanieczyszczenie materig organiczng, tym lepsze warunki wzrostu organizméw i nizsza
skuteczno$¢ dziatania preparatu dezynfekcyjnego.

Skutecznos¢ dezynfekcji i zabezpieczania materiatow przed rozwojem mikroorganizmow
mozna oceni¢ stosujac metody hodowlane lub molekularne np. analiza ilo§ci RNA, ktora
moze by¢ wyznacznikiem zywotnosci mikroorganizmoéw na powierzchniach materialow
technicznych.

W przypadku nieskutecznego dziatania preparatu dezynfekcyjnego nalezy przeprowadzic¢
analize mikrobiologiczng w celu ustalenia mikroorganizméw opornych i ponownego
doboru biocydow.

Preparaty biobojcze badane w ramach niniejszego projektu zawierajg w swoim skladzie
chlorek didecylodimetyloamoniowy i chlorek benzylodimetyloalkioamoniowy jako
substancje czynne. Stezenie substancji czynnych w roztworach uzytkowych preparatow
stosowanych do dezynfekcji powierzchni w PMA-B wynosi kilka procent, a w zadnym
przypadku nie przekracza 10%. Czwartorzgdowe sole alkiloamoniowe w tych st¢zeniach
nie wplywaja ujemnie na dezynfekowane materialy techniczne. Aplikacja badanych
biocydéw metodg oprysku (2 i 10-krotna) oraz jednokrotna metoda zamglawiania nie
powoduje wyraznych zmian barwy 1 jasno$ci nowych i zabytkowych materiatow
budowlanych.

Aplikacja preparatow hydrofilowych (KSE 500E, Sarsil OH-500, CaLoSiL EZ25)
I hydrofobowych (Funcosil Bl, Asolin WS, AGS 3512) na materiatach zabytkowych nie

zabezpiecza ich powierzchni przed rozwojem drobnoustrojow w warunkach polowych.
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= 3-krotna aplikacja metoda oprysku preparatow ABM-1 (6%). ABM-2 (6%), Acticide LV708
(13%%), Boramon (30%%), Preventol ES0 (12%) 1 Rocima 101 (8%¢) hamuje rozwaj
mikroorganizmo w.

= l-krotna aplikacja metoda opryskupreparatow Acticide LVT0 (15%%), Atoxyn (82¢), Boramon
(20%%), Impuls 70AN (6%). Preventol R80 (6%%), Focima 101 (6%) hamuje rozwo) glonow.

= l-krotna aplikacja metoda opryskupreparatow ABM-1 (6%0), ABM-2 (6%) hamuje rozwaj
mikroorzanizmow.

= 2dorotna aplikacja metoda oprysku 6% roztworéaw preparatéow: Atoxyn, Mycetox B°, Focima 101,
TAAB-2 hamuje rorwdj milroorganizmaw.

= 3-krotna aplikacja metoda oprysku preparatow Boramon (20%), Impuls 70AN (6%%) 1 Preventol
E80 (5%%) hamuje rozwo] mikroorganizmow.

* l-krotna aplikacja metoda opryskupreparatow ABM-1 (6%), ABM-2 (6%). Acticide LV704
(10%%), Atoxyn (6%), Boramon (209¢), Impuls 70AN (6%). Mycetox B’ (20%]). Preventol RE0
(6%%), Rocima 101 (§%). TAAB-2 (§%) hamuje rozwdj glondw.

= l-krotna aplikacja metoda opryskupreparatow ABM-1 (6%%), Preventol E80 (5%), Rocima 101
(6%%), TAAB-2 (6%, Impuls TOAN (6%). Boramon (20%), Mycetox B” (20%%) hamuje rozwoj
mikroorganizmo w.

= 2drotna aplikacja metoda opryskupreparatu Atoxyn, (6%) hamuje rozrwéj mikroorganizmaw .

= 3-krotna aplikacja metoda oprysku preparatow ABM-2 (6%) hamuje rorwd] mikroorgamizmaw.

* l-krotna aplikacja metoda opryskupreparatow Acticide LV708 (1099), Atoxyn (6%¢), Boramon
(20%%). Impuls TOAN (1225), Preventol R80 (6%), Rocima 101 (6%%) hamuje rozrwd] glondw.

Schemat 9. Skuteczno$¢ dezynfekcji materiatdw technicznych - podsumowanie
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» Zamglawianie preparatami ABM-11 Rocima 101 (8%) zabezpiecza
na okres 5 m-cy przed rozwojem mikroorganizmaw .

»  Oprysk preparatami Impuls 70AN (12%), Boramon (30%) lub Rocima
101 (8%) zabezpiecza na okres 12 m-cy przed rozwojem glondw.

* Oprvsk preparatami Boramon (30%) lub Rocima 101 (8%)
zabezpiecza na okres 3 m-cy przed rozwojem mikroorganizmow.

» Zamglawianie preparatami ABM-11 Focima 101 (8%) zabezpiecza
na olres 12 m-cy przed rozwojem glondw.

*  Oprysk preparatami Impuls T0AN (12%), Boramon (30%) lub Rocima
101 (&%) zabezpiecza na okres 12 m-cy przed rozwojem glondw.

» Oprysk preparatem Boramon (30%) zabezpiecza na okres 3 m-cy
przed rozwojem mikroorganizmaw.

» ZFamglawianie preparatami ABM-11i Rocima 101 (8%) zabezpiecza
na okres 12 m-cy przed rozwojem glondw.

* Oprysk preparatami Impuls 70AN (12%), Boramon (30%) lub Rocima
101 (&%) zabezpiecza na olres 12 m-cy przed rozwojem glondw.

»  Oprvsk preparatami Boramon (30%) Rocima 101 (8%) zabezpiecza
na okres 3 m-cy przed rozwojem mikroorganizmaow.

Zamglawianie preparatami Rocima 101 (8%) zabezpiecza na okres
12 m-cy przed rozwojem glondw.

Oprvsk preparatami Impuls 70AN (12%), Boramon (30%) lub Rocima
101 (&%) zabezpiecza na okres 12 m-cy przed rozwojem glondw.

Oprysk preparatami Boramon (30%) Rocima 101 (3%) zabezpiecza
na okres 3 m-cy przed rozwojem mikroorganizmaow.

* Zamglawianie preparatami ABM-1 (8%) zabezpiecza na okres
12 m-cy przed rozwojem glondw.

»  Dprysk preparatami Impuls 70AN (12%), Boramon (30%) lub Rocima
101 (&%) zabezpiecza na okres 12 m-cy przed rozwojem glondw.

* Oprysk preparatem Boramon (30%) zabezpiecza na okres 3 m-cy
przed rozwojem mikroorganizmaw.

» Zamglawianie preparatami ABM-11i Rocima 101 (3% zabezpiecza
na okres 12 m-cy przed rozwojem glondw.

»  Oprysk preparatami Impuls 70AN (12%), Boramon (30%) lub Rocima
101 (8%a) zabezpiecza na okres 12 m-cy przed rozwojem glondw.

*  Oprysk preparatami Boramon (30%) Rocima 101 (3%) zabezpiecza
na okres 3 m-cy przed rozwojem bakteri.

Schemat 10. Skuteczno$¢ zabezpieczania zabytkowych materiatow technicznych -
podsumowanie
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8. Slownik terminow

Biocyd - substancja czynna lub preparat zawierajacy co najmniej jedng substancj¢ czynng w
postaciach, w jakich sg dostarczone uzytkownikowi, przeznaczony do niszczenia,
odstraszania, unieszkodliwiania, zapobiegania dziataniu lub kontrolowania organizmow
szkodliwych przez dziatanie chemiczne lub biologiczne.

Biodeterioracja - obnizenie jako$ci materiatow technicznych pochodzenia naturalnego, jak i
syntetycznych, w konsekwencji oddzialywania czynnikéw biologicznych (w tym réwniez
mikroorganizmow).

Dezynfekcja - proces zmierzajacy do ograniczenia populacji drobnoustrojow do
bezpiecznego poziomu w danym $rodowisku z wykorzystaniem metod fizycznych i
chemicznych.

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy, wielkoczasteczkowy organiczny zwigzek chemiczny z
grupy kwaséw nukleinowych, petniacy role nos$nika informacji genetycznej. U organizmow
eukariotycznych zlokalizowany jest przede wszystkim w jadrach komorkowych, natomiast u
prokariotycznych bezposrednio w cytoplazmie.

FESEM - skaningowa mikroskopia elektronowa z emisjg polowa.

Metabolom - zestaw wszystkich metabolitow wytwarzanych przez organizmy. Analizg
metabolomu zajmuje si¢ dziedzina nauki zwana metabolomika.

MIC — minimalne st¢zenie zwigzku chemicznego, dezynfektanta czy antybiotyku hamujace
rozw0j mikroorganizmow.

RNA - Kkwasy rybonukleinowe, organiczne zwigzki chemiczne z grupy kwasow
nukleinowych, zbudowane z rybonukleotydow potaczonych wigzaniami fosfodiestrowymi.
Wystepuja w jadrach komdrkowych i cytoplazmie, czesto wchodzac w sktad nukleoprotein.
Zamglawianie - metoda dezynfekcji polegajaca na rozpylaniu w powietrzu aerozolu, ktory
jest mieszaning matych czastek stalych lub ciekltych zdyspergowanych w powietrzu.

Rozmiary zdyspergowanych czastki biocydow mieszcza si¢ pomigdzy 0,01 — 100 pm.
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9. Spis tabel, schematow, rysunkow i fotografii

9.1. Spis tabel

Tabela 1. Charakterystyka i opis miejsc pobrania probek

Tabela 2. HPLC gradient rozpuszczania w trybie jonéw ujemnych

Tabela 3. HPLC gradient rozpuszczania w trybie jonéw dodatnich

Tabela 4. Zwiazki wykorzystywane w badaniach

Tabela 5. Szczepy bakterii, dla ktorych wyznaczano skutecznos¢ dziatania zwigzkoéw

Tabela 6. Szczepy grzybow strzgpkowych, dla ktorych wyznaczano skutecznos¢ dziatania
zwigzkow

Tabela 7. Parametry fizyczne i chemiczne wody wykorzystywanej do aktywacji plech
glonow

Tabela 8. Charakterystyka preparatu biobojczego ABM-1

Tabela 9. Charakterystyka preparatu biobojczego ABM-2

Tabela 10. Charakterystyka preparatu biobdjczego Acticide LV 706

Tabela 11. Charakterystyka preparatu biobdjczego Atoxyn

Tabela 12. Charakterystyka preparatu biobdjczego Boramon

Tabela 13. Charakterystyka preparatu biobdjczego Impuls 70-AN

Tabela 14. Charakterystyka preparatu biobdjczego Mycetox B

Tabela 15. Charakterystyka preparatu biobdjczego Preventol R80

Tabela 16. Charakterystyka preparatu biobdjczego Rocima 101

Tabela 17. Charakterystyka preparatu biobdjczego TAAB-2

Tabela 18. Szczepy bakterii, dla ktorych wyznaczano skuteczno$¢ dziatania preparatow
Tabela 19. Szczepy grzybow strzepkowych, dla ktorych wyznaczano skuteczno$¢ dziatania
preparatow

Tabela 20. Taksony glonoéw, dla ktorych wyznaczono skutecznos¢ dziatania preparatow
Tabela 21. Stezenia preparatow biobojczych poddanych analizie

Tabela 22. Sposob oceny aktywnos$ci antybakteryjnej preparatow biobojczych

Tabela 23. Sposob oceny aktywnosci przeciwgrzybowej preparatow biobdjczych

Tabela 24. Warunki inkubacji glonéw na materiatach technicznych

Tabela 25. Sposob oceny aktywnosci przeciw glonom preparatdéw biobojczych — procent
degradacji komorek

Tabela 26. Preparaty biobojcze stosowane w badaniach

Tabela 27. Sposob oceny zabezpieczenia materiatow technicznych
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Tabela 28. Porownanie identyfikacji bakterii w probkach materiatdow budowlanych metodami
hodowlana, konstruowania bibliotek gendéw i sekwencjonowania nowej generacji Illumina
Sequencing

Tabela 29. Mikroorganizmy wskaznikowe w obiektach na terenie PMA-B

Tabela 30. Mikroorganizmy wskaznikowe biorace udziat w procesie biodeterioracji obiektow
zabytkowych na podstawie danych literaturowych

Tabela 31. Procedury wykrywania bakterii wskaznikowych

Tabela 32. Szlaki metaboliczne aktywne w probkach cegly B/124/C/2/PL i drewna
B/124/D/2/PL

Tabela 33. Wartosci stezen badanych zwigzkéw, dla ktorych odnotowano zahamowanie
wzrostu bakterii [%]

Tabela 34. Wartosci stgzen badanych zwigzkow, dla ktorych odnotowano zahamowanie
wzrostu grzybow strzgpkowych [%]

Tabela 35. Wptyw substancji czynnych na wzrost plech glonow

Tabela 36. Zestawienie aktywnos$ci preparatow na probkach drewna, cegly i tynku

Tabela 37. Ocena ekonomiczna zastosowania badanych preparatow

Tabela 40. Liczba mikroorganizméw na powierzchni potek metalowego regatu i ptytki
Petriego

Tabela 38. Ocena skuteczno$ci zabezpieczania nowych materiatow w warunkach
modelowych.

Tabela 39. Ocena skuteczno$ci zabezpieczania zabytkowych materialtow w warunkach
polowych — metoda zamgtawiania i oprysku.

Tabela 41. Ocena zmian barwy powierzchni materialow po dziataniu badanych preparatow
Tabela 42. Ocena zmian barwy powierzchni materialow po dziataniu badanych preparatow
Tabela 43

Tabela 44

9.2. Spis schematow

Schemat 1. Rola organizméw w niszczeniu materiatow zabytkowych

Schemat 2. Zadania badawcze realizowane w ramach projektu

Schemat 3. Ocena skutecznosci dezynfekcji materialu technicznego, zaszczepionego
mieszanymi hodowlami drobnoustrojow (K - probka kontrolna)

Schemat 4. Ocena skutecznosci dezynfekcji materiatu technicznego, zaszczepionego

mieszang hodowla glonéw (K - probka kontrolna)
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Schemat 5. Analiza skuteczno$ci zabezpieczenia nowych materialdow technicznych przed
rozwojem drobnoustrojow w warunkach modelowych (K - probki kontrolne)

Schemat 6. Analiza skuteczno$ci zabezpieczenia zabytkowych materiatdéw technicznych
przed rozwojem drobnoustrojow w warunkach polowych (K - probki kontrolne)

Schemat 7. Analiza skuteczno$ci zabezpieczenia nowych materialow technicznych przed
wzrostem glonéw w warunkach modelowych (K - probki kontrolne)

Schemat 8. Analiza skuteczno$ci zabezpieczenia zabytkowych materiatow technicznych
przed wzrostem glonow w warunkach polowych (K - prébki kontrolne)

Schemat 9.

Schemat 10. Skuteczno$¢ zabezpieczania zabytkowych materialow technicznych -
podsumowanie

9.3. Spis rysunkow

Rysunek 1. Schemat poboru probek z powierzchni 0 cm i glebokosci 8-16 cm. A -
powierzchnia, 0 cm; B - glgbokos¢ 8 cm od powierzchni; C - glgbokos¢ 16 ecm od
powierzchni

Rysunek 2. Okreslenie strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojéw pod wplywem dziatania
zwigzkow biobdjczych

Rysunek 3. Podtoza mineralne wykorzystane do badan. K - podtoze kontrolne; 1-5 - podtoza,
na ktorych umieszczono krazki; 6 - podloze, na ktérym umieszczono krople substancji
czynnych

Rysunek 4. Schemat rozmieszczenia substancji czynnych na podtozach mineralnych.
X - kontrolne krazki pozbawione substancji czynnej; ChMa — chlorek
didecylodimetyloamoniowy; NNAm — N-(3-aminopropylo)-N-dodecylopropano-1,3-diamina;
AIGI — aldehyd glutarowy; PhSo — podchloryn sodu; KwLm — kwas mlekowy; KwBr — kwas
borowy; NtWd — nadtlenek wodoru

Rysunek 5. Schemat rozmieszczenia przygotowanych stezen procentowych dla kazdej
substancji czynnej. ChMa — chlorek didecylodimetyloamoniowy; NNAmM — N-(3-
aminopropylo)-N-dodecylopropano-1,3-diamina; AlGI - aldehyd glutarowy;
PhSo — podchloryn sodu; KwLm — kwas mlekowy; KwBr — kwas borowy; NtWd — nadtlenek
wodoru

Rysunek 6. Ste¢zenie RNA w probkach zabytkowej cegly i drewna
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9.4. Spis fotografii

Fotografia 1. Podtoza skazone glonami umieszczone w szklanej komorze

Fotografia 2. Badanie wptywu substancji czynnych na wzrost plechy glonéw porastajgcych
podtoza mineralne

Fotografia 3. Probka drewna

Fotografia 4. Probka cegly

Fotografia 5. Probka tynku

Fotografia 6. Probka drewna

Fotografia 7. Probka cegly

Fotografia 8. Probka tynku

Fotografia 9. Probka tynku z nawarstwieniami malarskimi

Fotografia 10. Probka spoiny

Fotografia 11. Probka betonu

Fotografia 12. Grzyby strzepkowe (A i C) oraz bakterie (B i D) wyizolowane z powietrza
atmosferycznego po okresie zimowym (A i B) i wiosennym (C i D)

Fotografia 13. Grzyby strzegpkowe (A i1 C) oraz bakterie (B i D) wyizolowane z powietrza
wewnatrz baraku o nr inw. B-65 po okresie zimowym (A i B) i wiosennym (C i D)
Fotografia 14. Grzyby strzgpkowe (A) oraz bakterie (B) wyizolowane z powierzchni potek
metalowego regatu w baraku o nr inw. B-65.

Fotografia 15. Kurz na najwyzszej (A) i nizszej (B) potce metalowego regalu w umywalni
baraku o nr inw. B-65.
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