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1. UVOD

1.1. Plijesni kao kontaminanti predmeta kulturne bastine

Predmeti kulturne bastine su arheoloska pronalazista, gradevine, skulpture, spomenici, slike,
zapisi 1 dokumenti (Sterflinger 1 Pinar, 2013). Znacajni dokazi intelektualnih i1 kulturnih
dostignuca covjecanstva sadrzani su u dokumentima. Postoje u mnogim oblicima, od papirusa
preko papira do modernih magnetskih i optickih medija. Ti dokumenti ve¢inom su sacinjeni
od organskih materijala koji sadrze polimere u rasponu od celuloze do sintetickih smola. Kao
1 ostali predmeti napravljeni ljudskom rukom, podlozni su fizikalnim, kemijskim i bioloskim
oStecenjima. Kljucni elementi koje treba uzeti u obzir su stanje konzervacije i okolisni i
klimatski ¢imbenici kao $to su temperatura i vlaznost. Najozbiljnija i najznacajnija oSte¢enja
primije¢ena su na knjiznickim i arhivskim materijalima. Manje je poznato da su i moderni
mediji, ukljucujuci i magnetske diskove takoder podlozni biodeterioraciji. Zastita arhivskog 1
siguran i odgovarajuci okoli§ za produljenje Zivotnog vijeka dokumenata koliko god je to

moguce. Presudno je izbjeci ili limitirati rast mikroorganizama (Cappitelli 1 Sorlini, 2005).

Objekti kulturne bastine heterogena su staniSta razli¢itih bakterija 1 gljivica. Premda se ta
staniSta smatraju  oligotropnima, mogu biti kolonizirana razliitim grupacijama
mikroorganizama. Predmeti kulturne bastine od tekstila, papira, drva pa ¢ak i kamena, dobra
su podloga za njihov rast. Taj proces prolazi neprimjetno dok ne dode do stvaranja biofilma,
diskoloracije ili slabljenja fizikalnog integriteta materijala (Pyzik i sur., 2021). Knjiznice 1
arhivi pruzaju pogodne uvjete za rast mikroorganizama. Primjerice, tropske zemlje, kao
Brazil, s frekventnim pojavama visokih vlaznosti i temperatura, stvaraju okoliSne uvjete
povoljne za razvoj mikroba. Ta situacija predstavlja rizik za ljudsko zdravlje zbog plijesni kao
kontaminanata knjiga i dokumenata. Osim toga uzrokuje i propadanje tih rijetkih i antickih
dokumenata. Knjiznice i muzeji odgovorni su za cuvanje naSeg naslijeda. Izazov je sacuvati
milijune knjiga tiskanih na fragilnom papiru proizvedenom procesima iz 19. stoljeca (da Silva
1 sur.,, 2006). Papir, kao 1 ostali predmeti kulturne bastine, vremenom degradira, ali
konzervacija usporava proces deterioracije (Cappitelli i sur., 2010). Stru¢njaci zaduzeni za
vlakna sastoje se ve¢im dijelom od celuloze (glavni izvor energije za mikroorganizme),

hemiceluloze i lignina, ali papir sadrzi i aditive kao Sto su Skrob, minerali 1 sinteti¢ki polimeri.



Iz toga proizlazi da je papir multikomponentni materijal 1 zbog kompleksne 1 raznolike
prirode rezultati istraZivanja u kemiji papira mogu biti teSki za interpretaciju. Deterioracija
papira prouzrofena je mnogim c¢imbenicima kao §to su hidroliza, oksidansi, svjetlost,
zagadenje zraka 1 prisutnost mikroorganizama. Klju¢nu ulogu imaju podrijetlo celuloznih
materija, kao 1 procedure izrade i1 skladiStenja papira, aditivi i uvjeti ¢uvanja. Kemijske
promjene koje se dogadaju unutar papira su multiparametarni procesi (Area i Cheradame,

2011).

Raznolikost plijesni u muzejskim prostorima vrlo je sli¢na rasprostranjenosti u hrani i
opc¢enito unutarnjim prostorima. Najznacajnije plijesni pronadene u muzejima su vrste iz
rodova Alternaria, Aspergillus, Absidia, Acermanium, Cladosporium, Chaetomium,
Chrysosporium,  Eurotium, — Phoma, Cunninghamella, =~ Emericella, — Scopulariopsis,
Stachybotrys, Trichoderma i kvasci roda Rhodotorula s velikim afinitetom prema osmotskim
okruzenjima (Sterflinger 1 Pinzari, 2012). Najcesce izolirane plijesni pronadene na starim
knjigama su Penicillium spp., Cladosporium spp. 1 Fusarium spp. (Glevitzky 1 sur., 2021). S
biodeterioracijske tocke glediSta potencijal plijesni na objektima kulturne baStine mozemo
podijeliti u dvije glavne skupine: (1) oportunisti¢ke plijesni koje rastu na svim materijalima uz
dostupnu vlagu. Te gljivice nisu u stanju enzimski degradirati materijal i koristiti ga kao
glavni izvor energije. (2) patogene plijesni koje su supstratno specificne i sposobne
degradirati materijal kao na primjer celuloliti¢ne gljivice na papiru i keratinoliticke na kozi,
kosi i perju (Meier i Peterson, 2006; Blyskal, 2009). Obje skupine mogu izazvati ozbiljnu

deterioraciju, ali jedino patogene plijesni uniStavaju materijal (Sterflinger and Pinzari, 2012).

Plijesni se Sire okoliSem u obliku spora i konidija i lako se prenose vjetrom i strujanjem zraka.
Spore su ubikvitarne 1 zbog toga su predmeti konstantno izlozeni gljivicnoj infekciji u
unutarnjim 1 vanjskim prostorima (Kaarakainen 1 sur.,, 2009). Postoji moguénost
kontaminacije papira i u procesu proizvodnje, ali ipak vecina plijesni dolazi iz praSine
(Florian, 2002). Spore plijesni mogu prenositi 1 neki insekti koji su Cesti stanovnici knjiznica

(Sterflinger 1 Pinzari, 2012).

Na rast plijesni utjecu brojni ¢imbenici kao §to su pH, temperatura, aktivitet vode (aw), sastav
supstrata, koliCina vlage 1 prisutnost kisika. Plijesni su aerobni organizmi i rastu uglavnom na
povrSinama supstrata. Mogu rasti u okoliSu s visokom koncentracijom Secera ili soli (halofili),
na tvarima s niskim sadrzajem vode i u rasponu pH vrijednosti od 3 do 8 (optimalno 5).

Mezofilni su organizmi $to znaci da rastu na temperaturama od 10 °C do 35 °C. Za svoj rast



trebaju izvor ugljika i1 dusika (Pitt i Hocking, 2009). Aktivitet vode glavni je Cimbenik i razlog
zbog kojeg su u muzejima plijesni dominantni u usporedbi s bakterijama (Sterflinger i Pinzari,
2012). To je fizikalno-kemijska veli¢ina koja pokazuje koliki je sadrzaj vode fizi¢ki vezan u
samom materijalu i pokazatelj je koli¢ine vode koja je mikroorganizmu na raspolaganju
(Durakovi¢ 1 Redzepovi¢, 2002). Definira se kao omjer parcijalnog tlaka vodene pare u
materijalu i tlaka zasi¢ene pare Ciste vode pod istim uvjetima, te za Cistu destiliranu vodu
iznosi 1 (Pitt i Hocking, 2009). S obzirom na aw, plijesni se dijele na primarne, sekundarne i
tercijarne kolonizatore (Grant i sur., 1989). Primarni kolonizatori (kserofili) su plijesni koje
rastu pri aw < 0.8 (Penicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor, ostale Aspergillus vrstre,
Wallemia sebi i Paecilomyces variotti). Sekundarni kolonizatori su plijesni koje rastu pri
vrijednosti aw izmedu 0.8 1 0.9 (razliCite vrste rodova Alternaria, Cladosporium, Phoma i
Ulocladium). Tercijarni kolonizatori (hidrofili) su plijesni koje rastu pri aw> 0.9 (Stachybotrys

chartarum, Chaetomium globosum, Trichoderma spp.) (Nielsen, 2003).

Mnoge vrste plijesni imaju sposobnost izlu¢ivanja celulaze. To je enzim koji razgraduje
celulozu do manjih topljivih jedinica koje plijesni koriste kao hranu, ali i omogucuje
prodiranje hifa u dublje slojeve materijala (Adamo i sur., 2003; Garg i sur.,1995; Montegut i
sur., 1991). Osim izlucivanja celulaze, plijesni oStecuju papir i na druge nacine. Poznat je
fenomen ,,foxing. To su blijede, smeckaste difuzne tockice koje se pojavljuju na papiru i
drugim povrsinama. Uklju¢uju mrlje Sirokog raspona boja, oblika i veli¢ina 1 mogu biti
klasificirane prema svojim vizualnim karakteristikama i analizom sastava (Mina, 2019).
,Foxing* predstavlja ozbiljan problem u konzervaciji papira budu¢i da mrlje mogu migrirati
po stranicama uzrokuju¢i nepopravljivu Stetu, koja u konacnici ugrozava legitimitet

dokumenta (Nitiu i sur., 2020).

1.2. Biodeterioracija, metode konzervacije i dekontaminacije papira

Ucinkovitost zastite 1 konzervacije predmeta kulturne bastine ovise o odgovarajucoj razini
sigurnosti, kontroli okoli$a, upravljanju, brizi1 tretmanu okruzenja u smislu zastite objekta od
fizikalnih 1 kemijskih Stetnih djelovanja. Preventivne mjere zastite objekata kulturne bastine
igraju kljuénu ulogu budu¢i da omogucéavaju kontinuiranu kontrolu stanja objekata.
Atmosfera normalno sadrzi, osim plinovitih polutanata, razliite ¢estice bioloSkog podrijetla
kao §to su peludna zrna, virusi, bakterije 1 spore plijesni koji su odgovorni za biodeterioraciju
materijala (Ruga 1 sur., 2019). Biodeterioracija je svaka nepozeljna promjena u materijalu

nastala vitalnim aktivnostima organizama (Hueck HJ, 1965).



Kontrola klime, frekventno ciS¢enje, te monitoring predmeta kulturne bastine i okoliSa
najvaznije su mjere prevencije (Sterflinger i Pinzari, 2012). Metoda ,,preventivne
konzervacije* predstavlja skup mjera u situacijama pojave potencijalnog rizika. Prioritet
moraju biti preventivne intervencije dobivene analizom uvjeta okoliSa (temperatura, relativna
vlaznost) na mjestima gdje su predmeti kulturne bastine i analizom kvalitete zraka s

kemijskog i bioloSkog stajalista (Ruga i sur., 2019).

Kako bi se sacuvali predmeti kulturne bastine vazno je kontrolirati aktivno rastuce plijesni, ali
je takoder bitno smanjiti broj prisutnih spora koje mogu dugo prezivjeti u slojevima prasSine
¢ekajuci povoljne uvjete za rast (Sterflinger 1 Pinar, 2013). Spore u stanju mirovanja imaju
nizak sadrzaj vode, a njihov metabolizam je inaktivan i reverzibilan $to omogucuje gljivicama
prezivljavanje u ekstremnim uvjetima. Kada nastupe povoljni uvjeti, dolazi do aktivacije
spora i vegetativnog rasta plijesni. Konzervacijski postupak trebao bi biti usmjeren na spore
jer je vegetativne hife relativno lako kontrolirati odrzavanjem propisanih konzervacijskih

uvjeta (Michaelsen i sur., 2013).

Jedan od novijih pristupa u konzervaciji papirnih predmeta kulturne bastine opisan je u
istrazivanju Schmitza i sur. (2019). Taj pristup pretpostavlja koristenje ionskih otopina. U tom
se procesu celulozna vlakna solubiliziraju u otopini iona i dimetilsulfoksida. Nakon toga se
povrSina papira tretira tom otopinom. Ostaci otapala se inkorporiraju u papirnati materijal
tijekom ovog postupka. Ova metoda ima veliki potencijal u smanjivanju ekoloski Stetnih
procesa u kemijskoj industriji. Zanimljivo je da klasa ionskih otapala koriStenih za ojacavanje
papira (1-butil-3-metilimidazol-acetat kao najznacajniji) ima slicnu strukturu kao poznati
antifungalni lijekovi klotrimazol i1 mikonazol. Autori naglaSavaju potrebu dodatnih

istrazivanja ove metode (Schmitz i sur., 2019).

Metode dekontaminacije dijele se na kemijske, fizikalne 1 bioloske. U nastavku su navedene
neke od tih metoda, kao i1 njihove prednosti i nedostaci. U kemijske metode ubrajaju se
tradicionalni kemijski biocidi 1 nanoCestice. Prednosti tih metoda su ekonomicnost,
jednostavnost i djelotvornost na Sirokom spektru mikroorganizama. Nedostaci su toksi¢ni
efekti kako za korisnike, tako 1 za okoliS. Nadalje, dugotrajna uc¢inkovitost vrlo je niska i
ucestalo koriStenje moze prouzrociti oste¢enja tretiranih predmeta. Fizikalne metode dijele se
na mehanic¢ko uklanjanje, UV-C zrafenje, gama zracCenje, lasersko zracenje, toplinski Sok,
mikrovalove i suhi led. Mehanicko uklanjanje je efikasno na dobro ouvanim povrSinama i ne

zahtijeva koriStenje toksicnih sastojaka. Nedostatak je niska dugotrajna ucinkovitost i



mogucnost oSteCenja materijala viSestrukim koriStenjem. Nadalje, moze do¢i do prodora
bioloskih kontaminanata dublje u materijal i do zagadenja okolisa. Prednost UV-C zracenja je
da ne generira toksi¢ne elemente i Stetne kemikalije u okolis, te je jednostavno za koriStenje.
Nedostaci su slabo prodiranje u dubinu materijala 1 neselektivnost prema specificnim
biodeteriogensima. Prednosti 1 nedostaci gama zraCenja bit ¢e prikazani u sljedeem
poglavlju. Lasersko zracenje je kontrolabilno, selektivno i ekoloski prihvatljivo. Rezultati se
postizu vrlo brzo i ne uzrokuje nikakve Stetne posljedice za ljude. S druge strane, zahtijeva
specijalizirano strucno osoblje i1 uzrokuje visoke troskove. Toplinski Sok, mikrovalovi 1 suhi
led daju vrlo brze rezultate uz strogo lokaliziranu primjenu. Ne koriste ni ne proizvode
toksi¢ne elemente. Oprema za ove metode vrlo je komplicirana za transport i zahtijeva velike
izvore energije, zbog Cega je vrlo skupa. BioloSke metode dijele se na biocidne postupke
komponentama prirodnog podrijetla i ostale bioloSke metode. Te metode su sigurne za ljude 1
povoljne za okolis. Generalno su jednostavne za upotrebu 1 ucinkovite na Sirokom spektru
mikroorganizama. Nedostaci su vrlo malo dostupnih proizvoda na trziStu i malo podataka

zasnovanih na istrazivanjima (Cappitelli i sur., 2020).

1.3. Gama zracenje i primjena

ZraCenje ili radijacija je pojava prijenosa energije u obliku fotona (elektromagnetsko
znacenje) ili Cestica (korpuskularno zracenje). Radionuklidi ili radioizotopi su nestabilni
izotopi koji prilikom raspada emitiraju ionizirajuce zraenje u obliku brzih Cestica (alfa, beta
raspad) ili fotona visokih energija (gama raspad) odnosno radioaktivni su (Jakobovi¢, 1991).
Gama zracenje Cine elektromagnetski valovi duljina kra¢ih od 10! metara. Nastaje
energijskim prijelazima nestabilnih atomskih jezgri radioaktivnih tvari, anihilacijom Cestica i

usporavanjem vrlo nabijenih Cestica (DzZelalija, 2006).

Sterilizacija gama zraCenjem predstavlja ucinkovit nacin Cuvanja starih knjiga, arhivskih
dokumenata i papirnih predmeta kulturne bastine od ostecenja prouzrocenih plijesnima. Uz to
osigurava dugovjenost muzeja 1 knjiznica i1 zdrav okoli§ za zaposlenike 1 posjetitelje (da
Silva 1 sur., 2006). Sterilizacija se definira kao bilo koji proces koji ucinkovito ubija ili
eliminira sve mikroorganizme kao S§to su gljivice, bakterije, virusi i spore. Postoji mnogo

razli¢itih nacina sterilizacije ovisno o cilju i materijalu (Aquino, 2012).

Gama zracenje je postupak sterilizacije koji direktno oStecuje stanice DNA ionizacijom
uzrokujuéi mutacije 1 unistavanje stanica. Isto tako zracenje neizravno ostecuje DNA na nacin

da dovodi do radiolize intracelularne teku¢ine i stvaranja reaktivnih kisikovih atoma,



slobodnih radikala 1 peroksida uzrokuju¢i jednostruke i dvostruke lomove DNA (Farkas,
2006; McNamara i sur., 2003). Bitna prednost gama zracenja je sigurnost. Ne predstavlja
opasnost za operatera. Na zracenim predmetima ne zaostaju radioaktivni rezidui pa predmeti
ne predstavljaju rizik za restauratore, posjetitelje 1 okolinu. Dobra mo¢ penetracije omogucuje
prodiranje u sve slojeve predmeta. Ucinkovitost je proporcionalna koriStenoj dozi, a to je
parametar koji se lako kontrolira i odreduje. Zbog stabilnog radijacijskog polja metoda je
pouzdana. Tretman se izvodi u kratkom vremenu pa je moguce istrovremeno ozraciti velik
broj predmeta, a samim time su troskovi prihvatljivi (Cappitelli 1 sur., 2020; Ponta, 2008).
Najve¢i nedostatak gama zradenja je Sto njegova interakcija s bilo kojom tvari moze
uzrokovati promjenu njezinih kemijskih i fizikalnih svojstava (Ponta, 2008). Time moze do¢i
do znacajnijih oStecenja papira u vidu kemijske modifikacije, tj. depolimerizacije celuloze 1
lignina (Kortei 1 sur., 2015; Magaudda, 2004; Adamo i sur., 1998). Primjena je moguca samo

na predmetima ograni¢ene veli¢ine (Cappitelli 1 sur., 2020).

Najvazniji parametar prilikom ozrafivanja je apsorbirana doza zracenja. Potrebna doza zavisi
od razine pocetne kontaminacije, radioosjetljivosti kontaminirajuce flore i Zeljenog faktora
redukcije nametnika. Dok se za radijacijsku sterilizaciju primjenjuje doza od 25 kGy, za
kontrolu gljivica obi¢no dostaje 2 — 10 kGy, a doza od 0,5 kGy ucinkovito uniStava insekte u
svim fazama razvoja (Brower i Tilton, 1985). Prilikom ozradivanja predmeta sastavljenih od
osjetljivih prirodnih polimera, npr. papira, tekstila i koze, dozu treba podesiti tako da i
najmanja doza, ucinkovita protiv ¢cimbenika biorazgradnje, istovremeno bude manja od doze

koja bi izazvala degradaciju materijala (Katusin-Razem i sur., 2013).

Otpornost mikroorganizama na zraCenje mjeri se vrijednos¢u Dio, decimalnom redukcijskom
dozom. Definira se kao doza zracCenja potrebna da inaktivira 90 % populacije, odnosno da se

populacija smanji za 1 log.

Mnogi ¢imbenici utjeCu na otpornost mikroorganizama prema gama zracenju oblikujuci

krivulju prezivljavanja. Najznacajniji ¢cimbenici su:

Velic¢ina 1 struktura DNA u stanici mikroorganizma.

b. Komponente u stanici povezane s DNA, kao $to su peptidi, nukleoproteini, RNA,
lipidi, lipoproteini i metalni ioni.

c. Kisik, ¢ije prisustvo za vrijeme zracenja povecava smrtnost mikroorganizama. U
potpuno anaerobnim uvjetima vrijednost Dig povecava se 2,5-4,7 puta u odnosu na

aerobne uvjete.



d. Udio vode: mikroorganizmi su najotporniji prema zra¢enju u potpuno suhim uvjetima.
Uzrok tome je nedostatak ili mali broj slobodnih radikala formiranih iz molekula vode
pri zraCenju 1 time je razina indirektnog utjecaja na DNA malena ili je nema.

e. Temperatura: pri temperaturama visim od 45 °C sinergijski se povecava fungicidni
efekt ionizirajuceg zracenja. Vegetativni mikroorganizmi znacajno su otporniji prema
zraCenju na vrlo niskim temperaturama. To je povezano sa smanjenjem aktiviteta vode
pri niskim temperaturama. Pri uvjetima smrzavanja difuzija radikala vrlo je
ogranicena.

f. Medij: Sastav medija u kojem se mikroorganizmi nalaze igra znacajnu ulogu u
mikrobioloSkim efektima. Vrijednosti Dio odredenih mikroba vrlo se razlikuju u
razli¢itim medijima.

g. Uvjeti nakon zracenja. Mikroorganizmi koji prezive zraCenje bit ¢e vjerojatno

stanica (Aquino, 2012).

Postoji moguénost da neki pigmenti sintetizirani u plijesnima igraju ulogu u otpornosti prema
ionizirajuéem zracenju. Kod plijesni koje sintetiziraju pigmente kao $to su melanin i
karotenoidi uoCene su viSe Dio vrijednosti. Melanin je kompleksan polimer razli¢itih
svojstava koji mnogi organizmi enzimski proizvode iz jednostavnih prekursora. Svojstvo
melanina je da apsorbira sve vrste elektromagnetskog zraCenja. Dokaz te tvrdnje su pronalasci
melaniziranih ogranizama u visokoozracenim podrucjima kao S§to su oSteceni reaktori u

Cernobilu, svemirske postaje i planine na Antarktici (Dadachova i Casadevall, 2008).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Vrste iz roda Cladosporium Cesti su kolonizatori papirnih dokumenata i slika te uzrokuju
njihovo propadanje zbog moguénosti da prodru duboko u materijal §to dovodi do enzimske
degradacije i1 posljedicno mehanicke razgradnje. Taj je proces potrebno kontrolirati i usporiti,
a kao najucinkovitija metoda pokazalo se gama zracenje. Medutim, ukoliko se neadekvatno
primijeni, moZe imati negativan ucinak na svojstva materijala. Iz tog je razloga potrebno
provesti ispitivanja te utvrditi odgovarajuc¢u dozu i brzinu doze zracenja koja ¢e dovesti do
redukcije plijesni i njihovih spora, a pritom ne uzrokovati ubrzano starenje i mehanicko

oSte¢enje materijala.

Specifi¢ni cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj gama zracenja u dozama od 2 kGy,
5 kGy, 10 kGy, 15 kGy i 20 kGy pri brzinama od 0,04 Gy/s, 0,1 Gy/s, 0,2 Gy/s, 0,4 Gy/s 1 6,7
Gy/s na inhibiciju rasta vrste Cladosporium sphaerospermum, namjerno inokulirane na papir,
neposredno nakon zracenja. Vrsta C. sphaerospermum izabrana je kao test-plijesan jer se u do

sada dostupnim istrazivanjima pokazala otpornom na relativno visoke doze gama zracenja.



3. MATERIJALI I METODE

3.1. Mikrobiolo$ka obrada uzoraka papira metodom razrjedenja

Kvadrati¢i papira dimenzija 3,5 cm x 3,5 cm ostavljeni su da se homogeniziraju u sterilnoj
plasti¢noj vrecici. Nakon nekoliko dana izvagano je desetak kvadrati¢a i odredena je srednja
vrijednost mase jednog papira koja je iznosila 0,15 g. KoriSteni papir je Verge beskiselisnki

trajni papir, gramature 120 g/m?, dimenzija 70 cm x 100 cm.

Priredeni kvadrati¢i papira stavljeni su u sterilne polipropilenske konusne epruvete (tzv.
falkonice) te je dodano 2 ml sterilne vode s 0,05 % Tween 80 (sterilni 5 % Stok u vodi) 1
homogenizirano vorteksiranjem. Na taj je nacin dobiveno razrjedenje 10°'. Razrjedenja od
102 do 10™* dobivena su mijesanjem 100 uL prethodnog s 900 pL vode s Tweenom. Iz svakog
priredenog razrjedenja na povrSinu sterilne hranjive podloge u Petrijevoj zdjelici nanosi se
100 pL uzorka i sterilnim staklenim Stapi¢em (tzv. L-Stapi¢) razmaze po povrsini podloge. Svi
su uzorci priredeni u duplikatu. Kao hranjiva podloga koriSten je MALT ekstrakt agar
proizvodaca Sigma-Aldrich, pripravljen suspendiranjem 50 g praha u 1 L destilirane vode,
zatim kuhanjem do otapanja. Tako priredena podloga autoklavira se prema uvjetima
sterilizacije za mikrobioloske podloge; temperatura 121 °C, tlak 1,2 bar, 15 minuta.
Inkubacija uzoraka provodi se pet do sedam dana na 25 °C. Nakon perioda inkubacije na
plo¢ama se izbroje porasle kolonije, pri ¢emu se za brojanje ne uzimaju u obzir razrjedenja

koja sadrze viSe od 150 kolonija.
Broj plijesni po gramu materijala (CFU/g) racuna se prema formuli:

2C
V (n1+0,1n2)d

CFU/g =

>C - zbroj kolonija plijesni izbrojenih na svim plo¢ama

V - volumen inokuluma u mililitrima stavljen na hranjivu podlogu
nl - broj ploca zadrzanih za brojanje kod prvog razrjedenja

n2 - broj ploca zadrzanih za brojanje kod drugog razrjedenja

d - razrjedenje iz kojeg su dobiveni prvi brojevi



3.2. Inokulacija papira odabranom vrstom plijesni

Vrsta Cladosporium sphaerospermum inokulirana je na MEA podlogu i nakon deset dana
inkubacije na 25 °C iz poraslih sporuliraju¢ih kultura priredene su suspenzije plijesni u
peptonskoj vodi. Suspenzija je pripremljena u komori za rad pod UV svijetlom i uz plamenik.
100 pL suspenzije stavljeno je u kivetu te je dodavana voda sa Tweenom. Kiveta je stavljena
u denzitometar 1 kada je opticka gustoca iznosila 1 dobila se koncentracija inokuluma od

1x10° CFU/g.

Komadi¢i papira stavljeni su u sterilne polipropilenske konusne epruvete (15 ml) te
sterilizirani autoklaviranjem (121 °C, 1,2 bar, 15 minuta). Dio uzoraka podijeljen je u Cetiri
kontrolne skupine po tri uzorka. Prva skupina odmah je nasadena na podlogu kao kontrola
autoklaviranja. Druga skupina inokulirana je suspenzijom konidija C. sphaerospermum 1x10?
CFU/g i nasadena kao kontrola inokuluma. Trec¢a skupina podvrgnuta je inkubaciji 5-7 dana
na 25 °C uz relativnu vlaznost 70-80 %. Cetvrta skupina inokulirana je suspenzijom konidija
C. sphaerospermum 1x10*> CFU/g te stavljena na inkubaciju u istim uvjetima. Nakon
inkubacije treca i Cetvrta skupina nasadene su kao kontrola inkubacije u vlaznom. Ostatak
uzoraka, predviden za zracenje, podijeljen je u dvije skupine. Prva, inokulirana suspenzijom
konidija C. sphaerospermum 1x10?> CFU/g i druga, neinokulirana. Obje skupine stavljene su
na inkubaciju u ranije navedenim uvjetima. Nakon inkubacije, uzorci su zraceni u dozama od
2 kGy, 5 kGy, 10 kGy, 15 kGy i 20 kGy pri brzinama od 0,04 Gy/s, 0,1 Gy/s, 0,2 Gy/s, 0,4
Gy/s 1 6,7 Gy/s u duplikatu za svaku dozu 1 brzinu. Uzorci su nasadeni odmah nakon zracenja,

a rezultati oCitani nakon inkubacije od 5-7 dana.

3.3. ZracCenje uzoraka

Uzorci su zraCeni na Institutu Ruder Boskovi¢ u Laboratoriju za radijacijsku kemiju i
dozimetriju na panoramskom uredaju sa ®°Co izvorom gama zracenja. Za dozimetrijsko
mjerenje koristio se kemijski dozimetar na bazi etanol-klorobenzena (ECB) (Razem 1 sur.,
1984). Temperatura komore za ozracivanje je bila oko 18 °C. Obrada materijala ionizirajué¢im
zraCenjem provodi se u skladu s nacionalnim pravilnikom (Narodne novine br. 046/1994) i
medunarodnim propisima ISO standardom (International Organization for Standardisation),
ISO 13485:2003, Medical devices —QMS-Requirements for regulatory purposes, slijedeci
metodu ISO 11137-1: 2006, Sterilization of Health Care Products — Radiation. Dozimetrijska
mjerenja provode se kako bi se pokazalo da su preporucene i odredene doze zracenja ispravno

predane materijalu izloZzenom zracenju prema unaprijed utvrdenim doznim mapama. Za
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dozimetrijska mjerenja Siroko je prihvacen u radijacijskim tehnologijama i koristi se u svijetu
sekundarni 1 rutinski kemijski ECB dozimetar (ISO/ASTM 51538). LRKD je jedini
laboratorij u Hrvatskoj koji se bavi fundamentalnim istrazivanjima u radijacijskoj kemiji 1
dozimetriji 1 koji je razvio ovaj svjetski priznati standardni dozimetar za dozimetriju visokih

doza.

Pripremljeni uzorci ozraceni su dozama od 2 kGy, 5 kGy, 10 kGy, 15 kGy 1 20 kGy pri
brzinama od 0,04 Gy/s, 0,1 Gy/s, 0,2 Gy/s, 0,4 Gy/s 1 6,7 Gy/s. Sva su mjerenja napravljena u
duplikatu, a rezultati vijabilnosti plijesni nakon zracenja prikazani su kao srednje vrijednosti

CFU/g kako je opisano u poglavlju 3.1.

3.4. Odredivanje doze Do

Kako je ve¢ opisano u uvodnom dijelu, D19, decimalna redukcijska doza definira se kao doza
zraCenja potrebna da inaktivira 90 % populacije, odnosno da se populacija smanji za 1 log.
Vrijednost Dio moze se iSCitati iz krivulje prezivljavanja kao reciprocna vrijednost nagiba

krivulje. D19 se racuna iz sljedece formule:
D10=D/log(Xo0-X)

gdje je D apsorbirana doza, Xo pocetni broj organizama, X broj prezivjelih organizama

(Marusi¢ 1 sur., 2020; Aquino, 2012).

11



4. REZULTATI I RASPRAVA

Prije pocetka provodenja pokusa provedena su kontrolna ispitivanja neozra¢enih uzoraka.

Uzorci su autoklavirani 1 podijeljeni u cCetiri skupine. Prva skupina odmah je nasadena na

podlogu kao kontrola autoklaviranja. Druga skupina inokulirana je suspenzijom konidija C.

sphaerospermum 1x10° CFU/g i nasadena kao kontrola inokuluma. Treéa skupina podvrgnuta

je inkubaciji 5-7 dana na 25 °C uz relativnu vlaznost 70-80 %. Cetvrta skupina inokulirana je

suspenzijom konidija C. sphaerospermum 1x10*> CFU/g te stavljena na inkubaciju u istim

uvjetima. Nakon inkubacije treca i Cetvrta skupina nasadene su kao kontrola inkubacije u

vlaznom.

Rezultati ispitivanja prikazani su u Tablici 1. Kod neinokuliranih uzoraka porast plijesni nije

uocen. Podetna koncentracija kod inokuliranih uzoraka iznosila je 3x10*> CFU/g, a 7 dana

nakon inkubacije porasla je 1000 puta u odnosu na pocetnu.

Tablica 1. Rezultati mikoloske analize papira kontrolnih ispitivanja neozrac¢enih uzoraka.

Opis CFU/g Mikobiota
Kontrola autoklaviranja 0 -
Kontrola inokuluma 3,2x10° Cladosporium
. o
Kontrola neozracem‘(lnkublram 4,9x10° Cladosporium
Cladosporium)
Kontrola neozraceni (inkubirani 0 a
neinokulirani)

Prethodno autoklavirani uzorci papira,

inokulirani su

suspenzijom konidija

C.

sphaerospermum, inkubirani u vlaznim uvjetima te ozracivani razli¢im dozama i brzinama

doza zracenja.
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U Tablicama 2.-6. prikazani su rezultati mikoloske analize papira neposredno nakon
zraCenja. Budu¢i da je vrsta C. sphaerospermum relativno otporna, redukcija plijesni gama

zraCenjem ovisi i1 o primjenjenoj dozi i o brzini doze zraenja (Marusi¢ i sur., 2020).

Primjena doze od 2 kGy pokazala se nedovoljnom za redukciju plijesni pri svim brzinama
doze. ZabiljeZen je porast prezivjelih plijesni u koncentraciji reda veli¢ine 10° do 10* CFU/g.
Doza od 5 kGy pokazala je potpuni antifungalni ucinak samo pri najvecoj brzini od 6,7 Gy/s.
Pri zraenju veéom brzinom doze uzorak apsorbira jednaku energiju, ali u kraéem vremenu.
Veca brzina uzrokuje nagla uzastopna oste¢enja DNA 1 ostalih stani¢nih struktura, stanice
nisu u mogucénosti popraviti oSteceni materijal i ne uspijevaju prezivjeti. Moze se zakljuciti da
je bolji antifungalni u¢inak dobiven ve¢om brzinom doze. Doza od 10 kGy ucinkovita je pri
brzinama od 0,4 Gy/s i 6,7 Gy/s. Porast bijele plijesni kod nekih uzoraka zracenih s 10 kGy
zanemaruje se jer je voda s Tweenom, koristena za razrijedivanje, kontaminirana istom. Kao
Sto je vidljivo u Tablici 5., nakon zracenja dozom od 15 kGy, na nekim uzorcima uocen je
porast bijelih plijesni, kvasaca i Penicilliuma. To su vrste koje ¢ine prirodnu mikobiotu papira
koji se nalazi u knjiznicama 1 arhivima (Pinzari i Montanari, 2011). Prezivjele su
autoklaviranje i1 zraCenje. Budué¢i da na tim uzorcima nije porasla kladosporija, moze se
zakljuéiti da su vrste prirodne mikobiote ogranicile njezin rast. Cak ni najveéa primijenjena
doza zraCenja od 20 kGy, nije uzrokovala potpunu redukciju plijesni pri svim brzinama.
Kladosporija uspjeva prezivjeti pri manjim brzinama; 0,04 Gy/s i 0,1 Gy/s u koncentracijama

od 10°, odnosno 10*> CFU/g.

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je vrsta C. sphaerospermum vrlo otporna na gama
zrac¢enje. Mnogi ¢imbenici utjecu na tu otpornost, kao $to je prisutnost spora, sadrzaj vlage,
temperatura, sastav medija 1 ostali. No, specifi¢no je prisustvo melanina u stani¢noj stijenci
koji ima svojstvo apsorpcije ioniziraju¢eg zraCenja 1 sluzi plijesnima kao zastita.
Pretpostavljeni mehanizam radioprotekcije melanina je reakcija visokoenergetskih elektrona
koji nastaju nizom kaskadnih reakcija i slobodnih radikala §to onemogucuje prodiranje
Stetnog ucinka prema ostalim stani¢nim strukturama (Dadachova 1 sur., 2007). Budu¢i da je
kladosporija prezivjela zraCenje u svim dozama pri najmanjim brzinama, moze se zakljuciti da
je uzrok prezivljavanja bila poveéana produkcija melanina kao odgovor na ekstremne uvjete
te dovoljno dug vremenski period potreban da se oporavi i popravi nastala oStecenja

uzrokovana zracenjem.
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Tablica 2. Porast broja kolonija na uzorcima ozrac¢enim dozom od 2 kGy pri brzinama od
0,04 Gy/s, 0,1 Gy/s, 0,2 Gy/s, 0,4 Gy/s 1 6,7 Gy/s.

. Inokulirani s Cladosporium Bez inokuluma
Doza Brzina
CFU/g Mikobiota CFU/g Mikobiota
0,04 Gy/s 1,6x10° Cladosporium 0 -
0,1 Gy/s 5,6x10° Cladosporium 0 -
2 02Gyls | 1.8x10° |  Cladosporium 0 -
kGy o ’ P
0,4 Gy/s 1,1x10* Cladosporium 0 -
6,7 Gy/s 1x10° Cladosporium 0 -

Tablica 3. Porast broja kolonija na uzorcima ozracenim dozom od 5 kGy pri brzinama od
0,04 Gy/s, 0,1 Gy/s, 0,2 Gy/s, 0,4 Gy/s 1 6,7 Gy/s.

) Inokulirani s Cladosporium Bez inokuluma
Doza Brzina
CFU/g Mikobiota CFU/g Mikobiota
0,04 Gy/s 1,5x10° Cladosporium 0 -
0,1 Gy/s 3,5x10° Cladosporium 0 -
5 3 : -
KGy 0,2 Gy/s 2,2x10 Cladosporium 0
0,4 Gy/s 1,4x10° Cladosporium 0 -
6,7 Gy/s 0 Cladosporium 0 -




Tablica 4. Porast broja kolonija na uzorcima ozrac¢enim dozom od 10 kGy pri brzinama od
0,04 Gy/s, 0,1 Gy/s, 0,2 Gy/s, 0,4 Gy/s 1 6,7 Gy/s.

. Inokulirani s Cladosporium Bez inokuluma
Doza Brzina
CFU/g Mikobiota CFU/g Mikobiota
0,04 Gy/s 4,1x10? Cladosporium 0 -
0,1 Gy/s 1,1x10° Cladosporium 0 -
10 3 | Cladosporium, bijela B
kGy 0,2 Gy/s 1,7x10 plijesan 0
0,4 Gy/s 0 - 3,2x10> | bijela plijesan*
6,7 Gy/s 0 - 0 —

* voda s Tweenom kontaminirana je bijelom plijesni

Tablica 5. Porast broja kolonija na uzorcima ozra¢enim dozom od 15 kGy pri brzinama od
0,04 Gy/s, 0,1 Gy/s, 0,2 Gy/s, 0,4 Gy/s 1 6,7 Gy/s.

) Inokulirani s Cladosporium Bez inokuluma
Doza Brzina
CFU/g Mikobiota CFU/g Mikobiota
0,04 Gy/s 9x10! bijela plijesan 0 -
0,1 Gy/s 2x10° Cladosporium 9x10! bijela plijesan
leSy 02Gy/s | 45x10' | bijelaplijesan 1.8x102 | Penicillium
0,4 Gy/s 0 - nebrojivo kvasci
6,7 Gy/s 0 - 0 -
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Tablica 6. Porast broja kolonija na uzorcima ozrac¢enim dozom od 20 kGy pri brzinama od
0,04 Gy/s, 0,1 Gy/s, 0,2 Gy/s, 0,4 Gy/s 1 6,7 Gy/s.

. Inokulirani s Cladosporium Bez inokuluma
Doza Brzina
CFU/g Mikobiota CFU/g Mikobiota
0,04 Gy/s 6x10° Cladosporium 0 —
0,1 Gy/s 2,7x10% Cladosporium 0 —
20
KGy 0,2 Gy/s 0 - 0 —
0,4 Gy/s 0 - 9x10! bijela plijesan
6,7 Gy/s 0 - 0 —

Za usporedbu otpornosti vrste C. sphaerospermum prema gama zracenju pri razlicitim
brzinama doze zracenja koristi se decimalna redukcijska doza, Dio. ISCitava se iz krivulje
ovisnosti promjene logaritma broja prezivjelih plijesni o dozi zracenja pri svakoj brzini, kao

reciproc¢na vrijednost nagiba pravca dobivenog aproksimacijom tocaka krivulje.

Iz pravaca na Grafovima 1.-5. dobiveni su sljede¢i podaci: Do pri brzini od 0,04 Gy/s iznosi
9,9 kGy; pri brzini od 0,1 Gy/s iznosi 16 kGy; pri brzini od 0,2 Gy/s iznosi 4,77 kGy; pri
brzini od 0,4 Gy/s iznosi 1,93 kGy; te pri brzini od 6,7 Gy/s iznosi 1 kGy. Iz dobivenih
podataka vidljivo je odstupanje decimalne redukcijske doze pri brzini od 0,1 Gy/s od
o¢ekivanog. Potrebno je provesti dodatna ispitivanja otpornosti kladosporije pri nizim
brzinama doze zracenja. No, treba uzeti u obzir moguce vece ostecenje celuloznih polimera
papira pri takvim brzinama jer duze trajanje zracenja omogucuje duzu interakciju reaktivnih
kisikovih spojeva s materijalom te posljedi¢no vecu Stetu (Magaudda, 2004). Takoder, bilo bi

zanimljivo ispitati utjecaj inhibitora sinteze melanina pri istima.
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Graf 1. Prikaz ovisnosti promjene logaritma broja prezivjelih plijesni o dozi zracenja pri
brzini od 0,04 Gy/s.
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Graf 2. Prikaz ovisnosti promjene logaritma broja prezivjelih plijesni o dozi zracenja pri
brzini od 0,1 Gy/s.
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Graf 3. Prikaz ovisnosti promjene logaritma broja prezivjelih plijesni o dozi zracenja pri

brzini od 0,2 Gy/s.
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Graf 4. Prikaz ovisnosti promjene logaritma broja prezivjelih plijesni o dozi zracenja pri
brzini od 0,4 Gy/s.
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Graf 5. Prikaz ovisnosti promjene logaritma broja prezivjelih plijesni o dozi zracenja pri

brzini od 6,7 Gy/s.
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5. ZAKLJUCAK

Papir je pogodan za rast plijesni vrste C. sphaerospermum. Dekontaminacija papira gama

zraCenjem ovisna je o primijenjenoj dozi i brzini doze zracenja.

e Kladosporija se pokazala visoko rezistentnom budu¢i da je prezivjela i najvece doze
zraenja (20 kGy) pri nizim brzinama. Najmanja primijenjena doza, 2 kGy,
nedovoljna je za redukciju plijesni pri svim brzinama.

e Povecanjem doze proporcionalno se smanjuje otpornost kladosporije prema zracenju i
pri nizim brzinama. Decimalna redukcijska doza — D1 pri brzini od 0,04 Gy/s iznosi
9,9 kGy; pri brzini od 0,1 Gy/s iznosi 16 kGy; pri brzini od 0,2 Gy/s iznosi 4,77 kGy;
pri brzini od 0,4 Gy/s iznosi 1,93 kGy; te pri brzini od 6,7 Gy/s iznosi 1 kGy.

e Ovaj rad ispitivao je utjecaj prezivljavanja plijesni neposredno nakon zracenja.
Potrebno je provesti ispitivanja moguceg oporavka plijesni nekoliko mjeseci 1 godina
nakon zracenja. Takoder, potrebno je prouciti moguce promjene kemijskih i fizikalnih

svojstava papira buduéi da gama zracenje izravno uzrokuje degradaciju materijala.
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7. SAZETAK/SUMMARY

7.1. SAZETAK

Predmeti kulturne bastine na papiru predstavljaju znacajan dio kulturne bastine pohranjen u
knjiznicama i muzejima. Pogodni su za rast i razvoj mikroorganizama koji uzrokuju fizikalna,
kemijska i bioloska oSte¢enja. Plijesan Cladosporium sphaerospermum cCest je kolonizator
papirnih dokumenata i slika te uzrokuje njihovo propadanje zbog mogucnosti da prodre
duboko u materijal gdje dovodi do enzimske degradacije 1 posljedi¢no mehanicke razgradnje.
Postoje razli¢ite metode dekontaminacije predmeta od papira. Kao najucinkovitija i
najprihvatljivija metoda pokazalo se gama zraenje. U ovom radu ispitan je utjecaj gama
zraCenja u dozama od 2 kGy, 5 kGy, 10 kGy, 15 kGy 1 20 kGy pri brzinama od 0,04 Gy/s, 0,1
Gy/s, 0,2 Gy/s, 0,4 Gy/s 1 6,7 Gy/s na inhibiciju rasta vrste Cladosporium sphaerospermum
neposredno nakon zra¢enja. Kladosporija se pokazala visoko rezistentnom budu¢i da je
prezivjela i najvece doze zraCenja (20 kGy) pri niZim brzinama. 1z rezultata je vidljivo da se
povecanjem doze proporcionalno smanjuje otpornost kladosporije prema zracenju i pri nizim
brzinama. Decimalna redukcijska doza — D1 pri brzini od 0,04 Gy/s iznosi 9,9 kGy; pri brzini
od 0,1 Gy/s iznosi 16 kGy; pri brzini od 0,2 Gy/s iznosi 4,77 kGy; pri brzini od 0,4 Gy/s
iznosi 1,93 kGy; te pri brzini od 6,7 Gy/s iznosi 1 kGy. Potrebno je provesti ispitivanja
moguceg oporavka plijesni nekoliko mjeseci 1 godina nakon zracenja. Takoder, potrebno je
prouciti moguce promjene kemijskih i fizikalnih svojstava papira buduc¢i da gama zracenje

izravno uzrokuje degradaciju materijala.
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7.2. SUMMARY

Paper-based materials represent major part of cultural heritage kept in libraries and museums.
They are suitable for growth and development of microorganisms and they cause physical,
chemical and biological damages. Cladosporium sphaerospermum often colonises paper-
based documents and paintings and causes their destruction due to the ability of penetration
deep into material that leads to enzymatic degradation and mechanical decomposition. There
are various decontamination methods of paper-based documents. Gamma irradiation is the
most efficient and acceptable method. The paper analyzes effects of gamma irradiation in
radiation doses of 2 kGy, 5 kGy, 10 kGy, 15 kGy and 20 kGy at dose rates of 0,04 Gy/s, 0,1
Gy/s, 0,2 Gy/s, 0,4 Gy/s and 6,7 Gy/s on Cladosporium sphaerospermum immediately after
irradiation. Cladosporium sphaerospermum is highly resistant to gamma irradiation because it
survived highest doses (20 kGy) at lower dose rates. The results have shown that the increase
of applied doses proportionally reduces resistance to irradiation at lower dose rates. Decimal
reduction dose — Dio at dose rate of 0,04 Gy/s is 9,9 kGy; at dose rate of 0,1 Gy/s is 16 kGy;
at dose rate 0,2 Gy/s is 4,77 kGy; at dose rate 0,4 Gy/s is 1,93 kGy; at dose rate 6,7 Gy/s is 1
kGy. Further testing of possible recovery of moulds several months and years after the
irradiation is required. Additionally, new studies of possible changes in chemical and physical
properties of paper are needed, because gamma irradiation directly causes material

degradation.
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