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I. WSTEP

Wprowadzenie

Grzyby zlichenizowane, w szczegllnosci zasiedlajace tereny antarktyczne, sa
organizmami zdolnymi do Zycia w niskiej temperaturze, czesto ponizej 0°C, oraz w bardzo
niskiej wilgotnosci wzglednej. Funkcjonowanie w takich warunkach wymaga wyksztatcenia
szeregu mechanizméw pomagajacych znosi¢ proces glebokiej dehydratacji oraz
umozliwiajacych rehydratacje¢ (nawet z fazy gazowej), sterujacych procesem tworzenia si¢
krystalitow lodu wewnatrz plechy oraz funkcjonowaniem podstawowych czynno$ci
zyciowych (metabolizm, fotosynteza). Przypuszcza si¢, ze mechanizmy odpornosci na
zamarzanie i wysuszanie sa ze soba powiazane, bowiem gleboka dehydratacja komoérek
grzyba zlichenizowanego jest jednym ze sposoboéw na przetrwanie plech grzybow
zlichenizowanych w niskich temperaturach.

Celem badan opisanych w niniejszej pracy byta analiza odpornosci na gitebokie
wysuszanie i przemarzanie antarktycznych grzybéw zlichenizowanych. Na przedmiot badan
wybrano krzaczkowaty grzyb zlichenizowany Cetraria aculeata (Schreb.) pochodzacy z
Antarktydy. Krzaczkowate grzyby zlichenizowane sa szczegllnie narazone na zmiany
temperatury (gdyz w przeciwienstwie do listkowatych i skorupiastych grzybow
zlichenizowanych ich plecha jest znaczaco bardziej eksponowana do otoczenia), ponadto —
jak wszystkie organizmy poikilohydryczne — narazone sa na drastyczne zmiany wilgotnosci,
gdyz pozbawione sa systemu korzeniowego. Cetraria aculeata, oprocz Antarktydy, zasiedla
rowniez inne srodowiska Ziemi (jest organizmem kosmopolitycznym), stwarza to mozliwos¢
poréwnania otrzymanych wynikéw z wynikami dla plech grzyba zebranego z innych siedlisk
niz Antarktyda.

Rozdziat pierwszy zawiera krdotka charakterystyke grzybow zlichenizowanych, opis
odpornosci na czynniki stresowe: niska wilgotno$¢, niska temperaturg, promieniowanie
elektromagnetyczne oraz opis sposobu ich funkcjonowania w tak trudnych warunkach (m.in.
analiza prowadzenia gospodarki wodnej). W rozdziale pierwszym przedstawiono takze

zastosowanie grzybow zlicheniozwanych w r6znych gatgziach nauk.
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Podstawowe informacje na temat wody, kluczowego zwigzku chemicznego dla zycia,
przedstawiono w rozdziale drugim. Zaprezentowano tam podstawowe wilasnosci fizyczne i
chemiczne wody, a takze oméwiono rézne typy polimorféw lodu.

Rozdziat trzeci stanowi teoretyczne wprowadzenie do gtéwnej techniki pomiarowe;j
wykorzystanej w opisanych badaniach: magnetycznego rezonansu jadrowego (MRJ).
Przedstawiono spojrzenie poétklasyczne, a takze kwantowe na zjawisko MRJ, oméwiono
procesy relaksacji 1 ich przyczyny oraz przedstawiono krétkie wprowadzenie do czgsci
doswiadczalnej. W rozdziale tym znajduje si¢ opis sygnatéw zaniku swobodnej precesji (FID)
jak 1 widm protonowych charakterystycznych dla probek biologicznych, oméwiona zostata
takze sekwencja CPMG, sekwencja solid echo, metoda pomiaru czasu 77 1 metoda badania
transferu magnetyzacji.

Podstawowe modele teoretyczne opisujace wiazanie si¢ molekul wody do powierzchni
adsorbenta zostaty przedstawione w rozdziale czwartym. Poréwnano ze soba trzy modele,
zaproponowane przez i) Langmuira, ii) Brunauera, Emmeta i Tellera (model BET) oraz iii)
Denta.

Rozdziat piaty zawiera opis preparatyki préobek oraz wszystkich metod uzytych w
prezentowanych badaniach — magnetycznego rezonansu jadrowego, skaningowej kalorymetrii
réznicowej (DSC), fluorymetrii, mikroskopii elektronowej i mikrotomografii komputerowe;.

Rozdzial szdsty poswigcono wynikom badania plech Cetraria aculeata technikami
obrazowania (skaningowa mikroskopia elektronowa oraz mikrotomografia komputerowa) . W
oparciu o otrzymane obrazy przedyskutowano budowe plechy oraz réznice morfologiczne
poszczegdlnych jej czegsci.

Omoéwienie wynikéw badan fluorymetrycznych majacych na celu zmierzenie
aktywnosci fotosyntetycznej komoérek fotobionta plech Cetraria aculeata zamieszczono w
rozdziale siodmym.

W rozdziale 6smym omoéwiono wpltyw uwodnienia plech oraz ich mrozenia na
przezywalnos¢ komorek fotobionta.

Rozdziat dziewiaty stanowi omoéwienie wynikéw pomiaréw badan hydratacyjnych
plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata, na ktore ztozyty sig: kinetyka dehydratacji,
kinetyka hydratacji, konstrukcja izotermy sorpcyjnej, pomiary 'H-MRJ w domenie czasu i
czgstosci. W rozdziale dziewiatym omoéwiono takze wyniki badan dotyczacych wplywu
czynnikow klimatycznych (a wigc wynikajacego z nich poziomu fotosyntezy) na proces

wiazania wody do matrycy statej plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata.
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W rozdziale dziesiatym przedstawiono wyniki pomiaréw temperaturowych 'H-MRJ w
domenie czasu oraz w domenie cz¢stosci.

Rozdzial jedenasty stanowi omoéwienie wynikow otrzymanych w pomiarach z
wykorzystaniem skaningowej kalorymetrii réznicowe;j.

Wptyw transferu magnetyzacji migdzy podukiadami spinowymi plechy Cetraria
aculeata na rejestrowane sygnaty MRJ zostal oméwiony w rozdziale dwunastym. Rozdziat
ten zawiera takze analiz¢ wynikéw badan spektroskopii relaksacyjne;.

Rozdziat trzynasty stanowi krétkie omodwienie zarejestrowanych widm MRIJ na
deuterze, izotopie wegla °C oraz fosforu *'P.

Dyskusja wynikéw oraz wnioski plynace z przeprowadzonych badan zostaty

przedstawione w ostatnich rozdziatach pracy.
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1. Grzyby zlichenizowane

1.1. Definicja grzybow zlichenizowanych

Grzyby zlichenizowane lub lichenizujace (nazywane dawniej porostami), stanowiac
potaczenie dwéch komponentéw: glonu (fotobiont) i grzyba (mykobiont), sa zaliczane do
krolestwa grzybow. Proces, w ktorym powstaja — lichenizacja — polega na wchlonigciu przez
mykobionta, komdrek glonu. Ten ostatni nie jest jednak trawiony, lecz w organizmie grzyba
wypelnia miejsca miedzy strzgpkami grzybni.

Relacje miedzy komponentami nie sa proste do okreslenia. Niekiedy méwi si¢ o
symbiozie, bowiem grzyb ochrania komorki glonu, dostarcza im wody, a takze
rozpuszczonych w niej sktadnikéw mineralnych, w zamian otrzymujac konieczne do zycia
produkty fotosyntezy komérek glonu. Kazdy z organizméw odnosi korzysci, nie wyrzadzajac
szkody drugiemu. Inni badacze opisuja zalezno$¢ miedzy grzybem a glonem jako helotyzm
(relacje niewolnicza). Proces fotosyntezy moze by¢ posrednio kontrolowany przez substancje
wydzielane przez mykobiont. Bywa takze, ze grzyb przejmuje catkowita kontrolg¢ nad

glonem, pasozytujac na nim [Podbielkowski i in., 1982; Radomski, Jasnowska, 1976].

1.2 Budowa grzybow zlichenizowanych

Anatomiczne zréznicowanie grzybow zlichenizowanych jest niewielkie. Grzyby
zlichenizmowane maja budowe dwuwarstwowa: warstwe korowa (zewngtrzna) stanowia
ciasno upakowane komorki grzyba, chroniace glebsza czgs¢ organizmu przed niekorzystnymi
czynnikami zewngtrznymi, natomiast wewnetrzng — tworzg luzno utozone strzepki grzybni,
miedzy ktérymi znajduja si¢ komoérki glonu.

W grzybach zlichenizowanych dominuje komponent mykobiontyczny.
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Rys. 1.1. Przekr6j przez plechg grzyba zlichenizowanego: 1 — czg$é¢
korowa goérna, 2 — warstwa gonidialna (skupienie komoérek
fotobionta), 3 — warstwa rdzeniowa (luzno ulozone strzgpki

mykobiontu), 4 — warstwa korowa dolna [LiSka, 2000].

Ciato grzyboéw zlichenizowanych (plecha) nie posiada ani korzeni, ani pedéw, czy lisci,
jednak wystepuja znaczne réznice morfologiczne. Ze wzgledu na jej ksztatt wyrdznia si¢ trzy
rodzaje morfologii grzybéw zlichenizowanych: skorupiaste, listkowate i krzaczkowate
[Tobolewski 1972], natomiast ze wzgledu na rodzaj budujacego grzyba: workowcowe

(mykobiontem jest workowiec), podstawkowe (podstawczak) 1 niedoskonate (grzyb

niedoskonaty) [Szweykowska, Szweykowski, 2002].

E u - o s
Rys. 1.2. Morfologiczne rodzaje plech grzybéw zlichenizowanych: a) plecha skorupiasta, zdjgcie - jaskrawiec
murowy (Caloplaca saxicola), b) plecha listkowata, pawgznica drobna (Peltigera didactyla), ¢) plecha
krzaczkowata, makla tarniowa (Evernia prunastri) [fot. L. Krzysztofiak, Wigierski Park Narodowy].
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Plechy grzybéw skorupiastych $cisle przylegaja dolna strona do podtoza. Ich plecha
tworzy réznej barwy skorupy i moze mie¢ r6zng tekstur¢ (np. gtadka, ziarenkowata). Plechy
sktadajace si¢ z kilku ptatkow (splaszczen grzbietowo — brzusznych) przytwierdzonych do
podtoza fatdami dolnej strony plechy lub chwytnikami to plechy listkowate. Ostatni typ do
grzyby krzaczkowate, w obrebie ktérych mozna wyrézni¢ grzyby zlichenizowane o plesze
nitkowatej. Cialo krzaczkowatych jest wydtuzone i rozgatgzione i1 przytwierdzone do podioza
jedynie poprzez chwytniki znajdujace si¢ w dolnej czgsci. Nitkowate grzyby zlichenizowane

maja nierozgale¢ziona plechg [Bystrek, 1997].
1.3. Wystepowanie grzybow zlichenizowanych

Grzyby zlichenizowane to organizmy kosmopolityczne. Dzigki swoim mechanizmom
przystosowawczym (Rozdzial 1.5) sa w stanie przetrwa¢ niemal na kazdej szerokosci
geograficznej. W strefie klimatow réwnikowych i zwrotnikowych bytuja te z nich, ktére
cechuja si¢ wysoka odpornoscia na wysuszanie. Z kolei strefa klimatéw okotobiegunowych
obfituje w porosty odporne na niska temperaturg.

Grzyby zlichenizowane wygrywaja konkurencj¢ z innymi organizmami dzigki
zdolnosciom do przetrwania w trudnych warunkach S$rodowiska. Sa organizmami
pionierskimi, zasiedlaja podtoza najubozsze, takie jak: powierzchnia 1 wngtrze skal lub
kamieni, kora drzew, jak réwniez obiekty wzniesione przez cztowieka — betonowe stupy,

rusztowania, mury, budynki.

1.4 Znaczenie grzybow zlichenizowanych

Grzyby zlichenizowane (i) biora udziat w procesach glebotwoérczych. (ii) W oparciu o
nie tworzy si¢ skale czystoSci Srodowiska.  (iii)) Wykorzystywane sa w przemysle
perfumeryjnym 1 farmaceutycznym, a takze w przemysle chemicznym. (iv) Stuza jako

pokarm dla zwierzat w strefach klimatéw okotobiegunowych.

1.4.1 Procesy glebotworcze

Grzyby zlichenizowane begdac organizmami pionierskimi jako jedne z pierwszych

zasiedlaja dziewicze tereny. Obok mchéw i drobnoustrojow, biora one udzial w pierwszej
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fazie powstawania gleb — procesie inicjalnym. W wyniku ich dzialania niekorzystne dla
innych gatunkéw podloza ulegaja erozji, 1 potem staja si¢ dostgpne dla bardziej
wymagajacych organizmow.

Grzyby zlichenizowane w warunkach duzej wilgotno$ci sa w stanie zaabsorbowac
wodg, ktérej masa znacznie przekracza ich sucha mas¢ [Kappen i in., 1996; Kappen, 1985].
Rosnac w lasach klimatéw umiarkowanych (skfadniki $ciétki, porastanie pni i1 konar6w
drzew) reguluja ich gospodarke wodna. Gdy temperatura wzrasta, a wzgledna wilgotnos$¢

maleje, woda w nich zmagazynowana moze zosta¢ uwolniona do otoczenia.

1.4.2 Ekologia i ochrona srodowiska

Wrazliwo$¢ na zanieczyszczenia srodowiska jest r6zna dla réznych gatunkéw grzybow
zlichenizowanych. Traktuje si¢ je wigc jako bioindykatory. 7Z uwagi na prowadzenie
wymiany gazowej cala powierzchnia ciata grzyby zlichenizowane uzywane sa do
wyznaczania czystoscli powietrza atmosferycznego. Sa szczegdlnie wrazliwe na
zanieczyszczenia tlenkami siarki, bowiem wewnatrz plechy reaguja one z plynami
komérkowymi komponentu glonowego, tworzac kwas siarkowy. Ten, zast¢pujac atom
magnezu w czasteczce chlorofilu dwoma atomami wodoru przeksztalca go w feofityne,
niezdolna do absorpcji kwantéw promieniowania stonecznego, a wigc nie mogaca
uczestniczy¢ w fotosyntezie. Konsekwencja tego staje si¢ uszkodzenie fotosystemu II i Smierc
organizmu [Hauck, 2007].

Zanieczyszczenie S$rodowiska ocenia si¢ na podstawie analizy rozktadu siedlisk
grzybow zlichenizowanych. W oparciu o te informacje zostata stworzona siedmiostopniowa
skala Hawkswortha i Rosea, dla oznaczania czysto$ci powietrza. Kazdej z siedmiu stref
odpowiada rézne st¢zenie dwutlenku siarki. Strefa I to tak zwana pustynia porostowa, obszar,
gdzie brak wystgpowania tych organizméw. St¢zenie SO, w atmosferze przekracza 170
ug/m3. Ostatnia, VII strefa wyznaczona jest przez wystgpowanie Lobaria pulmonaria, grzyba
zlichenizowanego wymagajacego bardzo czystego powietrza, st¢zenie SO, na tych obszarach
jest mniejsze niz 30 pg/m’ [Hawksworth, Rose, 1970].

Grzyby zlichenizowane sa czute na substancje zawarte w powierzchniowej warstwie
podioza. Stosowanie nawozéw sztucznych i $rodkéw ochrony roslin na szeroka skale

prowadzi do przedostawania si¢ do podioza toksyn. Jako, ze grzyby zlichenizowane nie
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posiadaja systemu korzeniowego, nie filtruja efektywnie wody, wchtaniajac szkodliwe
substancje.

Obecnie stwierdza si¢ znaczace tempo zanikania grzybow zlichenizowanych. Wcigz
tworza si¢ kolejne obszary, ktére mozna zaliczy¢ do pustyn porostowych. Przyczynia si¢ do
tego emisja zanieczyszczen przemystowych do atmosfery, wykorzystywanie szerokiej gamy
srodkéw chemicznych w rolnictwie oraz zwigkszanie udzialu transportu samochodowego
(zanieczyszczenia komunikacyjne). Jednak mozna takze zaobserwowa¢ obszary, gdzie
nastgpuje proces odnawiania, nawet wymagajacych siedlisk porostowych [Rose, Hawksworth,

1981].

1.4.3 Przemyst

W zwiazku ze zréznicowaniem ubarwienia 1 duzym rozpowszechnieniem
zlichenizowanych grzybéw, byly one wykorzystywane jako barwniki do farbowania tkanin.
Uzyskiwano z nich szerokie spektrum koloréw, zaczynajac od purpurowego az do réznych
odcieni niebieskiego [Szweykowska, Szweykowski, 2002]. Obecnie w wigkszosci zostaly
wyparte one przez syntetyczne substancje, jednak nadal sa zrédtem niebieskiego barwnika,
lakmusu (Roccella fuciformis).

Grzyby zlichelizowane od najwczes$niejszych czaséw, az po dzien dzisiejszy byly
uzywane w przemysle perfumeryjnym 1 farmaceutycznym. Juz w starozytnym Egipcie
Pseudevernia furfuracea byt wykorzystywany do balsamowania zwlok ze wzgledu na
wlasciwosci konserwujace i bakteriobdjcze. Tenze gatunek wraz z Evernia prunastri od
czaséw renesansu byl wykorzystywany jako sktadnik mydet i pachnidet [Studzinska i in.
2008]. Dziatanie lecznicze grzybéw zlichenizowanych odkryto juz w czasach starozytnych.
Byly one uzywane gtéwnie do leczenia schorzen gérnych i dolnych drég oddechowych,
takich jak zapalenia gardta, krtani tchawicy, oskrzeli, ptuc, stany astmatyczne, a takze w
niewydolnosci i chorobach uktadu pokarmowego (zotadek, dwunastnica). W XIX w. uzywano
ich w terapii gruzlicy. Z uwagi na produkowany sluz, po odpowiednim spreparowaniu, mogly
stuzy¢ jako lek tagodzacy podraznienia oraz by¢ uzywane jako smarowidta. Obecnie, z racji
bogactwa farmaceutykéw, nie wykorzystuje si¢ ich na szeroka skale, ale nadal uzywane sa w
medycynie naturalnej i chinskiej. Wigksze zastosowanie w medycynie konwencjonalnej
znalazta Cetraria isladnica (ptucnica islandzka). Oprécz wlasciwosci usuwajacych
wydzieliny zalegajacej w drogach oddechowych, substancje w niej wystgpujace uczestnicza w

procesie wchilaniania i trawienia pokarmu [Bystrek, 1997].
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Grzyby zlichelizowane wykorzystuje si¢ takze w przemysle chemicznym. Posiadaja one
wlasciwosci grzybo- oraz bakteriobdjcze, a takze konserwujace. Zawdzigczaja te wtasciwosci
syntetyzowanym przez nie kwasom porostowym. Sa to pochodne fenoli oraz kwasow
tluszczowych. Maja one réwniez wlasnosci bakteriostatyczne i toksyczne (np. kwas
usninowy, wulpinowy). Kwasy te zostaja wydzielane do podtoza i uniemozliwiaja innym
roslinom, a takze grzybom, zasiedlanie terenu, gdzie wystepuje dany grzyb zlichelizowany.
Kwasy porostowe sa istotnym elementem mechanizmu przetrwania 1 konkurowania
zlichelizowancych grzybéw z innymi formami zycia. Udowodniono, iz ani komponent
grzybowy, ani glonowy nie jest w stanie samodzielnie zsyntetyzowaé¢ kwaséw porostowych

[Studzinska i in., 2008].

1.4.4. Skladniki pozywienia

Grzyby zlichenizowane stanowia podstawowy pokarm dla zwierzat zyjacych w
klimatach okotobiegunowych. Ze wzgledu na bogactwo wystepowania, sa sktadnikiem diety
reniferéw hodowanych przez Eskimoséw 1 Laponczykéw. Przez ludzi spozywane jest jedynie
kilka gatunkéw, giéwnie jako przysmak — szczegdlnie w kuchni japonskiej (Umbilicaria
esculenta, Cetraria islandica [Matwiejuk, 2008]) lub S$rodek pozwalajacy przetrwaé w
trudnych warunkach — jak np. Lecanora esculenta (krusznica jadalna) spozywana na Bliskim
Wschodzie, bgdaca prawdopodobnie biblijng manng, pozywieniem Narodu Wybranego na

terenach pustynnych w drodze z Egiptu do Izraela [Szczepanowicz, 2003].

1.5 Mechanizmy przystosowawcze grzybow zlichenizowanych do
ekstremalnych warunkéw srodowiska

Ze wzgledu na zajmowane przez grzyby zlichenizowane tereny, wytworzyty one
zdolnosci umozliwiajace im prowadzenie fotosyntezy 1 metabolizmu w ekstremalnych
warunkach. Sa nimi: pobieranie wilgoci bezposrednio z opadéw atmosferycznych ($nieg,
mgta), prowadzenie fotosyntezy w temperaturze ponizej 0°C oraz odporno$¢ na zamarzanie i

wysuszanie.
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1.5.1 Odpornos¢ na dzialanie niskich temperatur

Wiele gatunkoéw grzybow zlichenizowanych poddawanych powolnemu chlodzeniu
znosi temperatur¢ —196°C [Kappen, 1993]. Natomiast cz¢$¢ z nich — w szczegdlno$ci gatunki
antarktyczne - np. Caloplaca elegans, Rhizoplaca melanophthalma sa w stanie przetrwac
szybkie schtadzanie do tej temperatury. Gatunki europejskie znosza szybkie chlodzenie do
temperatury —78°C, a Cladonia convoluta rosnacy w regionie srédziemnomorskim do —50°C.

Grzyby zlichenizowane moga znies¢ dlugotrwale dziatanie niskich temperatur.
Zasuszona Alctoria ochroleucea przechowywana przez 3.5 roku w temperaturze —60°C
wznowita czynnosci zyciowe po ponownym uwodnieniu (12 godzin, w temperaturze 6°C).
Cladonia alcicornis wznowila aktywnos¢ fotosyntetyczna po przetrzymywaniu przez ponad 2
lata w temperaturze —15°C, a nastgpnie ogrzewaniu przez 20 godzin w temperaturze 10°C
[Haranczyk, 2003].

O czynnos$ciach zyciowych organizméw $wiadczy poziom prowadzonej fotosyntezy.
Wraz ze wzrostem szerokos$ci geograficznej obniza si¢ Srednia temperatura powietrza, maleje
takze temperatura dla maksimum aktywnosci fotosyntetycznej. Zjawisko to mozna
obserwowa¢ nawet dla tych samych gatunkéw grzybow zlichenizowanych, zasiedlajacych
rozne strefy klimatyczne. I tak na przyktad Umbilicaria nylanderiana rosnacy w klimacie
srédziemnomorskim najwydajniej przeprowadza fotosynteze¢ w temperaturze 15°C, natomiast
ten sam grzyb zlichenizowany rosnacy w strefie okotobiegunowej — w temperaturze 3°C.
Wydajnos¢ procesu fotosyntezy wyzsza jest dla tych grzybéw zlichenizowanych, ktére
zasiedlaja cieplejsze strefy klimatyczne [Sancho in., 2000].

Poziom aktywnosci fotosyntetycznej i zakres temperatur, w ktéorym proces ten zachodzi
najefektywniej moze zmienia¢ si¢ wraz z pora roku. Dla kanadyjskiego grzyba
zlichenizowanego Cetraria nivalis (populacja subarktyczna) maksimum konsumpcji CO,
przypada w sierpniu dla temperatury okoto 23°C, natomiast w pazdzierniku dla temperatury
10°C, z tym, ze proces wiazania dwutlenku wegla w pazdzierniku jest mniej efektywny
[Galun, 1988Db].

Antarktyczne grzyby zlichenizowane moga prowadzi¢ proces fotosyntezy w

temperaturach znacznie nizszych od 0°C. W warunkach polowych Umbilicaria aprina

prowadzi fotosyntezg w —17°C [Schroeter i in., 1994], Usnea sphacelata w —10°C [Kappen,
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1989], Usnea antarctica w temperaturze nizszej niz —5°C [Schroeter i in., 1995a]. W
warunkach laboratoryjnych temperatury te sa jeszcze nizsze i siggaja nawet —24°C (Cladonia
foliacea), czy —18°C (Cladonia convoluta) [Lange, 1965].

Prowadzenie proceséw zyciowych w temperaturze ponizej 0°C stwarza grozbe
zamarzania plynéw ustrojowych. Woda zamarzajac przestaje petni¢ funkcje niezbedne do
funkcjonowania organizmu zywego. Ponadto rosnace krystality lodu niszcza btony 1 struktury
komérkowe organizmu.

Udokumentowano dwie strategie obrony przed niszczycielskim dziataniem lodu:
unikanie zamarzania i tolerowanie zamarzania poprzez stymulacj¢ tworzenia si¢ krysztatow

lodu w przestrzeniach pozakomérkowych.

1.5.1.1 Unikanie zamarzania

Strategia unikania tworzenia krystalitbw lodu opiera si¢ na wytworzeniu
krioprotektantéw. Sa nimi wieloalkohole i cukry. Substancje te dobrze mieszaja si¢ z woda, a
jednoczes$nie powoduja steryczne niedopasowanie migdzy czasteczkami wody, co prowadzi
do niemozno$ci wzrostu lub nawet utworzenia krystalitu lodu. Obecnos¢ alkoholi i
sacharydéw zostata potwierdzona w plechach antarktycznych grzybéw zlichenizowanych
(MRIJ na weglu BC). Stezenie wieloalkoholi wynosito od kilkunastu do kilkudzisigciu mg na
g suchej masy (65 mg/g dla Usnea antarctica) i byt to gléwnie arabitol i mannitol
(wykrywano takze rybitol), natomiast st¢zenie cukréw wahato si¢ od ponizej 1 mg/g do kilku
mg/g suchej masy (7,2 mg/g dla Pseudephebe minuscula) i byly to gtéwnie glukoza i
sacharoza [Chapman i in., 1994].

Jednakze stwierdzone stg¢zenia wielocukrow 1 alkoholi sa zbyt male, by w znaczacy
spos6b obnizy¢ temperatur¢ zamarzania wody zawartej w plesze. Substancje te
najprawdopodobniej petnia jedynie rol¢ pomocnicza, ale moga zwigksza¢ odpornos¢ na
wysuszenie [Graham, Patterson, 1982].

Odporno$¢ na zamarzanie obejmuje jeszcze jeden mechanizm unikania zamarzania.
Badania MRJ wskazuja, ze w grzybach zlichenizowanych wystepuja dwa rodzaje (pule)
wody: (i) pula wody wiazaca si¢ bezposrednio do powierzchni plechy - to woda silnie
zwiazana, w ktorej molekuty zajmuja Scisle okreslone miejsca, oraz (ii) pula wody, ktoéra nie
wiaze si¢ bezposrednio do plechy, lecz do innych, zwiazanych juz molekut wody - to woda
luzno zwigzana. Woda $cisle zwiazana nie zamarza, bowiem nie jest mozliwe wytworzenie
sieci krystalicznej miedzy molekutami, ktérych polozenia sa wymuszone przez miejsca
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wiazania do matrycy statej grzyba zlichenizowanego. Woda luzno zwiazana jest natomiast
podatna na zamarzanie [Haranczyk, 2003]. U niektérych grzybéw zlichenizowanych, migdzy
innymi w Cladonia mitis, wraz z malejaca temperatura zaobserwowano proces przemiany puli
wody luzno zwiagzanej w wodg $cisle zwiazang [Haranczyk, 2003]. Zjawisko to tlumaczy si¢
powstawaniem sieci molekularnej z cieklych substancji (na ksztatt zelu), pod wplywem
substancji wydzielanych przez grzyb zlichenizowany. Dzigki temu procesowi powigksza sig
dostgpny obszar, do ktérego moze zosta¢ zwigzana woda. Unieruchomione na powierzchni
molekuty wody nie zamarzaja. Takie przemiany obserwuje si¢ nawet temperaturach powyzej
0°C, zatem wyzszych niz temperatury nukleacji. W nizszych temperaturach, tworzace si¢
struktury zelowe moga otacza¢ powstajace krysztatki lodu, hamujac proces dalszej nukleacji,

powodujac przerwanie tworzenia krystalitu lodu [Haranczyk 1 in., 2000].

1.5.1.2 Tolerowanie zamarzania

Inng strategia chroniaca przed skutkami zamarzaniem wody w plesze jest kontrolowane
tworzenie krystalitbw lodu. Formowanie lodu zachodzi tylko w przestrzeniach
pozakomérkowych, co chroni struktury wewnatrzkomorkowe przed uszkodzeniem.
Czynnikiem stymulujacym kontrolowany wzrost krystalitu sa tzw. INA (Ice Nucleating
Agents) [Haranczyk, 2003]. Uwaza sig, ze INA sa biatkami, gdyz sa stabilne w temperaturach
do okoto 60°C oraz dziataja dla pH 1,5 — 12, ponadto sa dezaktywowane 5M roztworem
mocznika w temperaturze powyzej 10°C (dziatajacym jako proteaza), natomiast ich
aktywnos$¢ nie jest znoszona przez chloroform (delipidator). Aktywno$¢ INA w tworzeniu
krystalitow lodu potwierdzono juz w temperaturach okoto —4°C (Rhizoplaca chrysoleuca)
[Kieft, Ruscetti, 1990].

Dla Usnea aurantiaco-atra wielko$¢ czasteczek rozpoczynajacych proces nukleacji
miata istotne znaczenie w dalszym procesie tworzenia krystalitéw lodu. Czasteczki o $rednicy
mniejszej niz 120 pm indukowaty zamarzanie w temperaturze —5°C, przy wydajnosci 75 000
jader nukleacji na gram w temperaturze —7°C, $rednicy 160 um (przy —7°C) dawaty 1400
jader nukleacji /g, dla jeszcze wigkszych za$ (Srednica 240 um) poczatek narastania krystalitu
mial miejsce dopiero w —8.3°C [Worland i in., 1996].

Grzyby zlichenizowane wykorzystujace tg strategig, charakteryzowaly si¢ wyzsza
temperatura nukleacji niz graniczna (najnizsza) temperatura dla procesu fotosyntezy [Nash i
in., 1987]. Na przyktad dla Umbilicaria aprina temperatura nukleacji wyniosta 5.4°C,

podczas gdy za dolna granice przeprowadzania reakcji fotosyntetycznej przyjmuje si¢ —17°C.
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W grzybach zlichenizowanych wykorzystujacych powyzszy mechanizm ochrony przez
zamarzaniem zaobserwowano tworzenie si¢ krysztaléw lodu poza komoérkami glonu, a
dodatkowo komorki fotobionta ulegaty plazmolizie, pozbywajac si¢ wody, ktéra moglaby
zamarzna¢. Towarzyszylo temu zapadanie si¢ komérek grzyba. Efekt ten byl odwracalny

[Schroeter, Scheidegger, 1995b].
1.5.2 Odpornos¢ na wysuszenie i gospodarka wodna

Grzyby zlichenizowane sa organizmami poikilohydrycznymi, nie majac systemu
korzeniowego, dostosowuja swdj poziom uwodnienia do wilgotnosci wzglednej otoczenia. W
srodowisku suchym ulegaja zatem wysuszenie. Przypuszcza sig, ze odpornos¢ na wysuszenie
jest powiazana z odporno$cia na dziatanie niskich temperatur, gdyz z tworzeniem
pozakomérkowych krysztatkéw lodu zwigzane jest odwodnienie komoérek glonu (Rozdziat
1.5.1).

Odporno$¢ na drastyczne odwodnienie charakteryzuje wiele gatunkéw grzybow

zlichenizowanych. Pétpustynny Teloschistes lacunosus fotosyntezuje przy uwodnieniu — =
m,

0.2 (gdzie m, to sucha masa grzyba zlichenizowanego, za§ Am to masa wody w nim

zwiazanej) [del Prado, Sancho, 2000]. Dalsze dehydratowanie plech (ponizej Am =(0.15)

m,
prowadzi do ustania funkcji zyciowych, jednak po ponownym uwodnieniu grzyb
zlichenizowany wznawia swoja aktywno$¢ metaboliczna.

Grzyby zlichenizowane potrafia uwadnia¢ si¢ do bardzo wysokich pozioméw. W

przypadku niektérych z nich, przyrost masy moze sigga¢ nawet wielokrotnosci ich suchej

. A
masy, na przyktad dla Umbilicaria spadochroa wynosi on ame 5.0, dla Lasalia pustulata
m,

okoto A—m: 4.0 [Kappen, Schroeter, Hestmark, Winkler, 1996] , natomiast dla Ramalina

m,

tereblata Am = 2.63 [Kappen, 1985]. W przypadku grzybéw z rodzaju Usnea, bylty to

n,
mniejsze warto$ci — dla Usnea sphacelata 1.60 [Kappen, 1983], a Usnea fasciata 1.64

[Kappen, 1985].
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Wystepowanie i wydajnos$¢ procesu fotosyntezy u grzybéw zlichenizowanych zalezy nie
tylko od temperatury otoczenia, ale takze od poziomu wilgotnosci wzglednej otoczenia.
Maksimum wydajnosci fotosyntezy — w zaleznosci od gatunku grzyba zlichenizowanego -

przypada dla réznych wilgotnosci wzglednych powietrza. Wraz ze wzrostem uwodnienia

plechy aktywnos$¢ fotosyntezy ro$nie proporcjonalnie do wzrostu Am , jednak dla wigkszych
m,

poziomOw uwodnien osiaga maksimum, a nastgpnie zaczyna male¢. W przypadku Usnea

. . . S, Am
sphacelata oraz Usnea fasciata proces fotosyntezy osiaga maksimum wydajnosci dla — =
my,

0.7 [Kappen, 1985], natomiast dla Usnea antarctica jest to 0.85 [Kappen, Breuer, 1991],

wreszcie dla Umbilicaria decussata Am = 1.0 [Kappen, 1985].
m,

1.5.3 Pobieranie wilgoci z pary wodnej i Sniegu

Grzyby zlichenizowane posiadaja zdolnos¢ pobierania wody nie tylko z deszczu, ale
takze z pary wodnej oraz mgtly i $niegu.

W strefach polarnych grzyby zlichenizowane rzadko do$wiadczaja temperatur wyzszych
niz 8°C [Kappen, 1985]. W temperaturze ponizej 0°C jedynym dostgpnym zrédlem wody jest
snieg lub 16d. W takich warunkach grzyby zlicheninzowane chtona wodg¢ obecna w postaci

pary wodnej dzigki sublimacji z lodu. Uzyskiwany w ten sposéb poziom uwodnienia zalezy

od gatunku 1 waha si¢ od A—m: 0.5 — 1.1 dla Usnea sphacelata [Kappen, Sommerkom,
my

1995], przez 0.75 — 1.65 dla Usnea antarctica [Kappen, Breuer, 1991], az do im 14-2.2
0

dla Cetraria nivalis, [Kappen, Sommerkom, 1995]. Jest to poziom wystarczajacy do

wznowienia procesu fotosyntezy.

Cienka warstwa $niegu (do 4 — 5 cm) jest wystarczajaco przepuszczalna dla
promieniowania stonecznego, aby znaczaco nie utrudnia¢ procesu fotosyntezy. Taka warstwa
dziata ochraniajaco — tworzy ,plaszcz” zabezpieczajacy plech¢ przed niekorzystnym
wptywem mrozu i zimnych wiatréw. Jednak zbyt gruba powloka $niezna hamuje lecz

odwracalnie fotosyntez¢ [Kappen, Breuer, 1991].
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1.5.4. Odpornos¢ na dziatanie promieniowania elektromagnetycznego

Niektore grzyby zlichenizowane oprocz odporno$ci na niska temperaturg i wysuszenie
sa w stanie przetrwa¢ w warunkach pr6zni kosmicznej wystawione na dziatanie kosmicznego
promieniowania elektromagnetycznego nawet na kilka dni. Plechy trzech gatunkéw grzybow
zlichenizowanych, a mianowicie Rhizocarpon geographicum, Xanthoria elegans i Aspicilia
fructulosa zostalty poddane dziataniu pelnego spektrum stonecznego promieniowania
elektromagnetycznego oraz temperatury zblizonej do 0 K przez 10 dni [de la Torre i in.,
2010]. Po ponownej hydratacji podjety czynnosci zyciowe i powrdcily do aktywnosci

metaboliczne;j.

1.6 Charakterystyka grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata

na tle innych gatunkéw o plesze krzaczkowatej

Cetraria aculeata (Schreb.) Fr. to grzyb zlichenizowany zaliczany do krzaczkowatych.
Jego plecha jest wydluzona i silnie rozgatgziona. Przylega jedynie niewielka, podstawna
czescia do podtoza. Srednia wysoko§¢ Cetraria aculeata to 1 — 2 cm, jednak zdarzaja sig
okazy osiagajace 5 — 6 cm. Inne grzyby zlichenizowane z gatunku Cetraria licza okoto 6 — 10
cm wysokosci, jednakze inne gatunki krzaczkowatych moga osiaga¢ wigksze rozmiary. Do
najwigkszych naleza przedstawiciele rodzaju Usnea porastajace lasy, w ktérych panuje
wysoka wilgotnos¢ powietrza, osiagajac nawet do kilku metréw diugosci.

Grubos¢ plechy Cetraria aculeata wynosi zwykle mniej niz 1 mm, chociaz wystepuja
okazy, ktérych grubos$¢ jest wigksza i sigga 4 mm [Kaernefelt, 1986]. Ich plecha ma ksztatt
cylindryczny, a przekrdj poprzeczny jest kotem. Zdarzaja si¢ rowniez formy sptaszczone, a
nawet takie, ktore przypominaja listkowate grzyby zlichenizowane. Niektére gatunki
krzaczkowatych grzybéw zlichenizowanych, szczegélnie tych, ktére osiagaja znaczace
wysokosci, cechuje duza wytrzymato$¢ na naprezenie, wystarczajaca dla mechaniczne;j
stabilnosci plechy. Tkanka zewngtrzna — warstwa korowa — grzyba zlichenizowanego ma za
zadanie utrzyma¢ go w odpowiedniej pozycji i zwigkszy¢ jego odporno$¢ na uszkodzenia
(zgniatanie, zginanie), a wtékna wewngtrzne odpowiedzialne sa za odporno$¢ na rozciaganie

[Galun, 1988a]. Rodzaj Cetraria posiada rozbudowana warstw¢ korowa (z licznymi
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zgrubieniami) jednak, wskutek matej liczby elastycznych widkien wewnetrznych, jest mato
odporny na podtuzne napr¢zenia [Harris, 1901].
Grzyby zlichenizowane z rodzaju Cetraria rosng w skupiskach. Dolna, spodnia, czgs¢

takiego skupiska obumiera, tworzac ,,szkielet” do rozwoju czg¢sci gérnej. [Galun, 1988a].

a) b)

Rys. 1.3. Cetraria aculeata: a) skupisko grzybéw zlichenizowanych, b) powigkszenie plechy z

widocznymi wypustkami [Kaernefelt, 1986].
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2. Wlasnosci wody

Woda jest najbardziej rozpowszechniona ciecza w przyrodzie, a takze odgrywa istotng
role¢ w funkcjonowaniu organizméw zywych. Jej brak lub niedobor zwykle oznacza smierc¢
organizmu. Podobnie dzieje si¢ podczas zamarzania ptynéw tkankowych. Dla przetrwania
stresu dehydratacji lub zamarzania niektére organizmy zdotaly wyksztalci¢ mechanizmy
obronne. Pierwszym krokiem do zrozumienia dziatania tych mechanizméw jest poznanie

wlasciwosci wody.
2.1. Wiasciwosci fizyczne i chemiczne wody

Jedna czasteczka wody sklada si¢ z dwéch atoméw wodoru i jednego atomu tlenu. Ma
stosunkowo niewielka mas¢ molowa (18 g/mol), bedac przy tym niemetalem. W warunkach
standardowych dla zywych organizméw (ci$nienie 101325 Pa, temperatura 293.15 K) jest
delikatnie niebieskawa ciecza. Wynika to z zalezno$ci wspotczynnika absorpcji od dlugosci
fali promieniowania elektromagnetycznego (Rys. 2.1), ktéry dla Swiatta niebieskiego jest

najmniejszy z catego zakresu promieniowania widzialnego.

liczba falowa

— & 10000 cm™! 1000 cm™’ 100 cm™ 10 cm™
E WA I T T g [T T T T T T ; 0
S sLLUN LI
= |
i L :
& N

10 Y |
Q : N\ &\
0 [ |
2 ’ W \% \:\
© 100 \
x
s 10 N

d N

:E. ; | J | et
N1 i
=
g J |
8 o1 i
0 /
Z o001 |

10 \

104 N\

10 |

100 nm 1000 nm 10 um 100 pm 1mmi

diugosc fali

Rys. 2.1. Zaleznos$¢ wspétczynnika absorpcji promieniowania elektromagnetycznego od diugosci fali (od 10 nm do

0.6 mm) dla wody. Dane pochodza z [Warren, 1984, Quickenden, Irvin, 1980, Buiteveld i in., 1994].
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Wodg charakteryzuje szereg anomalnych wtasnosci w poréwnaniu do innych substancji
o podobnej masie czasteczkowej [Lehninger, 1979; Lenk, 1986; Stillinger, 1980; Weast,
1974-75]. Wykazuje maksimum gegstosci w temperaturze 3.98 °C przy ci$nieniu normalnym,
wynoszace 1 g/em’. Gestos¢ wody w stalym stanie skupienia jest mniejsza niz gesto$¢ w
stanie cieklym o okoto 9%. Ponadto wartosci temperatur topnienia i wrzenia wody sa wysokie
(temperatura topnienia wynosi 273.15 K, natomiast wrzenia 373.15 K), a takze temperatura
krytyczna (374.1°C) jest wysoka, jesli wzia¢ pod uwage fakt, ze woda nie jest ani substancija
metaliczna, ani jonowa. Nietypowy jest takze przebieg krzywej topnienia, ktorej przebieg jest
malejacy.

Woda posiada wysokie wartos$ci ciepta topnienia, ciepta parowania oraz warto$¢ ciepta
wilasciwego. Ma wysoka wzgledna przenikalno$¢ dielektryczng wynoszaca &, =80.37 w
20°C. Wode charakteryzuje takze duza warto$¢ napigcia powierzchniowego (od okoto
60 mN/m dla wody o temperaturach bliskich 100°C do okoto 75 mN/m dla wody o

temperaturze okoto 0°C).
2.2 Wigzania chemiczne molekuly wody

W molekule wody wystepuja dwa wiazania O-H, bedace wiazaniami kowalencyjnymi
spolaryzowanymi. Biora w nich udziat: orbital atomowy tlenu o hybrydyzacji sp’ oraz orbitale
Is atomoéw wodoru. Energia takiego wiazania wynosi okoto 420 kJ/mol. Kat migdzy
wiazaniami kowalencyjnymi jest bardzo bliski katowi czworosciennemu i wynosi 104.45°.
Poniewaz atom tlenu jest atomem silnie elektroujemnym, staje si¢ donorem tadunku
dodatniego dla atomu wodoru w molekule — chmura elektronowa z nim zwiazana jest
przyciagnigta przez atom tlenu. Skutkiem tego jest powstanie wigzania wodorowego (Rys.
2.2) migdzy tak obdarzonym tadunkiem atomem wodoru (donorem wiazania wodorowego)
jednej czasteczki wody z atomem tlenu drugiej molekuly (akceptorem wiazania
wodorowego).  Oddziatywanie elektrostatyczne jest najistotniejszym  czynnikiem
wplywajacym na energi¢ wigzania, jednak mozna wyr6znic jeszcze trzy. Sa to przyczynki od
odzialywan:  delokalizacyjnych ~ wywolanych  dalekozasiggowa  dystorsja ~ chmur
elektronowych, dyspersyjnych, zwiazanych z krétkozasiggowymi ruchami elektronéw oraz

odpychajacych zwiazanych z naruszeniem zakazu Pauliego [Rao, 1972].
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%--- Rys. 2.2. Molekuly wody w fazie skondensowanej. Kolorem

czerwonym oznaczono atom tlenu, kolorem szarym — wodoru.

- Szara, ciagta linia obrazuje wiazanie kowalencyjne
J— spolaryzowane w obrgbie kazdej molekuly, natomiast czarna,
o e przerywana linia — wigzanie wodorowe mi¢dzy molekutami.

#
#

Wiazanie wodorowe moze powstawac nie tylko migdzy atomem wodoru i atomem
tlenu, ale takze miedzy wodorem oraz innymi atomami elektroujemnymi obecnym w grupach:
hydroksylowej, aminowej, tiolowej i innymi silnie elektroujemnymi atomami bedacymi
akceptorem takiego wigzania: fluorem, chlorem, bromem czy jodem.

Pomyst wiazania wodorowego wyjasniajacego zachowanie wody zaproponowali
Latimer i Rodebush w 1920 r. [Latimer, Rodebush, 1920]. Oparli si¢ oni na nowoczesnej
wowczas teorii wartosciowosci. Przyjeli, ze atomy wodoru sa dwuwarto$ciowe, zatem moga
przytacza¢ dwie pary elektrondw. Jedna para elektrondw tworzyta wigzanie kowalencujne w
obregbie czasteczki, a druga — wodorowe migdzy czasteczkami. Jednak zalozenie
dwuwarto$ciowosci atomu wodoru nie potwierdzilo sig. W 1957 r. Coulson przedstawit
warunki, jakie musza spetnia¢ atomy X i Y, aby w uktadzie X-H---Y, mogto powstac
wigzanie wodorowe [Coulson, 1957]. Atom X, zwigzany z atomem wodoru wigzaniem
kowalencyjnym spolaryzowanym musi by¢ silnie elektroujemny. Z kolei atom elektroujemny
wiazacy si¢ z wodorem wiazaniem wodorowym musi posiada¢ wolna parg elektronéw w
niesymetrycznym orbitalu atomowym. O$ tego orbitalu oraz wiazanie kowalencyjne X-H
powinny by¢ wspétliniowe.

Wiazania wodorowe sg krétkozyciowe — w temperaturach pokojowych ich $redni czas
zycia jest rzedu dziesiatych czgsci pikosekundy. Wraz z obnizaniem temperatury czas ten
wydtuza si¢ do okoto 1 ps [Chen, Teixeira, 1985].

Energia wigzania wodorowego — 21 kJ/mol [Suresh, Naik, 2000] — jest znacznie
mniejsza niz wigzania kowalencyjnego. Mimo to ich obecnos¢ ma ogromne znaczenie

biologiczne. To wtasnie wiazania wodorowe sa odpowiedzialne za tworzenie trzeciorzgdowe]
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struktury biatek oraz kwasow nukleinowych. Wiazania wodorowe wymuszaja takze okreslone

potozenia molekut w lodzie, powodujac, Ze ma on mniejsza ggsto$¢ od wody ciekle;j.

2.3 Polimorfizm lodu

Odkryto istnienie pi¢tnastu réznych form krystalicznych lodu w zalezno$ci od ci$nienia
(a wigc 1 temperatury), w ktérym krystalizacja wody zachodzi. Ponadto mozliwe jest rowniez

utworzenie faz amorficznnych lodu.

2.3.1. Lod heksagonalny (Ih)

Struktura lodu I jest jedyna trwala struktura wystgpujaca na Ziemi. W lodzie Th uktad
krystalograficzny jest heksagonalny oparty na tetraedrze. Komoérka elementarna o symetrii
P63/mmc zbudowana jest z czterech atoméw tlenu umieszczonych w centrum oraz w
wierzcholkach tetraedru. Ich rozmieszczenie jest podobne do rozmieszczenia atoméw w
wurcycie 1 siarczku cynku [Bragg, 1922]. Odlegtos¢ migdzy sasiednimi atomami tlenu
wynosi 2.76 A. Dlugo$é wiazania O-H wynosi 1.01 A, natomiast kat miedzy wiazaniami
kowalencyjnymi jest taki, jak w przypadku wolnej molekuty. Utozenie molekut w lodzie Th
jest tak luzne, ze wzdluz osi a krysztatu lodu ciagng si¢ puste kanaty, co powoduje, ze jego

gestose jest mniejsza od gestosci ciektej wody [Eisenberg, Kauzmann, 1969].

Rys. 2.3. Léd w fazie Th (uporzadkowanie
atoméw tlenu, atomy wodory nie sa

uporzadkowane). Linia przerywana zaznaczono

komérke elementarna, na ktéra przypadaja cztery

atomy tlenu. W strukturze widoczne sa kanaty

ciagnace si¢ wzdhuz krysztatu [Owston, 1958].

sA
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2.3.2. Pozostale struktury krystaliczne lodu

Oprécz wystepujacej w przyrodzie fazy lodu Ih, istnieje szereg innych polimorféw lodu.
Diagram fazowy przedstawiono na Rys. 2.4, a najwazniejsze z tych faz oméwiono w tym

podrozdziale.
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Rys. 2.4. Diagram fazowy dla wody z uwzglgdnieniem réznych struktur lodu. Zostal opracowany na podstawie
materialtéw pochodzacych z London South Bank University (http://www.1sbu.ac.uk/water/phase.html)

Stabilne polimorfy lodu oznaczane na Rys. 2.4. liczbami rzymskimi od II do XV
powstaja w ci$nieniach wyzszych niz 200 MPa. Jedyna faza, oprocz lodu heksagonalnego Ih,
trwata w niskich ci$nieniach (<200 MPa) jest 16d XI, chociaz wigkszo$¢ faz
wysokoci$nieniowych mozna zahartowa¢ (przenies¢ do ci$nienia atmosferycznego, pod
warunkiem przechowywania ich w temperaturze ciektego azotu).

Wszystkie krystaliczne polimorfy lodu posiadaja uporzadkowane atomy tlenu budujace sie¢
lub sieci krystaliczne. Jednak cz¢$¢ faz charakteryzuje si¢ takze uporzadkowaniem wodoréw.
Brak uporzadkowania wodoréw wystepuje w fazach Ic, III — VII oraz XII. Uporzadkowanie

atoméw wodoru wystepuje w fazach II, VIII — XI oraz lody XIII, XIV i XV.
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Sie¢ krystaliczna lodu Ic jest kubiczna, powierzchniowo centrowana (grupa symetrii

Fd3m). Odlegto$¢ migdzy najblizszymi molekutami wody jest identyczna jak w lodzie
heksagonalnym (Ih), natomiast odlegto$¢ miedzy atomami O-H wynosi 0.97 A — i jest nieco
mniejsza niz w lodzie Th. Podobnie jak 16d heksagonalny, 16d Ic jest tworzony przez
heksagonalne pier§cienie w konformacji krzestowej utworzone z atoméw tlenu. L6éd kubiczny
powstaje poprzez ogrzanie amorficznego lodu szklistego lub przez kondensacj¢ pary wodne;j
na zimnych powierzchniach (o temperaturze okoto 140 K). Moze takze powstawaé przez
ogrzewanie wysokoscisnieniowych faz lodu w ci$nieniach nizszych niz te, w ktérych
powstaja [Bertie i in., 1963, 1964; Blackman, Lisgarten, 1958]. Ogrzewanie lodu Ic powoduje
jego przejscie do lodu Ih [Dowell, 1960]. Faza Ic jest metastabilng faza lodu w obrgbie
obszaru wystgpowania fazy Ih.

Analogiem niskotemperaturowym lodu Th o uporzadkowanych atomach wodoru jest
16d XI Jego komoérka elementarna jest romboedryczna (grupa symetrii Cmc2;), a ggstos¢
wynosi 920 kg/m”’.

Léd IT powstaje z lodu Ih przy cisnieniu 300 MPa. Komoérka elementarna jest
romboedryczna i przypada na nia dwanascie molekut wody. Podobnie jak w przypadku lodu
Ih, struktura tworzy pierscienie krzestowe podobne do struktury cykloheksanu, migdzy
ktérymi znajduja sig¢ puste przestrzenie tworzace kanaty. Pierscienie przesunigte sa wzgledem
siebie o kat 15° oraz bardziej sptaszczone niz dla lodu Ih. Ze wzgledu na miar¢ kata miedzy
wiazaniami kowalencyjnymi H-O-H wyréznia si¢ dwa rodzaje molekul wody: takie dla
ktérych kat ten ma miarg 103.2°, a takze 107.6°. Wiazanie wodorowe ma podobna dtugos¢ jak
w lodzie Ih (2.840.1 A) lecz sa zgigte o kat 8°. Srednia gestos¢ lodu II wynosi 1170 kg/m3
[Kamb, 1964].

Léd III powstaje przy schtodzeniu wody do temperatury 250 K, przy ci$nieniu okoto
300 MPa. Jego komoérka elementarna jest tetragonalna. Przypada na nia dwanascie molekut
wody. W strukturze lodu III znajduja si¢ dwa typy atoméw tlenu — budujace helisy i te taczace
helisy. Atomy tlenu faczace helisy wiaza si¢ z czterema atomami w czterech ré6znych helisach
kazdy [Kamb, Datta, 1960]. Léd IX jest niskotemperaturowa forma lodu III. Krysztat ma t¢
sama grupg przestrzenng oraz uktad atoméw tlenu jak 16d III, jednak dodatkowo wystepuje
uporzadkowanie protonowe. Podczas ogrzewania przechodzi w fazg lodu II.

Léd V powstaje z wody ciektej przy cisnieniu 500 MPa, w temperaturze 253 K.
Komoérka elementarna lodu V jest jednoskos$na (grupa przestrzenna C2/c) i zawiera 28
molekut wody [Kamb i in., 1967]. W lodzie V mozna wyr6ézni¢ cztery typy atoméw tlenu.

Molekuty wody zawierajace dwa z nich (nazywane O, i O3) oraz molekuty zawierajace trzeci
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typ atoméw tlenu (atomy Og4) tworza dwa tancuchy potaczone ze soba. Dodatkowo rézne
tancuchy zbudowane z molekul zawierajacych atomy O, i O3 polaczone sa ze soba
molekutami zawierajacymi kolejny typ atoméw tlenu (O;). Gestos¢ lodu V wynosi okoto
1240 kg/m’. Léd XIII jest niskotemperaturowym analogiem lodu V z uporzadkowanymi
atomami wodoru. Léd IV jest metastabilng faza lodu V. Jego struktura nie jest jeszcze
dobrze poznana. Tworzy si¢ przy powolnym ogrzewaniu (0.4K/min) amorficznej formy lodu,
poczawszy od 145 K przy cisnieniu 810 MPa [Salzmann i in., 2003a]. Jego komoérka
elementarna jest romboedryczna (grupa przestrzenna R3c).

Lod VI powstaje z wody ciektej w temperaturze 270 K pod ci$nieniem 1.1 GPa. Jego
komoérka elementarna jest tetragonalna (grupa przestrzenna P4,/nmc) 1 zawiera 10 molekut.
Kazda z molekul wody jest zwigzana wigzaniami wodorowymi z czterema najblizszymi
czasteczkami wody. Odlegto$¢é miedzy najblizej potozonymi atomami tlenu wynosi 2.81A.
Wystepuja dwa rodzaje czasteczek wody ze wzgledu na kat migdzy wiazaniami
kowalencyjnymi, ktéry ma miare 76° lub 128°. Jest to 16d dwusieciowy, jednak poszczegdlne
sieci nie tacza sie ze soba wiazaniami wodorowymi. Jego gesto$é wynosi 1310 kg/m’. Jego
niskotemperaturowym odpowiednikiem z uporzadkowaniem protonowym jest 16d XV.

Lod VII jest lodem dwusieciowym. Powstaje przy cisnieniach okoto 3 GPa. Ma

strukture kubiczng (Pngm) ztozona z dwoéch sieci lodu Ic. Gestos¢ lodu VII wynosi 1650
kg/m3. Kazdy atom tlenu sasiaduje z o$mioma innymi atomami tlenu, jednak potaczony
wiazaniem wodorowym jest tylko z czterema innymi molekutami wody. Léd VIII jest
niskotemperaturowym analogiem lodu VIL Jego gesto$é wynosi 1660 kg/m® (przy cisnieniu
2.5 GPa). Podobnie jak 16d VII jest ztozeniem dwodch sieci lodu Ic. Zwigkszenie ciSnienia
powyzej 60 GPa przeksztatca 16d VII w 16d X. Podobnie jak 16d VII, 16d X jest faza
dwusieciowa. Krysztat lodu X, ma grupg przestrzenna Pn3m . Kazdy atom tlenu ma o$miu
najblizszych sasiadéw znajdujacych si¢ w odlegtosci 2.78 A. Forma ta cechuje si¢ rowniez
uporzadkowaniem protonowym — kazdy atom wodoru posiada dwunastu najblizszych
sasiadow.

Léd XII powstaje w wyniku ogrzewania lodu amorficznego od temperatury 77 K do
183 K pod cisnieniem 810 MPa z szybkoscia wigksza niz 15 K/min, a nastgpnie powtérnego
schiadzania do temperatury 77 K pod ci$nieniem atmosferycznym [Salzmann i in., 2003b].
Tworzy tetragonalng sie¢ krystaliczng o grupie symetrii 142d . Kazda molekuta wody

zwiazana jest z pigcioma innymi. Na komorke elementarng sktada si¢ dwanascie czasteczek
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wody [Koza i in., 1999]. Gegstos¢ lodu XII wynosi okoto 1300 kg/m3. Lod XIV jest

analogiem fazy lodu XII o uporzadkowanych atomach wodoru.

2.4. L6d amorficzny

Woda moze tworzyé fazy szkliste o gestosci 1170 kg/m® (tzw. High Density Amorphous
Ice) lub okoto 940 kg/m3 (Low Density Amorphous Ice). HDA moze powstaé ze struktury
lodu Ih, Ic lub XI poprzez zwigkszenie ci$nienia do okoto 1 GPa w niskiej temperaturze
(posta¢ jest stabilna w temperaturze 77 K) [Loerting, Giovambattista, 2006]. Ogrzanie HDA
do temperatury powyzej 120 K powoduje przeksztalcenie tej formy w LDA. Ponowne
obnizenie temperatury do 77 K nie powoduje przeksztalcenia formy LDA w formg o wyzszej
gestosci. Ogrzanie LDA do temperatury rzedu 150-160 K przeksztatca ja w kubiczng faze
krystaliczna, ale jej struktura nie zostata jeszcze dobrze poznana [Urquidi i in., 2004].

Podejrzewa sig takze istnienie amorficznej fazy lodu o gestosci przekraczajacych 1250
kg/m3 (Very High Density Amorphous Ice). Pierwsze wzmianki o tej fazie pojawity si¢ w
2001 r. [Loerting i in., 2001]. Powstaje ona przy izobarycznym ogrzewaniu HDA od
temperatury 77 K do 160 K przy cisnieniu 1.15 GPa.
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I1. TEORIA

3. Magnetyczny rezonans jadrowy

Metoda magnetycznego rezonansu jadrowego (MRJ, ang. Nuclear Magnetic Resonance,
NMR) wykorzystuje oddzialywanie jader o niezerowym spinie ze stalym i ze zmiennym
zewnetrznym polem magnetycznym. Na podstawie szybkosci proceséw relaksacyjnych
odbywajacych si¢ w stalym polu magnetycznym na skutek pobudzenia uktadu spinéw
impulsem pola zmiennego, mozna wnioskowac¢ o dynamice uktadu spinéw jadrowych. Jako,
ze woda jest gtébwnym sktadnikiem organizméw zywych, protonowy rezonans magnetyczny
moze postuzy¢ do wyznaczania poziomu uwodnienia badanych uktadéw biologicznych, a

takze faze¢ i ruchliwos$¢ zawartej w nich wody.

3.1. Izotopy MRJ wykorzystywane w badaniach biofizycznych

Do nuklidéw majacych szczegdlne znaczenie dla badania uktadéw biologicznych naleza
@) IH, prot;

(ii) *D, deuter, izotop wodoru, dzigki niewielkiej naturalnej abundancji, (0.015%), znajduje

zastosowanie jako podstawnik 'H w obrazowaniu konkretnych grup;

(iii) °C, izotop wegla wystepujacy z zwiazkach budujacych wszystkie organizmy zywe, jego

abundancja wynosi okoto 1.1%;

(iv) *'P, jedyny izotop fosforu, jego zwiazki buduja btony komérkowe, co umozliwia badanie
ich dynamiki i okreslenia struktury ciektokrystalicznej oraz czasteczki ATP, biorace udziat w

reakcjach metabolitycznych.

Réwniez F, 70 czy *Na sa wykorzystywane w badaniach biologicznych.
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3.2 Potklasyczny opis MR]J

Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego jest zjawiskiem kwantowym, dotyczy
momentéw magnetycznych jader atomowych, zwiazanych z ich spinami. W przypadku
makroskopowych probek, w ktérych znajduje si¢ wiele jader atomowych, wygodniej jest
opisywac to zjawisko w spos6b pétklasyczny — w oparciu o zachowanie si¢ wypadkowego

momentu magnetycznego calej probki.

3.2.1 Moment pedu i moment magnetyczny

Moment pedu K danego obiektu wzgledem okreslonej osi jest iloczynem wektorowym

jego wektora wodzacego 7 ipedu p:

K=Fxp. (3.1)

Jesli ciato posiada moment magnetyczny [, umieszczeniu go w polu magnetycznym o
indukcji EO dziata na niego moment sity M ., taki ze:

M, =jixB,. (3.2)
Moment magnetyczny towarzyszy poruszajacym si¢ fadunkom elektrycznym. Jest zwiazany z

momentem pegdu, K , zaleznoScia, :
=K, (3.3)
gdzie 'y to czynnik Zzyromagnetyczny.

Wszystkie jadra atomowe, ktdére skladaja si¢ z nieparzystej liczby protonéw lub nieparzyste;j
liczby neutronéw, posiadaja niezerowy spin jadrowy, oraz niezerowy moment magnetyczny.
Poniewaz spin jest wielko$cia kwantowomechaniczna, rzut jadrowego momentu
magnetycznego na wybrana o$ jest takze skwantowany. Jego operator moze by¢ opisany

nastgpujaco:

fi, = phi_, (3.4)

gdzie I, — operator rzutu spinu zwigzanego z osig kwantyzacji. Wartosci wlasne operatora
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A =mi, (3.5)

Hz

gdzie m przyjmuje wartosci -1, — I+1, ..., I-1, I, gdzie I jest liczba kwantujaca spin jadra.

3.2.2 Energia oddzialywania momentu magnetycznego z zewng¢trznym

polem magnetycznym

Jadro atomowe posiadajace moment magnetyczny oddzialuje z zewngtrznym polem

magnetycznym. Klasycznie energia potencjalna takiego oddzialywania dana jest przez:

E=—[i-B, (3.6)
Kierunek pola EO zwykle oznaczany jest jako kierunek osi z. W takim przypadku energia

oddzialywania moze by¢ opisana jako:

E = _luz B 0 (37)
Skoro moment magnetyczny jadra jest skwantowany (réwnanie (3.4)), hamiltonian energii

odziatywania mozna opisac przez:

H =-B,I _, (3.8)

a jego wartosci wlasne wynosza:

E =—-mjhB, (3.9)

Réznica energii migdzy dwoma sasiednimi poziomami energetycznymi wynosi:

AE =E(m+1)— E(m)=—-(m+1)hB, + miB, = —B, (3.10)

Jezeli magnetyczna liczba kwantowa m przyjmuje wartosci ze zbioru {-I, —I+1,... I-1, I},
umieszczone w polu magnetycznym EO jadro bedzie mogto przyja¢  2[+1 stanéw

energetycznych.
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3.2.3 Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego

3.2.3.1 Obsadzenia poziomow energetycznych

Makroskopowa prébka zawiera bardzo wiele jader (rzgdu liczby Avogadro). W temperaturze
pokojowej, na skutek ruchéw termicznych, poziomy o wyzszej energii oddzialywania rowniez
sa obsadzone. Stosunek obsadzen Ng; i Ng, dwéch sasiednich poziomdéw energetycznych o

energiach E; i E; dany jest rozkladem Boltzmanna:

N, Bh
N—z=e o (3.11)
E,

Poniewaz réznica energii poziomow magnetycznych jader jest bardzo mata w poréwnaniu z

energia termiczng (tzn., gdy kT >> B, ), Na przyklad stosunek obsadzen opisany rownaniem

(3.11) jest zblizony do 1, a dla jader "H w polach magnetycznych o wartosci indukcji kilku
tesli réznica jest rzedu jednego jadra na milion. Poniewaz w prébce znajduje sig liczba jader
rzedu 10**, réznica obsadzen w catej makroskopowej prébce jest rzedu 10'%, co powoduje, ze

wypadkowy moment magnetyczny staje si¢ juz mierzalny.

3.2.3.2 Magnetyzacja prébki

Opis klasyczny zjawiska MRJ jest mozliwy tylko w stosunku do wypadkowego momentu

magnetycznego probki makroskopowej. Magnetyzacja M jest wypadkowym momentem

magnetycznym na jednostke objgtosci probki:

z’[l” (3.12)

W nieobecnos$ci zewngtrznego pola magnetycznego, rozklad momentéw magnetycznych jest

izotropowy a wartos¢ magnetyzacji wynosi 0. Jesli jednak prébka zostanie umieszczona w

polu magnetycznym o indukcji EO (skierowanej wzdluz osi z laboratoryjnego uktadu
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odniesienia), sktadowa M, wektora magnetyzacji staje si¢ niezerowa, natomiast pozostate (M,

1 M) nadal uSredniaja si¢ do 0:

o 2"“ o (3.13a)
v
2 b,y
(3.13b)
M, = lv =0
n 1
Z‘ﬂ Z,ﬂ !V (3.14)
M = = =
Y v

Magnetyzacja probki w stanie rOwnowagi termodynamicznej jest niezerowa oraz rownolegta

do indukcji magnetyczne;j EO.

3.2.3.3 Ruch magnetyzacji w stalym polu magnetycznym

Poniewaz magnetyzacja jest proporcjonalna do sumy momentéw magnetycznych jader
probki zachodzi dla niej:

—

M=y (3.15)

gdzie K jest wektorem momentu pedu przypadajacym na jednostke objetosci probki.
Z réwnan (3.15) i (3.2) oraz wykorzystujac druga zasad¢ dynamiki dla ruchu obrotowego :

%Ié =M., (3.16)

gdzie M g=rX F jest wektorem momentu sity, otrzymujemy réwnanie ruchu wektora

magnetyzacji:

|

=
1l
2
X
0001

(3.17)

SN
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Ogodlne rozwigzanie rOwnania wektorowego (3.17) sprowadza si¢ do rozwiazania ukladu

trzech réwnan rézniczkowych. Mozna je tez sprowadzi¢ do uktadu wirujacego, ktérego jedna

zosi-z’ (EO I z’) 1 $srodek pokrywaja si¢ z osig z i Srodkiem uktadu laboratoryjnego.

Transformacja wektora predkosci, v', poruszajacego si¢ punktu z uktadu wirujacego

do predkosci w uktadzie laboratoryjnym, v :

vV = V'+axr (3.18)
gdzie @ to predkos¢ katowa uktadu wirujacego wzgledem uktadu laboratoryjnego, natomiast

7 to wektor wodzacy punktu.

Wektor magnetyzacji mozna potraktowac¢ jak wektor wodzacy pewnego punktu. Ktadac

¥ — M oraz z definicji
P'=(—M) (3.19)
otrzymujemy

M =M x B, . (3.20)

&~

Podstawiajac (3.19) i (3.20) do (3.18) dostajemy:

M x B, = <dizv})'+@xnz, (3.21)
t

co po przeksztalceniach prowadzi do:

(%M)E WM x B, — XM (3.22)
(%M)': M X B, + M X @& (3.23)
dt 0 y .

Zwiazek (3.24) przedstawia rownanie ruchu wektora magnetyzacji w uktadzie wirujacym i

formalnie ma zblizong posta¢ do réwnania (3.17). Jesli podstawimy:
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B, =B, + (3.25)

< |

forma rownan staje si¢ identyczna, przy czym éeﬁ jest indukcja pola magnetycznego

mierzona w ukladzie wirujacym (tak zwane pole efektywne).

W szczeg6lnym przypadku, dla czgstosci Larmora rowne;j,

@, =—18,. (3.26)
rownanie (3.21) ma postac:
J - o -
(—M)'=)M x(B, —&), (3.27)
dt y
czyli
Laty=0 (3.28)
dt
i prowadzi do:
M '= const (3.29)

natomiast efektywne pole magnetyczne wynosi zero.

W uktadzie wirujacym z czgstoscia Larmora, @), = —74§0, wektor magnetyzacji pozostaje w

spoczynku. Oznacza to, ze w uktadzie laboratoryjnym magnetyzacja precesuje - jej ruch

mozna opisac nastepujaco:

M.= M cos(w,t) (3.30a)
M,= M  sin(w,t) (3.30b)
M, = const, (3.30c¢)

przy czym: M | jest rzutem wektora M na plaszczyzng xy, a M, - na oS z.

Ruch ten nazywany jest precesja Larmora, a warto$¢ predkosci katowej @, - czgstoscia

Larmora.

Nalezy zwroci¢ uwagg, ze jezeli rozwiazaniem rownania (3.17) jest precesujaca magnetyzacja

wokot wektora B, to rozwigzaniem réwnania
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(%M)' = yM x B, (3.31)

w uktadzie wirujacym jest rowniez precesujaca w tym uktadzie magnetyzacja, tyle, ze wokot

,widzianego” pola magnetycznego o indukcji Eeﬁ. 1 z predkoscia katowa:

O=—1B, (3.32)

3.2.3.4. Ruch magnetyzacji w stalym i zmiennym polu magnetycznym - rezonans

magnetyczny

Jesli umiesci¢ probke w wypadkowym polu magnetycznym, na ktére sktada si¢ state pole o
indukcji EOII z 1 wirujace w plaszczyznie xy z predkoscia katowa @, pole magnetyczne o
indukcji f?l, to w ukladzie wirujacym z predkoscia katowa @, réwnanie ruchu wektora

magnetyzacji, na mocy (3.24) bedzie miato postac:

(21\2)‘: W % (B, + B, +a;e), (3.33)
a pole o indukcji El bedzie polem stalym w uktadzie wirujacym. Jesli dodatkowo predkos¢
wirowania jest taka, ze @, = —7@0 , to jedynym polem obecnym w uktadzie wirujacym jest to
o indukcji El . Wtedy w uktadzie wirujacym precesja wektora (M) odbywa sie wokoét El, co
prowadzi do odchylania wektora (M )" od osi z’. Poniewaz B;<<Bj, odchylenia wektora
magnetyzacji mozna dokonac¢ tylko za pomoca pola magnetycznego wirujacego z czgstoscia

YBy lub bardzo bliska tej wartosci. Zjawisko odchylenia wektora magnetyzacji od potozenia

rownowagi jest w klasycznym ujgciu zjawiskiem magnetycznego rezonansu jadrowego.
3.2.3.5 Procesy relaksacyjne

Pochlonigcie przez probke energii wiaze si¢ z wychyleniem wektora magnetyzacji z

polozenia rownowagi. Po ustaniu dziatania zmiennego pola magnetycznego, magnetyzacja
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zaczyna wykonywac ruch wokét kierunku statego pola o indukcji EO zgodnie z rOwnaniami

(3.30). Ponadto do stalego pola magnetycznego wystgpujacego w miejscu danego spinu
dodaja si¢ pola magnetyczne generowane przez sasiednie spiny. Pola te moga si¢ zmienia¢ w
sposéb przypadkowy — na przyktad wskutek ruchéw Browna. Procesy te powoduja
zaburzenie ruchu wektora magnetyzacji, przyczyniajac si¢ do jego powrotu do polozenia
rownowagi (w obrazie poétklasycznym - sktadajace si¢ na nig spiny zaczynaja precesowac z
réoznymi szybkosciami). Relaksacj¢ magnetyczna mozna podzieli¢ na: relaksacj¢ podtuzna

(spin — sie¢) i relaksacj¢ poprzeczna (spin — spin).

3.2.3.6 Relaksacja spin - sie¢

Relaksacja podtuzna (spin — sie¢) to powro6t sktadowej M, wektora magnetyzacji do
wartosci rownowagowej. Zwiazana jest z oddawaniem energii do otoczenia (sieci — ogétu

innych pozioméw energetycznych uktadu).
Relaksacja spinowo-sieciowa opisana jest rOwnaniem:

sz__MZ—M0 3.34
dt 711 ’ (' )

gdzie M ,to r6wnowagowa warto$¢ magnetyzacji, 7; to czas relaksacji spinowo-sieciowej.

Rozwigzaniem rownania (3.34) jest funkcja:

t

M_()=—=2M, " +M,, (3.35)

w przypadku jesli:

M, (t=0)=-M,. (3.36)

3.2.3.7 Relaksacja spin — spin

Relaksacja poprzeczna (spin — spin) jest zanikiem poprzecznej sktadowej M | wektora

magnetyzacji. Poniewaz ta sktadowa jest prostopadta do wektora BO, nie towarzyszy jej
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wymiana energii uktadu z otoczeniem. Wskutek oddzialywania z innymi spinami, tracone jest

uporzadkowanie.

Relaksacja spinowo-spinowa opisana jest rOwnaniem:

gdzie M | to skltadowa poprzeczna wektora magnetyzacji, za§ 7T, oznacza czas relaksacji

poprzecznej (spinowo—spinowej).
Jesli w chwili = O wektor magnetyzacji znajdowat si¢ na plaszczyznie xy, tj.

M (t=0=M,, (3.38)
wowczas rozwigzaniem réwnania (3.37) jest funkcja:

t

M, ()=Mye " (3.39)

Réwnania (3.34) i (3.37) opisujace ruch magnetyzacji przy uwzglednieniu oddzialywan
spindw ze soba to czegsci relaksacyjne rownan Blocha. Relaksacja poprzeczna i relaksacja
podtuzna scharakteryzowana jest réznymi stalymi czasowymi. Dzieje si¢ tak, poniewaz
wektor magnetyzacji jest statystyczna suma momentéw magnetycznych jader wchodzacych w
sktad prébki, natomiast wymiana energii uktadu spinéw jadrowych z otoczeniem oraz utrata

koherencji precesujacych spinéw sa w ogdélnosci zjawiskami niezaleznymi.

3.3. Kwantowe ujecie magnetycznego rezonansu jadrowego i
procesu relaksacji.

Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego zachodzi, gdy spin jadrowy pochtonie
porcje energii dostarczonej mu przez falg elektromagnetyczna. Aby bylo to mozliwe, energia
E =hw niesiona przez kwant promieniowania musi odpowiada¢ réznicy energii mig¢dzy
jadrowymi poziomami energetycznymi zeemanowskimi. Na mocy (3.10), warunkiem
wystapienia zjawiska MRJ jest:

hw =B,

, (3.40)

czyli
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=18, (3.41)

Proces relaksacji skutecznie tlumaczy teoria BWRH [Hubbard, 1961; Redfield, 1957;

Wangsness, Bloch, 1953], w ktérej podstawowa rolg odgrywa operator ggstosci spinowe;.
3.3.1 Gestos¢ spinowa stanow

Operator ggstoSci  spinowej QO stosuje si¢ do opisu proceséw statystycznych
zachodzacych w prébce. Jest on operatorem macierzowym, w ktérym wyrazy diagonalne
odpowiadaja tzw. stanom czystym (ktérych energie réwne sa tym wynikajacym z
rozszczepienia Zeemana), a pozostale — stanom mieszanym, bgdacym superpozycja standéw
czystych [Abragam, 1961, Blicharski, 1972].

Teoria BWHR traktuje zmienne spinowe kwantowo, natomiast przestrzenne -

klasycznie. Do opisu zmiennych spinowych stosuje si¢ zredukowany operator gestosci 6(¢) ,

bedacy suma elementéw diagonalnych operatora p(f) po zmiennych sieci.

6(t) =Tr, (P(1)) (3.42)

Jesli przyjaé, ze operator & jest znormalizowany tak, ze:

Tré6 =1, (3.43)

wowczas spelni on rownanie:

d0W) _ i 6. (3.44)
dt

Réwnanie (3.44) nosi nazwg rownania Liouville’a von Neumanna i w mechanice kwantowe;j
jest podstawowym réwnaniem opisujacym ewolucj¢ operatorow macierzowych. Dzigki

wprowadzeniu operatora & staje si¢ mozliwe wyznaczenie warto$ci oczekiwanej dowolnego

operatora obserwabli < Q > (¢) :

<0>@1)=TrQé®)), (3.45)
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Niech H bedzie hamiltonianem spinowym sktadajacym si¢ z dwdch czesci — statycznej

H, oraz zaleznej od czasu H' reprezentujgca zaburzenie:

H=H,+H' (3.46)

Jesli ﬁo =—a)OIAZ (oddziatywanie zeemanowskie), wowczas przejscie do reprezentacji
oddzialywania, wiazace si¢ z transformacja do uktadu wirujacego wokoét osi z z czestoscia

kotowa réwna @, = )B,ma postac:

X" — eiHOtXe—iHOr (3'47)

Przejscie takie powoduje, ze prawa strona réwnania Liouville’a von Neumanna (3.44) ulega

uproszczeniu do dwoch pierwszych iteracji. Jesli czasy korelacji sa krétkie oraz nie wystepuje

korelacja migdzy operatorami p oraz H', wowczas:

L (4@~ a@) =1 @-5,). (3:29) (3.48)
do . ~
E:_Z[HO’O-]_F.(O-_O-O) (349)
gdzie:
Ae)=F o= lT([H'(z) ('@ +1).01)dz (3.50)
o, , .
oraz
- (3.51)
Tre ¥

jest rtbwnowagowa wartoscia operatora o .

Dla kazdego operatora Q czasy relaksacji dla jego warto$ci oczekiwanych <Q> wyrazaja sig

przez [Blicharski i in., 1994]:

Tr{[0. H(O[O0, H 1d
| __L {10, HOIQ, H(t+7)]" }dr a5

7, 2Tr0-0°)
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Wartosci te spetniaja rownanie Blocha:

d<Q>:_<Q>—<Q0>

dt T,

(3.53)

Jesli przyjac Q=1_ , Q =, +1.)/2, gdzie I, =1 *il , dla sktadowych magnetyzacji:
M, =m<I, >1iM, =)<l >,otrzymujemy formuly opisujace czasy relaksacji podtuznej
T, i poprzecznej T,.

Zredukowany operator gestosci () moze zostaé przedstawiony w rozwinigciu Fano [Rose,

1957; Wigner, 1959], czyli jako liniowa kombinacja tensoréw kulistych:

o)=Y c 00, (3.54)

gdzie n* jest wymiarem przestrzeni Liouville’a, a n — przestrzeni Hliberta, T, =7, «, Laees I N)

sa ortonormalnymi spinowymi tensorami kulistymi, natomiast ¢; wspoétczynnikami

kombinacji liniowej. Tensory 7', uzyskiwane sa w procesie polaryzacji sferycznych harmonik

ze sktadowych dowolnego wektora a [Edmonds, 1957] i wyrazone poprzez funkcje Racah’a

C‘LM (0’ ¢) :

Ty (5o )) = x\’Lﬁ(ak Wirtc,, 6.9)} (3.55)

przy czym #«p jest czynnikiem normalizacyjnym. Gdy rozwazamy przestrzen Liouville’a,
wartosci oczekiwane tensoréw kulistych réwne sa odpowiednim wspdtczynnikom w

kombinacji liniowej (3.54):

(1)) =(1,| o) =Tr(T; 0 (0)=c, (1) (3.56)

Réwnania (3.49) oraz (3.54), (3.55), (3.56) prowadza do:
a(T

M) s an)-Srln)-m),). a0

k
przy czym macierz dynamiki spinowej dana jest przez:

A, =ity [, ], (3.58)
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a macierz relaksacji R :

—_:— J'Tr{[ ],,H(t)][ JH( t+T)] }Jr, (3.59)

3.3.2. Proces relaksacji w uktadach biologicznych

3.3.2.1 Hamiltonian ukladu spinow

Hamiltonian uktadu spinéw jadrowych H dany jest przez hamiltonian Hz oddzialywania
zeemanowskiego (ze stalym polem magnetycznym) oraz hamiltonian H; oddziatywania
dipolowego z polami lokalnymi wytwarzanymi przez spiny:

H=H,+H,, (3.60)

Czg$¢ hamiltonianu H odpowiedzialna za oddziatywanie z polami lokalnymi mozna podzieli¢
na czgs¢ statyczna <H ,> bedaca srednia wartoscig hamiltonianu H; oraz cze$¢ zalezng od
czasu H'(t) opisujaca mate fluktuacje:

H,=<H,>+H'(t), (3.61)

Roéwnania 3.60 1 (3.61) tacza sie do:
H=H,+(H,)+H'(1), (3.62)

Pierwsze dwa sktadniki po prawej stronie roéwnania (3.62) stanowia czg$¢ statyczna Hj

hamiltonanu spinowego natomiast ostatni — czgs¢ zalezna od czasu.

Za proces relaksacji w przypadku uktadéw biologicznych gtéwnie odpowiada oddzialywanie
dipolowe jader o spinie [ =§, a takze oddziatlywanie kwadrupolowe jader, dla ktérych

liczba kwantujaca spin / > 1. Hamiltonian oddziatywania dipolowego Hp ma postac:
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H, :Zdﬁlii'fi_3(ii'ﬁjxij'fii)J’ (3.63)

i>j
gdzie [; oraz I; sa dwoma réznymi spinami, a ¥; i ¥, ich czynnikami zyromagnetycznymi,

_ Hyyh

3
47170

d.

i - nazywana jest stala dipolowa (stata oddziatywania dipolowego), natomiast

r; jest wersorem wektora r; o kierunku wyznaczonym przez prosta, na ktorej leza spiny i
oraz j i zwrocie od spinu i do spinu j.
Wskutek termicznych ruchéw molekut, wektor 7, (¢) staje si¢ przypadkowa funkcja czasu i

mozna go wyrazi¢ w uktadzie wspétrzednych sferycznych jako poprzez:

2
H,=> YT X, @, (3.64)

i<j M==2

przy czym:

Tzlgw :TZM(Ii’Ij)’

(3.65)
Xdy = F 0 —=(Fi,), 3.66)
Fi ()=d, X"} \/?YZM (6,0),0,), (3.67)

W przypadku, gdy rozwazana para spindw nie jest rownowazna chemicznie, oprocz
oddzialywania dipolowego nalezy uwzgledni¢ takze posrednie oddzialywanie skalarne przez

powtoki elektronowe [Abragam, 1961], ktérego hamiltonian Hy jest dany przez:

H, :zAiin'Ij’ (3.68)

i<j

gdzie Aj; jest stalg sprzgzenia skalarnego. W obecnosci szybkiej wymiany chemicznej, stata
sprzgzenia staje si¢ funkcja czasu 1 moze przyjmowa¢ warto$¢ O lub A;. Wowczas
hamiltonian oddziatywania skalarnego mozna roztozy¢ na czg$¢ statyczng oraz czgS$¢ zalezna

od czasu postaci:

H, ZZTJSX&)(I), (3.69)

i<j

gdzie:

48



le _ COO Ti Tj ,
00 M%z 1M IM, = 1M, 7 1M, (3.70)

x5 =(a,0-(a,) %, (3.71)

a C&(}]l u, Jest wspotezynnikiem Clebscha.

3.3.2.2. Relaksacja na skutek oddzialywania dipolowego i skalarnego

Gdy uktad sktada si¢ ze spinéw rezonujacych, I, oraz spinéw nierezonansowych S,

zredukowana ggsto$¢ spektralna oraz czas korelacji 7, zwiazane sa ze soba zalezno$cia

[Blicharski, 1972];
[ <X X+ f)>e“‘”df ,
T
iy e __ (3.72)
(@) u) I+ o'
M

pod warunkiem spetniania przez funkcje korelacji warunku (dla dyfuzji rotacyjnej w

srodowisku lepkim):

7l

e (3.73)

(Xt X8 @+ o) = (X

Z réwnan (3.72) oraz (3.59) mozna wyznaczy¢ szybkosci relaksacji dla oddzialywan

1) _2aMm)( 1, L4 (3.74a)
T.),, 3 1+t 1+40'7} )
1 AM ! T 4t
—| =3, +—5+ o~
T, ), 3 l+o/7; 1+4o;

1) _AMJ ([ 3y, N T, N 67,,
T, ), 2 \l+wjry, 1+(w,-w)’t;, 1+(@ -0’7

dipolowych:

(3.74b)

(3.75a)
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[1} _Amf (4%+ 3w, 7, 67, L 67y J (3.75b)
1-S

T, 4 1+ w75 1+(a),—a)s)2f21 I+(w, +w,)°7;, 1+o;73

przy czym réwnania (3.74a) 1 (3.74b) opisuja szybkoSci relaksacji zwigzane] z
oddzialywaniem spinéw jednakowych, I, a réwnania (3.75a) 1 (3.75b) spinéw I z r6znymi
spinami S oraz

A = (3.76a)

U b

| W

I(I+1)N‘12d
i,j=1

(3.76b)
AM = S(S+1)N‘12d2

i,s=1

Poniewaz spiny I oraz S nie sa réwnowazne chemicznie, wystepuje oddzialywanie skalarne, a

szybko$¢ wywotanej przez nie relaksacji mozna wyrazi¢ jako:

i = 2AM Sk TeZ (3773)
’Tl sk ’ 1+(a)1 _a)S)ZTeZZ
1 T
— | =AM T, + e2
(TZL ’ [ “ 1+ (w, —a)s)zrjj (3.77b)
gdzie:
AM S = S(SH) N_IZA” (3.78)

i,5=1

Opisane réwnaniami (3.76a), (3.76b), (3.78) wielkosci AM,sa drugimi momentami
statystycznymi linii rezonansowej

7 kazda molekuta mozna zwiaza¢ wektor ja reprezentujacy zwany direktorem. W
temperaturze wyzszej od zera bezwzglednego, molekutom towarzyszy ciagly chaotyczny

ruch. Czas korelacji to czas, jaki jest potrzebny do zmiany kierunku direktora o kat réwny
% rad $rednio dla zespotu molekut. Jesli przyjmuje mate wartosci, oznacza to, ze molekuty

sa ruchliwe, natomiast jesli molekuty poruszaja si¢ wolno, czas korelacji przyjmuje duze
wartosci. Molekuty w fazie stalej oraz w cieczy réznia si¢ ruchliwoscia, a wigc i $rednimi

czasami korelacji, ktore dla ciata stalego dlugie, natomiast dla cieczy krotkie. W przypadku
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obecnosci jednego typu spindw, analiza réwnan (3.74a) oraz (3.74b) prowadzi do zaleznosci

asymptotyczne;j:
1
Tl ~Tc’ T2 -
T, (3.79)
natomiast dla cieczy do:
1 1
711 -, T2 -,
T, T, (3.80)

Oznacza to — réwnanie (3.79), ze dla spinéw w ciele stalym czas relaksacji 7 jest dlugi, a
czas relaksacji 75 jest krotki, natomiast dla cieczy — réwnanie (3.80) — zaréwno czasy 77 jak i

T, sa dlugie.

3.4 Teoretyczne podstawy pomiaréw MRJ w domenie czasu i
czestosci

3.4.1 Efekt wirujacego pola magnetycznego f?l

Wirujace pole magnetyczne mozna zastgpi¢ sinusoidalnie zmiennym polem
magnetycznym, wytwarzanym za pomoca cewki nadawczej, do ktérej koncéw przyktada sie
sinusoidalnie sil¢ elektromotoryczng o czgstosci Larmora. Drgajace pole magnetyczne mozna
roztozy¢ na dwie skladowe wirujace w przeciwnych kierunkach — jedna z czgstoScia

larmorowska 1 drugia z anylarmorowska. W ukladzie wirujacym z czgstoScia anty-
larmorowska pole BO ulega podwojeniu, a poniewaz amplituda drgajacego pola

magnetycznego jest znacznie mniejsza niz wartos$¢ indukcji By statego pola magnetycznego,

nie nastgpuje obrot wektora magnetyzacji.

3.4.2 Sygnal zaniku swobodnej precesji (FID)

Na skutek dziatania pola El , w uktadzie wirujacym z czgstoscia Larmora, magnetyzacja

jadrowa wykonuje obrét wokoét kierunku x°. Kat «, jaki zakresli wektor magnetyzacji w
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wirujacym uktadzie odniesienia zalezy od czasu trwania impulsu wirujacego z czgstoscia

larmorowska pola o indukcji El :

a =7YBt (3.81)
Jesli impuls pola magnetycznego odchyla wektor magnetyzacji o kat @ = 90° nazywany jest
impulsem 7/2.
Po ustaniu impulsu pola El, wektor magnetyzacji wykonuje precesje wokot pola EO, a

jednoczes$nie powraca do wartosci réwnowagowej wskutek proceséw relaksacyjnych, do

potozenia réwnowagowego. Do procesow relaksacyjnych (rozdz.3.3.2) dodaja si¢ skutki
niejednorodnosci pola EO .

Sita elektromotoryczna indukowana w cewce odbiorczej pod wptywem zmieniajacej si¢ w
czasie poprzecznej skladowej magnetyzacji nazywana jest sygnatem zaniku swobodne;j
precesji FID (ang. Free Induction Decay).

W uktadach biologicznych, w ktérych woda odgrywa istotna rolg, protonowy sygnat zaniku
swobodnej precesji FID jest suma sygnatu pochodzacego od protonéw ciata statego FIDg oraz

protonéw cieczowych FIDjy;:

FID(t) = FIDs(t)+FIDy(t) (3.82)

Na skutek tego spiny pochodzace z r6znych czesci probki precesuja z réznymi czestosciami
Larmora. Precesujace magnetyzacje od fragmentéw probki o r6znym BO rozwijaja si¢ w

wachlarz. Skraca to czas relaksacji zgodnie z:

1 B,

, T, 2° (3.83)

gdzie: T, jest czasem relaksacji poprzecznej mierzonym z zaniku funkcji FID (efektywny

czas relaksacji), a T> czasem relaksacji spinowo-sieciowej probki [Hennel, 1966].
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3.4.2.1 Skladowa zaniku swobodnej precesji pochodzaca od spinéw fazy stalej

W prébkach, w ktérych ruchy molekut sa szybkie (np. ciecze), pola lokalne pochodzace
od poszczegdlnych jader usredniaja si¢ (linia absorpcji jest waska i opisywana zwykle funkcja
Lorentza, a funkcja zaniku swobodnej precesji, zgodnie z réwnaniami Blocha, jest

zaleznoscia eksponencjalna.
W ciatach stalych, oprécz zewngtrznego pola magnetycznego o indukcji BO, wystepuja

niezerowe pola lokalne . Wowczas sygnal zaniku swobodnej precesji jest bardziej ztozona
funkcja.

Sktadowa stata funkcji zaniku swobodnej precesji, FIDs mozna rozwina¢ w szereg
momentow statystycznych linii MRJ:

t2n

2n)!"

FIDs(H)=) M, (-1)" (3.84)

3.4.2.1.1 Model funkcji Gaussa

Zastosowanie funkcji Gaussa, bedacej ztozeniem bardzo wielu eksponent, jest
najbardziej typowym sposobem opisu sktadowej statej sygnatu zaniku swobodnej preces;ji.
Zasadnos¢ jej stosowania dla dopasowania sktadowej statej funkcji FID mozna sprawdzié
wyznaczajac iloraz czwartego 1 drugiego momentu linii.

Rozwinigcie funkcji Gaussa ma postac:

t2n

H=e Wt =20 =N (1) ———, (3.85)
f@ ;( ) 207
gdzie: T,; = V2o
Na podstawie pordwnania rownania (3.85) z (3.84) 2n moment funkcji Gaussa to:
(2n)!
M, =—————,
w26y (3.86)

M,
2
2

Stosunek Wynosi:
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3
ot
=" 3. (3.87)
=

Dla grzyba zlichenizowanego Cladonia mitis iloraz czwartego momentu statystycznego
funkcji Gaussa oraz kwadratu drugiego momentu statystycznego wynosi 2.3 [Haranczyk i in.,
1998]. Wynik opisany réwnaniem (3.87) jest zblizony do tej warto$ci, co pozwala — w
pierwszym przyblizeniu — na stosowanie modelu Gaussa. Ogélnie FID moze by¢ opisany
ztozeniem wigkszej liczby funkcji Gaussa:

t

N’
FIDg(t) =) S;e "o (3.88)
i=1
gdzie S; sa amplitudami sktadowych statych, a Thg; mierzonymi czasami relaksacji spin —

spin.
3.4.2.1.2 Model funkcji Abragama

Abragam zauwazyl matematyczne podobienstwo rozwinigcia sygnatu zaniku swobodne;j
precesji w szereg momentéw do iloczynu funkcji Gaussa i funkcji sincus (nazywanego

funkcja Abragama). Wtedy sktadowa stata FID dana jest przez:

_(Tt "
FID(t) = Se "¢

)2 .
sin at

2

(3.89)

at
gdzie parametr a jest tak zwanym parametrem Abragama i odpowiada szeroko$ci
poléwkowej linii w domenie czg¢stosci [Abragam, 1961].

Po rozwinigciu funkcji Abragama w szereg mamy:

3.90a
M2 :Lz_i_laz’ ( )
o
2
M, =3L4+2a—2+la4,
o o~ 5 (3.90b)

gdzie: T, = V2o .
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2

M
Na podstawie (3.90a) oraz (3.90b) wartos¢ ; *— dla funkcji Abragama wynosi:
2

Mo _5- 3 (3.91)
2 2 .
(3) 3L4+2a—2+1a4
O O

Zastosowanie funkcji Abragama do analizy FID powoduje wprowadzenie poprawki do
rownania (3.87). Dla badanych grzybéw zlichenizowanych warto$ci otrzymywane na
podstawie rownania (3.91) sa blizsze 2.3. Dla badanych plech Cetraria aculeata stosunek ten,
na podstawie rownania (3.91) wynosit okoto 2.7. Wystgpowanie funkcji Abragama w opisie
sygnatu frakcji stalej czgsto wigze si¢ z wystgpowaniem fazy szklistej [Derbyshire i in.,

2004].
3.4.2.1.3 Model funkcji Pake’a

Trzecim sposobem opisu czesci  sygnalu MRJ jest funkcja Pake’a. Model
zaproponowany przez Pake w 1948 r [Pake, 1948] ma zastosowanie do substancji
proszkowych, w ktérych dipolowo oddziatuja dwa najblizsze spiny. Zalezy ono od kata @,

jaki jest tworzony przez wektor R oraz wektor indukcji zewngtrznego pola EO. Dla

pojedynczego mikrokrysztalu w domenie czgstosci obserwuje si¢ wowczas dwie identyczne
linie, oddalone od siebie o:

do =" 2 R (1-3c0576). (3.92)
8 2

Zatem odlegtos¢ pikéw od srodka widma wynosi:

a)=iiW(3cos2 6-1). (3.93)

przy czym W = &yth‘%.

Funkcja Pake’a, P(w), opisujaca sygnal MRJ w polikrysztale musi by¢ tak okreslona, ze
wyrazenie P(w)dw begdzie utamkiem molekut dajacych widmo z przedziatu [w, 0 +dw), a
wigc majacych kat z przedziatu [ 6,0+ d6 ). Aby wyznaczy¢ funkcje¢ P(w) mozna postuzyc

si¢ sfera o promieniu 1. Woéwczas liczba molekut, ktérych kat nalezy do przedziatu
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[8,60 +d0) ta bedzie proporcjonalna do stosunku pola powierzchni czg¢sci sfery (Rys. 3.1) do

pola calej sfery:

P(w)dw == 27 sin6d0) _ l|al(c0s H)I. (3.94)
4 2
|
z °]
de
Y Rys. 3.1. Sfera o promieniu 1 obrazujaca potozenie spinéw

molekul. W zaznaczonym fragmencie (pasku) leza spiny, ktérych

katy @€ [0,90°].

Tak wigc funkcja opisujaca sygnal MRJ jest proporcjonalna do pochodnej cosinusa kata 8 po

czgstosci:
d(cos0)
P(w) ~ . (3.94)
Obliczajac z réwnania (3.93) cos &
cosf = 1(11““’) (3.95)
3 3w
oraz rozniczkujac po czgstosci ostatecznie otrzymujemy zwiazek:
P(w) ~ S .
| 4o (3.96)
3w
Majac na uwadze, ze 6<[0,90°], cala przestrzen czgstosci zostanie podzielona na trzy
obszary, w ktérych funkcja Pake’a bedzie dana przez:
4\ 3w 3w
Plw)=|1-— ,gdy ——<w<—-, 3.97
(@) ( 3Wj YT 4 (3.972)
-1/2 -1/2
P(w)=(1—4—w +(1+4—a’ ady - W (3.97b)
3w 3w 4 4



oraz

40\ 114 W
Plw)=|1+— ,ody —<w<—. 3.97c
() ( 3Wj gdy 1 ( )

Rys. 3.2. Przyktadowy ksztalt dublet Pake’a dla
polikrysztatu.

3wz W4 O Swis  3WR2

Ksztatt widma MRJ w przypadku wystgpowania wielu dubletow Pake’a przechodzi w ksztatt

transformaty Fouriera z funkcji Abragama.

3.4.2.1.4 Precyzyjne wyznaczenie amplitudy sygnatu ciala stalego — metoda solid echo

W celu doktadnego wyznaczenia amplitudy S sktadowej statej sygnatu FID oraz czaséw

relaksacji poprzecznej Trc* stosuje si¢ sekwencje dwoch prostopadtych impulséw /2
podawanych w ptaszczyznie xy (prostopadiej do wektora indukcji BO): (T/2)x — T— (T/2),.

Sekwencja taka wydobywa czgsci sygnatu FID, ktére relaksuja szybko (w poréwnaniu z
czasem martwym spektrometru). Drugi impuls powoduje ponowne obrdcenie na ptaszczyzng
xy wektora magnetyzacji zwiazanej ze spinami, czgSciowo zdazyly powrdci¢ do stanu
roOwnowagi, a wigc ze spinami protonéw matrycy statej. Po czasie 7 po podaniu drugiego z

impulséw obserwuje si¢ sygnat solid echo.
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T 27 czas

Rys. 3.3. Sekwencja impulséw stosowana w metodzie solid echo oraz rejestrowany sygnat pochodzacy od jader

szybko relaksujacych (ciata statego).

3.4.2.2 Sygnat cieczowy

W cieczy molekuty wykonuja szybkie ruchy, wigc sktadowa sygnatu zaniku swobodne;j
precesji pochodzaca od protonéw cieczowych, FID; moze by¢ opisana funkcja
eksponencjalna.

W obecnosci wielu poduktadéw spinowych, cieczowy sygnat zaniku swobodnej precesji ma

postac:
t

M —
FID,(t)=Y Le ™ (3.98)

b

j=1
gdzie: L; to amplitudy poszczegdlnych sktadowych cieczowych, a 5, to ich czasy relaksacji
poprzecznej, natomiast M jest liczba poduktadéw spinowych.

3.4.3. Sekwencja Carlla-Purcela-Meibooma-Gilla (CPMG)

Mierzac sygnal zaniku swobodnej precesji po podaniu impulsu 7/2 wyznacza si¢ efektywna
czasy relaksacji poprzecznej T, skrécone przez niejednorodno$ci zewnetrznego pola

magnetycznego. Efekt ten jest niewielki dla frakcji stalej, jednak dla protonéw cieczowych

staje si¢ bardzo znaczny.
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Aby wyznaczy¢ bezwzgledne wartosci czasOw relaksacji sygnatu cieczowego 75, stosuje sig,
po podaniu impulsu 7/2 nastgpujaca po sobie sekwencje impulséw réwnolegtych
© (sekwencja CMPG): (n/2)x —T— 27— Ty—27— T,... . Po podaniu pierwszego impulsu

(1/2), wskutek niejednodnorodno$ci zewngtrznego pola magnetycznego, AB,, magnetyzacja

rozwija si¢ w wachlarz. Podanie po czasie 7 impulsu ® w kierunku osi y’ powoduje
odwrdcenie plaszczyzny x’y’ — precesujace z wigksza szybkos$cia spiny, znajda si¢ z tytu, a
wolniejsze przed nimi. Po czasie 7od podania impulsu 7 najszybsze doganiaja najwolniejsze,
a magnetyzacje znéw si¢ dodaja, tworzac sygnat echa spinowego(echo Hahna). Gdy wektor
magnetyzacji znOw ulegnie rozwinigciu, po czasie 7, podaje si¢ kolejny impuls 7, wywotujacy
powtdrnie zwinigcie. Wskutek relaksacji spinowo-spinowej, kolejne echa spinowe maja coraz

mniejsza amplitudg. Woéweczas ich obwiednia wyznacza sygnat MRJ:

t

FID,()=Le ™ (3.99)

P
T 27 47 67 ver 2P0 cZas
Rys. 3.4. Sekwencja impulséw w metodzie CPMG.
3.4.4. Widmo absorpcyjne
Widmo absorpcyjne G(@) jest transformata Fouriera sygnatu zaniku swobodnej
precesji:
G(w) = j FID(t)e " dt (3.100)
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Jesli czg$¢ sygnatu FID pochodzaca od protondw ciata statlego dobrze opisuje funkcja Gaussa,
wowczas, zgodnie z réwnaniem (3.100), sygnal w domenie czgstosci rOwniez opisany bgdzie

funkcja Gaussa o duzej szerokos$ci potéwkowej Av, wyrazonej w jednostkach czgstotliwosci,

przy czym miedzy czasem relaksacji, a szerokoscia potéwkowa linii zachodzi zwiazek:

_2/In2

T, =
v,

(3.101)

Spiny sa wzbudzane w duzym zakresie czgstoSci wokot czgstosci rezonansowej. W
przypadku, gdy sktadowa stata FID opisana jest funkcja Abragama, jej transformata Fouriera
bedzie zawiera¢ funkcje schodkowa [Derbyshire i in., 2004]. Analiza funkcji schodkowej w
domenie czgstosci jest trudniejsza niz funkcji Abragama w domenie czasu, stad doktadna
analize sygnalu pochodzacego od protondéw ciala stalego prowadzi si¢ prowadzi si¢ na
podstawie sygnatéw FID.

Transformata Fouriera funkcji eksponencjalnej opisujacej sygnal FID pochodzacy od
protonéw cieczowych jest funkcja Lorentza o szerokosci poléwkowej znacznie mniejszej niz
funkcja Gaussa opisujaca czgs¢ pochodzaca od frakcji stalej widma. Spiny cieczowe
wzbudzane sa w znacznie wezszym zakresie czgstosci, ktéory moze by¢ dodatkowo
poszerzany niejednorodno$ciami zewngtrznego pola magnetycznego, ktére w bardzo
niewielki spos6b wptywaty na poszerzenie czesci widma pochodzacego od protonéw ciata

statego.

Domena czasu Domena czesiogci

FT

stalej w domenie czasu i domenie czg¢stosci: a)
funkcja Gaussa — funkcja Gaussa, b) funkcja
Abragama — funkcja Gaussa modyfikowana funkcja
schodkowa, ¢) funkcja Pake’a w domenie czasu —
dublet Pake’a. Rysunek opracowany na podstawie
[Derbyshire i in., 2004].

by |\
T— o )
Rys. 3.5. Zwiazek migdzy sygnalem MRJ frakcji

W ogdlnym przypadku sygnat w domenie czg¢stosci (podobnie jak w domenie czasu) moze

by¢ opisany kilkoma sktadowymi pochodzacymi od frakcji stalej:
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2
il A V-V,
G(v)=) —CF  _exp| -2 | ————| |,
) Z:‘ z1n2Av,, P («/ZanAle) (3.102a)

i cieczowymi

1 Av,,
S 4y, +av? (3.102b)

gdzie Ag; oraz Ay; sa polami pod powierzchnig krzywej Gaussa i Lorentza, Av, oraz Av,ich
szerokosciami poléwkowymi, v, V,, potozeniami ich centréow, a N i M odpowiednio liczba

wyodregbnionych sktadowych statych i cieczowych.

3.4.5 Probki mikroheterogennne

Probki uktadéw biologicznych charakteryzuja si¢ zwykle wystgpowaniem réznych
poduktadéw spinowych. Oprécz podziatu na frakcje stala sygnatlu oraz frakcje cieczowa, we
frakcji cieczowej mozna wyrdézni¢ wigcej niz jeden poduktad. Kazdy z poduktadéw
charakteryzuje si¢ r6znymi czasami relaksacji lub szerokosciami potéwkowymi linii widma .

Na przyktad dla protonéw matrycy statej w polu magnetycznym o wartosci indukcji
By =0.7 T czas relaksacji wynosi T,,* = 20 us. Czas ten mozna utozsamia¢ z T, , gdyz dla
krétkich  wartosci  czas6w relaksacji poprawka wynikajaca z niejednorodnosci pola
magnetycznego (3.83) jest niewielka. Natomiast dla frakcji cieczowej mozna wyréznic¢
poduktad spinéw relaksujacych szybko (7,,* =50 — 180 ps), a odpowiadajacych wodzie
scisle zwiazanej oraz poduktad spinéw relaksujacych wolno (7, *>200 ps), od wody luzno
zwiazane]. Szerokosci poléwkowe linii Gaussa dla pdl magnetycznych o wartosci indukcji
By =7 T opisujacego sygnat 'H-MRJ w domenie czestoéci wynosza Avg =~ 45 kHz, a linii
Lorentza opisujacej sygnat od protonéw cieczowych Avg > 1.5 kHz dla protonéw $cisle

zwiazanych, oraz Avg < 1 kHz dla protonéw luzno zwiazanych.
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3.4.6. Spektroskopia relaksacyjna

Do wyznaczania czasu relaksacji podluznej 77 mozna wykorzysta¢ spektroskopie
relaksacyjna. Metoda polega na podaniu dwéch impulséw — pierwszego T oraz drugiego —
7/2 rozdzielonych czasem © 7T — 7 — /2. Pierwszy impuls obraca magnetyzacjg przeciwnie
do zwrotu osi z laboratoryjnego uktadu odniesienia. W czasie 7 jadrowe momenty
magnetyczne relaksuja podtuznie. Drugi impuls obraca magnetyzacj¢ na ptaszczyzng xy. Czas
T1 mozna wyznaczy¢ na podstawie zaleznosci pola pod powierzchnia widma rejestrowanego
po drugim impulsie (n/2) od czasu migdzy impulsami 7. Pole pod powierzchnia linii,
proporcjonalne do warto$ci magnetyzacji, mozna opisa¢ funkcja eksponencjalna, a w

ogdlnosci suma takich funkcji:

N
M@ =Y M,(1-27") (3.103)
i=1
gdzie N jest liczba sktadowych, M; amplituda, a T jej czasem relaksacji podtuzne;.

3.4.7. Transfer magnetyzacji miedzy ukladami spinow

Aby sprawdzi¢, czy w probce zachodzi transfer magnetyzacji migdzy poszczegdlnymi
poduktadami spinowymi (na przyktad migdzy protonami cieczowymi i protonami fazy statej),
stosuje si¢ sekwencj¢ dwoch impulséw, analogiczng do tej stosowanej w metodzie
spektroskopii relaksacyjnej: T — 7 — /2. Pierwszy z impulséw jest impulsem o niskiej mocy
(tzw. migkkim), wytwarzajacym pole El nie przekraczajace wartosci lokalnych pdl
dipolowych, a wigc nie obracajacym spindéw frakcji statej prébki, drugi jest impulsem o
wysokiej mocy (tzw. impuls twardy). Sekwencja tak dobranych impulséw zwana jest
sekwencja soft — hard. Po migkkim impulsie 7 relaksuja podtuznie jedynie spiny cieczowe.
Jesli transfer magnetyzacji migedzy sktadowa stata i cieczowa nie wystepuje, wowczas po
zastosowaniu twardego impulsu 7/2 dziatajacego na wszystkie sktadowe, obserwuje si¢
niezmieniony (w stosunku do zastosowania pojedynczego, twardego impulsu 7/2) sygnat od
protonéw ciala stalego) oraz sygnal od protonéw cieczowych, tak jak po uzyciu sekwencji

inversion revovery, zmniejszony wskutek relaksacji podtuzne;.
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Rys. 3.6. Sekwencja soft — hard. Magnetyzacj¢ frakcji stalej oznaczono ciemna strzatka, a magnetyzacjg

cieczowa strzatka biatg. Na podstawie: [Rumm, 1992].

Jesli istnieje transfer magnetyzacji migdzy pula spindw frakcji statej 1 frakcji ciektej, w czasie
7 , oprécz relaksacji podtuznej sktadowej cieczowej, zachodzi zmniejszenie magnetyzacji
protonéw ciata stalego kosztem szybszego odrostu magnetyzacji zwiazanej z protonami
cieczowymi. Po zastosowaniu twardego impulsu 7/2, sygnat pochodzacy od protonéw ciata

stalego jest mniejszy niz po zastosowaniu pojedynczego impulsu twardego 7/2.

3.4.8. Zalezno$¢ sygnatu "H-MRJ od poziomu uwodnienia materialu biologicznego

Wielkos¢ sygnatu cieczowego 'H-NMR wyrazona w jednostkach sygnatu statego, L/S
(lub A;/As) moze by¢ traktowana jako miara ilosci wody zwiazanej w probce, Am/my. Jesli w
materiale biologicznym dochodzi jedynie do adsorpcji molekul wody, woéwczas zaleznos¢
L/S(Am/my) jest liniowa. Jesli wyraz wolny jest wigkszy od zera, oznacza to, ze probka
zawiera pewng ilo$§¢ wody zaputapkowanej, niewykrywalnej metodami grawimetrycznym.
Jesli probka zawiera frakcja stata rozpuszczalna we wodzie sygnat cieczcowy MRJ, L, moze
by¢ opisany przez [Haranczyk i in., 1999]:
L=y 0Py oAm+a,pom,, (3.104)

gdzie Am jest masa wody zwiazanej, p,, gestoscia protonowa wody, m, masa
rozpuszczonej frakcji stalej, p, Srednia ggstos$cia protonowa czgsci rozpuszczalnej matrycy

statej, a @, ., sa wspllczynnikami proporcjonalnosci pozwalajacym przeliczy¢ masg

63



mnozong przez gestos¢ protonowa na sygnal MRJ, odpowiednio dla molekut wody oraz dla
czgSci matrycy statej, ktora ulegla rozpuszczeniu. Wspdiczynniki te moga rézni¢ sig¢ od
jedynki na przyktad w obecnos$ci jondw paramagnetycznych w §rodowisku.

Sygnat S pochodzacy od czesci statej probki moze by¢ opisany jako:

S=a,pm,—-a,,pm,, (3.105)
gdzie m, jest sucha masa probki, p, - Srednig ggstoScia protonowa nierozpuszczalnej matrycy
statej, o, «, - wspOlczynnikami proporcjonalnosci dla czg¢sci nierozpuszczalne] matrycy
statej oraz dla czg$ci matrycy stalej, ktéra ulegta rozpuszczeniu.

[los¢ rozpuszczonej frakcji stalej zalezy od $redniego stg¢zenia nasycenia (rozpuszczeniowego)

¢, dla rozpuszczalnej czgsci statej, bowiem:

¢, = 3.106
Y Am+my, (3.106)
Pozwala to na wyznaczenie masy czg¢$ci rozpuszczalnej matrycy stalej:
Moy = Am 3.107
cd 1 —c * ( . )

N

Dokonujac podzielenia zwiazku (3.104) przez (3.105) oraz podstawienia (3.107), po

przeksztalceniach otrzyma¢ mozna:

(1+71‘:S ]Am/mo
L/S(Amimy)=k- . Ccs , (3.108)

-~ ——Am/m

ol-c, °

pc , 5: ps k: aHzoszo .
szo szo U Py

przy czym w réwnaniu (3.100) dokonano podstawien: ¥ =

Jesli zatozy¢, ze w prébce wystgpuja dwa rodzaje wody, a mianowicie woda Scisle 1 woda

luzno zwiazana, wéwczas sygnat cieczowy opisany rownaniem (3.104) mozna rozdzieli¢ na:
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L=L+L,, (3.109)
co prowadzi do:

C, Cs
L=L,+ (“Hzoszo TP, HjAml + (aHzoszo TP, HjAmz ’ (3.110)

S

Jesli jedna z pul wdd jest $cisle zwiazana, wéwczas szybko ulega wysyceniu i mozna przyjac,
ze Am, = m, 1 wtedy:

L m,

b

(3.111)

CS
1-c¢

N

m1+(1+7/ ]-(Am—ml)

Jak wynika z formut (3.108) oraz (3.111) badajac hydratacyjne zaleznosci sygnatu 'H-MRJ

mozna wyznaczy¢ $rednie st¢zenie nasycenia substancji rozpuszczajacych si¢ w prébce.
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4. Izoterma sorpcyjna

Izoterma sorpcyjna opisuje zalezno$¢ masy wody adsorbowanej przez probke w funkcji
wilgotnosci wzglednej otoczenia. Pierwsze proby ilosciowego opisu procesu adsorpcji wody
na powierzchniach podejmowane byly juz na poczatku XX wieku przez Langmuira
[Langmuir, 1918]. Zatozyl on jednowarstwowa sorpcj¢ molekul wody na powierzchni
absorbenta. Krzywa Langmuira poprawnie opisywata zachowanie uktadu dla wilgotnos$ci
wzglednych & < 0.1. Rozszerzenie modelu zostalo zaproponowane w 1938 r. przez
Brunauera, Emetta 1 Tellera. Wyrdznili oni pierwotne i wtérne miejsca wiazace wodg,
zakladajac, ze miejsca wtérne wypetnione sa w tym samym stopniu. Model ten prawidlowo
opisuje dane doswiadczalne dla wilgotnosci wzglednych nie wigkszych niz h = 0.4.
Najog6lniejszy model zostal zaproponowany przez Denta w 1977 roku. Z uwagi, ze jest on
najbardziej ogélny z wszystkich wymienionych, zostanie przedstawione jego szczegétowe

wyprowadzenie.

4.1. Model Denta

Model ten wyréznia dwa rodzaje miejsc wiazacych molekuty adsorbatu: pierwotne —
molekuly wody wiaza si¢ bezposrednio do powierzchni adsorbenta, oraz wtérne miejsca

wiazace — molekuly wody wiaza si¢ do innych molekul, wczesniej juz zwigzanych (Rys.

299$959989353%9%¢ 3

Rys. 4.1. Przylaczanie si¢ molekut wody do adsorbenta wg modelu Denta.
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Jesli przez N oznaczy¢ liczbg wszystkich miejsc wiazacych, a przez S, liczbg tych, do
ktorych nie zaadsorbowana zostala zadna molekuta, S, liczbg¢ tych, do ktérych
zaadsorbowata jedna molekuta, a ogdlnie S; to liczba miejsc wiazacych, do ktérych

zaadsorbowanych zostato i molekut, wéwczas:

Sg+S,+S,+...=N. 4.1)

Niech ap oznacza szybko$¢ wigzania molekut (a — wspéiczynnik przytaczania, p — ciSnienie
atmosferyczne), Cy szybko$¢ ucieczki molekul z pierwotnych miejsc wiazacych , a C

szybkos$¢ ucieczki z miejsc wtérnych. Zaktadajac warunki réwnowagi termodynamiczne;j

as, ds, dS
y 0 = y L= y 2 =..=0), oraz wykorzystujac warunek (4.1) otrzymuje si¢ uktad réwnan:
t t 1

N dt N N

1ds, S, S, S, Sy

- =C—=—-—ap—-C.—+ap——=0 4.2b
N dt N PNTTOONT PN (+:20)
1dSZ S3 SZ SZ Sl
————=C—==ap——-C—+ap— =0

N dt N PN N PN (4.2¢)

ktory pozwala na wyznaczenie liczby miejsc wiazacych i molekut w zaleznosci od Sy ,

bowiem:
S, a S,
P _ 4 Do (4.3a)
N C, p N
S, _aa , So
N C C, p N (4.3b)
Ss_(a Ta 58,
N c) c, p N (4.3¢)

gdzie réwnanie (4.3a) powstaje z przeksztalcenia (4.2a), rownanie (4.3b) z przeksztalcenia
(4.2b) 1 dokonania podstawienia z rOwnania (4.3b) itd.

Prowadzi to do zaleznosSci:

i-1
Si:("j 4 S (4.4)
N \c) ¢," N
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Zaktadajac, ze i jest bardzo duze, wowczas — przy wykorzystaniu warunku (4.1):

S, =S
ooyt 4.5
¥ Z;N (4.5)

. e S .
Poniewaz Z—’ jest suma szeregu geometrycznego, wigc:

i1
a
1-| =

S, (ij

W—H N —(“J : (4.6)
c, )V \c)f

Liczba wszystkich zaadsorbowanych molekut wynosi:

I= i i-S, (4.7)
i=1

Srednia liczba molekut § przypadajaca na jedno miejsce wiazace moze by¢ wyrazona jako:
1

S=1 (4.8)

Wyrazenie (4.8) jest suma nieskonczonej ilosci wyrazéw ciagu arytmetyczno-

geometrycznego:
§=3idioa % 1+2(ﬁj +3(ﬁJ2 2+4[3j3 ty (4.9)
N COPN c) " \c)? c)? Tl '

My

Wykorzystujac zalezno$¢ (4.6):

S = . 4.11)
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Wprowadzajac oznaczenia: h = i , b= 4 Do > b= 4 Do
Po C, C

b,h

S = b+ bh—bh)

(4.12)

Srednia liczbe molekut przypadajaca na jedno miejsce wiazace mozna zapisaé przy pomocy
roOwnania (4.8) lub odwota¢ si¢ bezposrednio do masy zaadsorbowanej wody. Liczba
wszystkich zaadsorbowanych molekut I jest proporcjonalna do catkowitej masy wody
zaadsorbowanej Am, a liczba miejsc wiazacych N do masy wody, AM ktéra wysycilaby
pierwotne miejsca wigzace , wobec tego:

< I Am bh
S=—= = . (4.13)
N AM  (1-bh)(1+bh—bh)

Przeksztalcajac powyzsze rownanie (4.13) oraz normalizujac do suchej masy adsorbenta m,

otrzymuje si¢ rOwnanie izotermy sorpcyjnej Denta:

Am _ AM b,h
m, m, (1—bh)(1+bh—bh)’

(4.13)

Nalezy zauwazy¢, ze na mocy réwnania (4.4) stosunek ilosci miejsc wigzacych i+1 molekut

do ilo$ci miejsc wiazacych i molekut wody (i >1) dany jest przez:

(aji a S,
= | = piEL
Sia _ c) C, a

N

= . = p

S (aJla Sy
c) ¢, w

Z kolei stosunek liczby miejsc, do ktérych nie jest zwigzana zadna molekuta do liczby miejsc,

(4.14)

do ktérych zostala zwigzana jedna molekuta, na podstawie rownania (4.3a) wynosi:

Sy
i: N :& 4.15
S ipi ap “415)
C, N

Gdy wilgotnos¢ wzgledna h = 1, wowczas p = pp i rOwnania (4.14) i (4.15) sa dane przez:
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Sia a
~ 1 =Po=b 4.16
s, ¢ Py ( )
oraz:
e @Po b,

W modelu zaproponowanym przez Denta, parametr b jest stosunkiem szybkos$ci przylaczania
molekut wody do szybkosci ich odtaczania dla miejsc, do ktérych zwiazana jest przynajmniej
jedna molekuta w warunkach nasycenia (h = 1). Jednocze$nie jest to stosunek liczby miejsc
wigzacych i+/ molekut do liczby miejsc wiazacych i molekut. Dent zatozyl, ze stosunek ten
jest staty dla kazdego i=1. Z kolei odwrotno$¢ parametru b; wyraza stosunek liczby
nieobsadzonych miejsc, do liczby miejsc wiazacych jedna molekulg i jest miarg hydrofobosci

powierzchni wiazacych.
4.2 Model BET

Model wiazania molekul adsorbatu do powierzchni adsorbenta zaproponowany przez
Brunauera, Emetta i Tellera zaktada, ze w warunkach nasycenia szybko$¢ wiazania molekut
apo 1 szybkos¢ ich odtaczania, C, od wtérnych miejsc wiazacych jest taka sama [(patrz (4.2)],
co prowadzi do wniosku, ze stosunek liczby miejsc wiazacych i+ molekul wody do miejsc
wiazacych i molekut wody wynosi b = 1, co oznacza, réwnos¢ liczby S, ;1 S;.
Prowadzi to, po potozeniu w réwnaniu (4.13) & =1 do réwnania izotermy BET:

Am AM b.h
m, m, (1-h)1+bh—h)

(4.18)

29129599,

Rys. 4.2. Przytaczanie si¢ molekutl wody do adsorbenta wg modelu BET.
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4.3. Model Langmuira

Pierwszy matematyczny model opisujacy wiazanie molekul adsorbatu do powierzchni
adsorbenta zaktadal jednowarstwowos$¢ - istnienie jedynie pierwotnych miejsc wiazacych, co
oznacza, ze molekulty mogly si¢ wiaza¢ jedynie do powierzchni adsorbenta. Réwnanie
izotermy sorpcyjnej Langmuira mozna otrzymac poprzez potozenie b = 0 w rownaniu (4.13):

Am _AM b
m, m, 1+bh

(4.19)

PP TTRRT PP P

Rys. 4.3. Przytaczanie si¢ molekul wody do adsorbenta wg modelu Langmuira.

4.4. Poréwnanie modeli Langmuira, BET i Denta

Rysunek 4.4 przedstawia wynik symulacji pokazujace réznice migdzy modelami opisujacymi
proces przytaczania si¢ molekut wody do adsorbenta. Jak juz wspomniano, model Langmuira
jest najprostszym modelem, ktéry poprawnie opisuje ten proces dla niskich pozioméw
wilgotno$ci wzglednej, w ktérej nastgpuje proces adsorpcji. Réznice miedzy modelem
zaproponowanym przez Brunauera, Emetta i Tellera, a najogélniejszym modelem Denta staja

si¢ widoczne dla pozioméw wilgotnos$ci wzglednej wyzszych niz 40%.
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Rys. 4.4. Symulacja poréwnujaca modele Langmuira, BET i Denta izotermy sorpcyjnej. Do symulacji uzyto

parametréw o warto$ciach: AM/my = 0.047, b = 0.95, 1/b, =0.002 (b, =500) .

4.5 Forma paraboliczna izotermy sorpcyjnej

Dane doswiadczalne zalezno$ci zaadsorobowanej masy wody w jednostkach suchej

masy od wilgotno$ci wzglednej otoczenia czgsto przestawia si¢ w formie paraboliczne;j.

Dzielac h przez rownanie (4.13) otrzymuje sig:

h 2
=A+B-h—C-h
AT (4.20)

gdzie: A, B, C sa wspolczynnikami izotermy sorpcyjnej Denta wyrazonej w formie

parabolicznej, zwiazane ze wspotczynnikami w formie sigmoidalnej nastgpujaco:

AM (4.21a)
== b,

M, (4.21b)

M, (4.21c¢)
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Transformacja odwrotna do (4.21) pozwalajaca wyliczy¢ wspétczynniki izotermy sorpcyjnej
Denta w formie sigmoidalnej na podstawie znanych wspoétczynnikéw w formie paraboliczne;j
ma postac:

AM 1

= 422
m, /B> +4AC (4.222)

2
b= B°+4AC -B (4.22b)
2A

2
BT +4AC (4.22¢)

A

b, =

W przypadku modelu BET, w réwnaniach transformacyjnych (4.21) i (4.22) nalezy potozy¢

b =1, co sprowadza si¢ do warunku:

B=C-A (4.23)

1 prowadzi do rownania izotermy BET w formie paraboliczne;:

h

Am/m,

=A+(C-A)-h—C-h* (4.24)

W przypadku monowarstwy Langmuira danych nie przedstawia si¢ w tej formie, bowiem

warunek b = 0, na podstawie (4.22b), oznacza, ze C = 0, co sprowadza si¢ do liniowej

zaleznoSci (h) (rysunek 4.5):

my,
h
Am/m,

=A+B-h (4.25)

Poréwnanie teoretycznych krzywych danych réwnaniami (4.20), (4.24) i (4.25) przedstawia
Rysunek 4.5.
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Rys. 4.5. Symulacja poréwnujaca modele Langmuira, BET i Denta dla danych przedstawionych w formie
parabolicznej. Do symulacji uzyto parametréw o wartosciach: AM/my = 0.047, b =0.95, 1/b; = 0.002 (b, = 500)

Wszystkie krzywe przechodza przez punkt o wspétrzednych (0, A), natomiast cecha
charakterystyczng krzywej opisujacej model BET jest to, ze przechodzi ona réwniez przez

punkt o wspoétrzednych (1,0) — jej maksimum przypada na wilgotnos¢ wzgledna i = 0.5.
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III. METODY BADAN

5. Materialy i metody

5.1. Probki

Zmierzono pleche grzyba zliechnizowanego Cetraria aculeata (Schreb.) Fr.
pochodzacego z siedlisk na wyspach Archipelagu Szetlandéw Poludniowych, Antarktyda
Oceaniczna. Analizowano trzy grupy prébek:

(1) plech zebranych na Wyspie Krola Jerzego w 1987 r., a wykorzystanych do pomiaréw
temperaturowych '"H-MRJ w domenie czasu dla niskich zakreséw uwodnief (Am/my = 0.039
—0.199, gdzie Am to masa wody zwiazanej w plesze, za$§ my to sucha masa plechy),

(1) plech pochodzacych z Wyspy Pingwinéw, zebranych w 2009 r. — wykorzystanych w
pomiarach temperaturowych 'H-MRJ w domenie czasu dla uwodnieh w zakresie Am/my od
0.499 do 0.964, w pomiarach temperaturowych w domenie czgsto$ci oraz w pomiarach
hydratacyjnych, kalorymetrii réznicowej, skaningowej mikroskopii elektronowej,
kalorymetrii czynnos$ciowej, wreszcie aktywnosci fotosynetycznej.

(iii) plech zebranych na Wyspie Kréla Jerzego w 2009 r. w dzien pochmurny i dzien
stoneczny — wykorzystywanych w badaniu proceséw zwiazanych z wplywem poziomu
fotosyntezy na rozpuszczanie frakcji statej plechy.

Przed pomiarami material przechowywany byt w zielniku Instytutu Botaniki
Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Poziom uwodnienia plech wyznaczany byl grawimetrycznie przy uzyciu wagi
RADWAG, typ WAX 110 (doktadnos¢ skali 0.00001 g).

Sucha mase¢ plech wyznaczono poprzez prazenie ich w temperaturze 70°C przez 72 h.
Z uwagi na mozliwo$¢ dekompozycji materialu badawczego, wyzsze temperatury prazenia

nie byty uzywane [Gaff, 1977].
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5.1.1. Oznaczenie Zywotnos$ci probek

Testy zywotno$ci wykonane zostaly przy uzyciu bigkitu metylenowego. Wykonano
przekroje poprzeczne plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata 1 barwiono je 3
minuty w roztworze alkoholowym bigkitu metylenowego. Nastgpnie, z wykorzystaniem
mikroskopu optycznego (powigkszenie 500 razy) obserwowano zabarwienie komorek
komponentu glonowego. Komoérki zywe nie sa barwione (barwnik przenikajacy do wnetrza
komorek jest usuwany przez mechanizmy obronne komoérek). Wybarwiaja si¢ natomiast
komorki martwe, u ktérych takie mechanizmy nie dzialaja. Dla kazdego okazu analizowano
po trzy przekroje z r6znych miejsc plechy, w kazdym zliczajac minimum 100 komorek.
Doktadna liczba analizowanych komorek zalezata od obfitosci ich wystgpowania w danym

fragmencie plechy.

5.2. Metody badawcze

5.2.1. Kinetyka hydratacji i dehydratacji, izoterma sorpcyjna

Kinetyke dehydratacji plech grzyba zlichenozowanego Cetriaria aculeata prowadzono
w temperaturze pokojowej nad powierzchnig zelu krzemionkowego, rejestrujac ubytek masy
w funkcji czasu.
Kinetyk¢ hydratacji prowadzono w temperaturze pokojowej z fazy gazowej w eksykatorach
nad nasyconymi roztworami wybranych zwiazkéw chemicznych lub wody. Wilgotno$¢

wzgledna Srodowiska byta okreslona rodzajem substancji (Tabela 5.1).

substancja h = p/py substancja h = p/py
H;PO, 0.09 Na,S,03 0.76
CaCl, 0.32 K>CrOs 0.88
K,CO; 0.44 Na;SO4 0.93
Na,Cr,07 0.52 K>SOy 0.97
NH4NO; 0.63 H,0 1

Tabela 5.1. Wilgotnos$ci wzglgdne nad powierzchniami przesyconych roztworéw wybranych substancji.
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5.2.2 Pomiary w MRJ w domenie czasu

5.2.2.1 Relaksometr

Pomiary MRJ w domenie czasu zostaly wykonane przy uzyciu relaksometru
impulsowego HB65 Waterloo NMR Spectrometers, Waterloo, Ontario, Kanada, pracujacym
na czestotliwosci 30 MHz, w polu magnetycznym o warto$ci indukcji pola magnetycznego By
= 0.7 T. Moc stosowanych impulséw /2 wynosita 400 W i1 pozwolila zaobserwowac sygnat
zaniku swobodnej precesji pochodzacy od protondéw ciata statego jak i protonéw cieczowych.

Pomiary sygnatu zaniku swobodnej precesji wykonano stosujac pojedynczy impuls 7/2
o dlugosci 1.5 ps. Czas martwy spektrometru wynosit 9.8 ps, a czas repetycji 2.003 s. Kazda
seria pomiaréw sktadata si¢ ze 120 punktéw pomiarowych (9.8 — 1430 us), ktére zostaty
podzielone na trzy grupy:

(1) 9.8 =25 ps, 40 punktéw, z odstgpem czasowym 0.4 ps,

(i) 25 —225 ps, 40 punktéw, z odstgpem czasowym 5 s,

(1i1) 225 — 1430, 40 punktéw, z odstgpem czasowym 30 ps.

W przypadku pomiaréw hydratacyjnych wynik pomiaru byl usrednieniem 2000 akwizycji i
trwal 68 minut, natomiast w przypadku pomiaréw temperaturowych — 1000 akwizycji (34
minuty).

W pomiarach solid echo stosowano sekwencj¢ dwoch przesunigtych w fazie o 90° impulséw

7/2. Odstep miedzy nimi wynosit 15 ps. Wynik pomiaru byt usrednieniem 1000 akwizycji.
5.2.2.2. Schemat blokowy relaksometru

Spektrometr MRJ, oprécz magnesu wytwarzajacego pole éo, sktada si¢ z toru

nadawczego oraz toru odbiorczego. Tor nadawczy generuje impulsowe = sily
elektromotoryczne, natomiast tor odbiorczy rejestruje odpowiedz prébki. Gtowica pomiarowa
jest elementem laczacym oba tory. Rysunek 5.1 przedstawia schemat blokowy relaksometru.

Ponizej opisano najwazniejsze bloki.

K1: Generator czestotliwos$ci. Jest odpowiedzialny za wytworzenie czgstotliwosci nosnej i
jej stabilizacje. Ze zrédia sygnatu sinusoidalnego podawana jest czestotliwos$¢ z zakresu 85 —

145 MHz. Uktad odpowiedzialny jest za odj¢cie od niej 80 MHz i stabilizacjg.
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K6. Przesuwnik fazowy. Zmienia w zadany sposéb faze sygnatu poczatkowego.

K2. Programator impulséw. Sumuje sygnaty z blokéw K1 i K5 przez co wytwarza impulsy
pomiarowe.

K3: Filtr czestotliwosci. Jest odpowiedzialny za odcinanie sktadowych harmonicznych, ktére
mogtyby by¢ wzmocnione przez wzmacniacz mocy.

K4: Wzmacniacz mocy impulsow.

Przedwzmacniacz: Po dokonaniu pomiaru sygnat jest wstepnie Wwzmacniany.
Przedwzmacniacz, przy pomocy bloku Matching, dopasowuje zawad¢ wyj$cia wzmacniacza
do wejscia glowicy pomiarowej w taki sposob, aby eliminowac¢ odbicia mocy sygnatu. Jest to
takze element oddzielajacy tor nadawczy od toru odbiorczego.

Glowica pomiarowa. Laczy tor nadawczy i odbiorczy. Jej gtéwny element, to cewka,
wewnatrz ktorej umieszczana jest badana prébka.

K7: Wzmacniacz sygnatu. Element odejmujacy czgstotliwo$¢ no$na i wzmacniajacy sygnat.
Uzytkownik, przy pomocy bloku GAIN, ustala odpowiednia wielko$¢ wzmocnienia sygnatu.
Phase Diode: Uktad detekcji diodowej uzywany do doktadnego strojenia impulséw 7. Z
uwagi na nieliniowos$¢, nie jest wykorzystywany do pomiarow.

K9: Filtr dolnoprzepustowy. Przygotowuje sygnat do wyjscia.

5.2.2.3 Regulator temperatury

Regulacjg 1 stabilizacj¢ temperatury uzyskano przy pomocy regulatora UNIPAN 650.
Jego schemat blokowy zostal przedstawiony na Rysunku 5.2. Na podstawowe elementy
regulatora sktadaja si¢: mostek oporowy, wzmacniacz pomiarowy, uktad korekcyjny PID oraz
tyrystorowy wzmacniacz mocy.

Mostek. Zasilany napigciem zmiennym wytworzonym przez generator. Sklada si¢ z dwéch
galezi - platynowego czujnika pomiarowego, pracujacy w zakresie temperatur =200 — 500°C.

umieszczonego przy probce oraz nastawy temperatury przyjmujacej roézne wartosci
rezystancji ustalanej przy pomocy trzech przetacznikow wyskalowanych w °C. Inna niz
zadana temperatura uktadu powoduje pojawienie sig napigcia na przekatnej mostka, ktore jest
wzmacniane, poddane korekcji PID i wykorzystane, by sterowa¢ moca grzejna termostatu.
Czuto$¢ mostka wynosi 0.4 mV/°C.

Wzmacniacz pomiarowy regulatora. Sktada si¢ z trzech elementéw: wzmacniacza pradu

zmiennego, prostownika (synchronizacja przy pomocy generatora) i wzmacniacza pradu
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stalego. Wzmocnienie uktadu regulowane jest przez uzytkownika za pomoca pokretel
znajdujacych sig na ptycie czotowe;.

Miernik wychylowy. Stuzy §ledzeniu zmian temperatury prébki. Wskazéwka miernika moze
porusza¢ si¢ migdzy dwoma skrajnymi polozeniami oddalonymi o dziesie¢ jednostek od
polozenia réwnowagi (temperatura termostatu réwna temperaturze zadanej). Wychyt
wskazowki réwnoznaczny jest z niezrOwnowazeniem mostka i uruchomieniem pgtli
sprzgzenia zwrotnego majacego na celu obnizenie lub podniesienie temperatury termostatu.
Dostgpne sa cztery zakresy czutosci C, przy ktérych wychylenie wskazowki o dziesigc
jednostek odpowiada réznicy temperatur

20000
K

p

AT =%

C (5.1)

od zadanej. Zakresy czutosci to C=1°C;0.1°C, 0.01°C lub 0.001°C, a K, jest calkowitym

wzmocnieniem.

Uklad PID. Jest uktadem korekcyjnym, ktérego sygnal wyjsciowy stanowi suma sygnatow
proporcjonalnych do btedu regulacji (P), catki biedu regulacji (I) i pochodnej sygnatu btedu
regulacji:

B L dE(1)
P+I+D—Em+sz®ﬁ+E — (5.2)

gdzie E(t) jest sygnalem biedu regulacji, 7,— czasem catkowania, a 7,— czasem

rézniczkowania. Odpowiednie ustalenie czasu catkowania i rézniczkowania, co przektada sig
na okreslony stosunek P, 11 D, dobierane jest dla konkretnego typu termostatu.
Tyrystorowy wzmacniacz mocy regulatora. Umozliwia zmiang mocy grzejnika w zakresie
od 0 do 150 W (gdy opdr grzejnika R wynosi 19 Q) lub 0 — 2500 V / R, gdy opor ten jest
wigkszy.

Podczas wykonywania pomiaréw temperaturowych w domenie czasu wzmocnienie

wzmacniacza pomiarowego miato warto§¢ K, = 1600, a zakres czutosci miernika

wychylowego: C = 0.01°C. Doktadnos¢ pomiaru temperatury, wedtug formuty (5.1), wynosi
AT =+0.125°C dla pelnego zakresu pomiarowego.

Badane plechy grzybéw zlichenizowanych ochtadzane byly w strumieniu par cieklego
azotu, ktérego tempo odparowywania regulowano przy pomocy wewngtrznej grzatki
umieszczonej w dewarze. Strumien gazu byt ogrzewany do zadanej temperatury przy pomocy

stabilizowanej przez regulator temperatury UNIPAN 650 grzatki.

79



SYNTHES. [N

(T}—HOMHZ (T}—HUHHZ ' (%3%}%(%% G
L] |®

®

£ PHASE LOGIC

[psc 2-1 H sratv ]
|

® [Psta 290 l

J

3— POWER SURLY

V2LV RV ISV ASV; +5V

LS 707

SYNTHES. EXT.
: @— &S
MODULATOR
Ll £ XTAL 1

XLz ]

| — RF PULSE _¢
DEAD TIME ° %

PsCc2-1 H osra1 M
i st LOCAL OSCILATOR
S -65MHz
& AHS59 AH 402 l
—5 MATCHING S
POWER I r ‘m‘!’ i
AMPLIFIER {L\ PREAMPLIFIER
’d
i
%,.
FROEEHEAD

Rys. 5.1. Schemat blokowy regulatora spektrometru impulsowego HB56.
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Rys. 5.2. Schemat blokowy regulatora temperatury UNIPAN typ 650: 1 — mostek oporowy, 2 — generator,
3 — wzmacniacz pradu zmiennego, 4 — prostownik, 5 — wzmacniacz pradu statego, 6 — wzmacniacz pradu statego
(poza petla regulacyjna), 7 — miernik wychylowy, 8 — przetacznik klawiszowy, 9 — uktad korekcyjny PID, 10 —

tyrystorowy wzmacniacz mocy, 11 — wewngtrzny termostat, 12 — termostat - badany uktad cieplny.
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5.2.3 Pomiary w domenie czg¢stosci

Pomiary w domenie czgsto$ci zostalty wykonane przy uzyciu spektormetru Bruker
Avance III, OneBay, Bruker Biospin. Czgstotliwos¢ pracy dla protonéw wynosi 300.14 MHz.
W sktad uktadu pomiarowego wchodza takze: magnes nadprzewodzacy typu wide bore

’1 (Srednic otworu 89 mm) o wartosci indukcji pola

magnetycznego By = 7 T, glowica pomiarowa wysokiej
mocy na zakresy PF_'Hi""N-"'p, stacja robocza z
oprogramowaniem TopSpin 3.0 dostarczonym przez
producenta, a takze regulator temperatury. Tak
wyposazony system umozliwia pomiary zarOwno w
domenie czgstosci (rejestrowanie widm MRIJ), jak i w
domenie czasu (pomiary relaksacyjne) dla wszystkich
najwazniejszych nuklidow obecnych w uktadach
biologicznych, w tym: IH, 2D, 13C, 19F, Na czy 3p,
Rys. 5.3. Spektrometr Bruker Avance III.

Wszechstronne oprogramowanie eksperymentu MRJ najnowszej generacji pozwala na
uzywanie wszystkich powszechnie stosowanych metod impulsowych MRJ. Wysoka moc
impulsu umozliwia badania obiektow biologicznych zaréwno o naturze ciata statego jak i1
cieczy w szerokim zakresie temperatur.

Pomiary widm 'H-NMR wykonano przy uzyciu impulsu ©/2 o mocy 400 W i czasie
trwania od 1.7 do 2.1 us. Czas repetycji wynosit 2 s. Kazde widmo powstato z 40 akwizycji.

Laczny czas pomiaru wynidst okoto 2 minut.
5.2.3.1 Spektrometr

AQS (Blok kontroli akwizycji, Acquisition Control System): Cz¢$¢ SGU (Signal Generate
Unit) bloku odpowiedzialna jest za generowanie impulséw czgstotliwosci radiowych
wykorzystywanych do pobudzenia probki, a cz¢s¢ DRU (Digital Receiver Unit) za odbieranie

1 wzmocnienie sygnaléw z badanej probki.

System wzmacniaczy: wzmacnia generowany przez jednostk¢ SGU sygnat.
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HPPR (Przedwzmacniacz wysokiej wydajnosci, High Performance Preampfiler):
Zadaniem jednostki jest transmisja 1 filtracja uprzednio wygenerowanego i wzmocnionego
przez system wzmacniaczy sygnatu do cewki nadawczo — odbiorczej (tor nadawczy), w ktorej
umieszczona jest badana prébka. Wzmacnia takze sygnal generowany przez prébke po

pobudzeniu jej odpowiednimi impulsami (tor odbiorczy).

BSMS (System kontroli magnetycznej, Bruker Smart Magnet System): jednostka
odpowiedzialna za utrzymanie stalego pola magnetycznego — stabilizacj¢ 1 kompensowanie
jego niejednorodnosci. Stale pole magnetyczne o wartosci indukcji By = 7 T wytwarzane jest
przez magnes nadprzewodzacy pracujacy w temperaturze ciektego helu (okoto -270 °C). W
celem izolacji termicznej mi¢dzy otoczeniem a magnesem stosuje si¢ warstwe ciekltego azotu

(o temperaturze wynoszacej okoto -196°C).

5.2.3.2 Regulacja temperatury

Za regulacj¢ temperatury odpowiedzialna jest jednostka VTU (Variable Temperature
Unit). Wiasciwa cz¢$¢ ukladu regulujacego temperaturg stanowi termopara petniaca funkcje
termometru, grzatka oraz linia azotowa — z wbudowana grzatka wewngtrzng zwigkszajaca
szybkoS¢ parowania azotu (element chiodniczy). Uklad pracuje w sprz¢zeniu zwrotnym

regulowanym przez VTU, ktéra jest kontrolowana z poziomu programu TopSpin 3.0.
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5.2.4. Skaningowa kalorymetria réznicowa (DSC)

Pomiary kalorymetryczne plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata zostaty
wykonane przy uzyciu kalorymetru réznicowego DSC Pyrys 1, PerkinElmer. Jest to
kalorymetr kompensacyjny, w ktérym istota pomiaréw jest rejestracja mocy elektrycznej
potrzebnej do utrzymania zerowej réznicy temperatur migdzy dwoma poduktadami:
mierzonej probki S (sample) oraz odniesienia R (reference). Uktadem odniesienia jest
wzorzec — substancja, ktéora w badanym przedziale temperatur nie ma przejs¢ fazowych lub —
jak w przeprowadzonych pomiarach — puste naczynko kalorymetryczne. Na kazdy z
poduktadéw S i R sklada si¢: aluminiowy pojemnik wypetniony odpowiednio probka i

wzorcem, platynowy termometr oporowy oraz grzejnik.

P
7, — T |
H, I H |

Rys. 5.5. Uproszczony schemat kompensacyjnego kalorymetru DSC [Wrébel, Marzec, 2006].

Réznica chwilowej mocy dostarczanej probce oraz wzorcowi w zaleznosci od temperatury
jest krzywa DSC. Jesli w badanym zakresie temperatur préobka nie ma przej$¢ fazowych,
utrzymanie statej temperatury mig¢dzy uktadami S i R nie wymaga nakladu dodatkowe;j
energii, poza ta wynikajaca z ré6znych pojemnosci cieplnych prébki i wzorca. Jesli natomiast
badana prébka ma przejscie fazowe, wiaze si¢ to z silng zmiang mocy grzatki prébki lub
wzorca (w zaleznosci od kierunku zmian temperatury), objawiajaca si¢ pikiem na krzywe;j
DSC. Pole powierzchni pod pikiem jest proporcjonalne do entalpii przejscia fazowego na

jednostk¢ masy, AH:



_J‘dW dt

AT =k - j—dT KA.
o (5.3)

gdzie: C;—v:/ jest chwilowa réznica dostarczanej mocy na jednostk¢ masy migdzy uktadami S i

R, k :% odwrotnoscia zadanej, stalej szybkoSci zmian temperatury, A = jdd—WdT
TA

powierzchnig pod pikiem DSC, T4, Tp - temperaturami, miedzy ktérymi zaobserwowano
silng zmian¢ mocy grzewczej. W prowadzonych pomiarach masa pojedynczej préobki
wynosita od 7.8 mg do 8.1 mg. Niepewno$¢ wyznaczenia temperatury nie przekraczata 0.5% .

Btad wartoSci entalpii nie byt wigkszy niz 2% [Mikuitko, 2006].

5.2.4.1 Skalowanie kalorymetru

Wykonano pomiar kontrolny dla kropli wody destylowanej o masie 4 mg (Rys. 5.6).
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= ] ochtadzanie
E 1004 | —— ogrzewanie ]
o | [tempo: 20°C/min
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3004 HO i Rys. 5.6. Skalowanie kalorymetru DSC.

L S S AL S Ochtadzanie (krzywa niebieska) i ogrzewanie
-60 -50 -40 -30 -20 -10 O 10 20
t [OC] (krzywa czerwona) prébki wody destylowanej.

Pomiary DSC dla wody destylowanej ujawnity dla ogrzewania obecno$¢ piku o centrum w

temperaturze 6.3°C i onsecie 0.6°C. W przypadku ochtadzania kropla wody ulegta

przechtodzeniu do temperatury -14°C.

5.2.5 Mikroskopia elektronowa

W mikroskopii elektronowej naswietla si¢ probke wiazka elektronéw przyspieszonych

napigciami rz¢du kilkunastu do kilkudziesigciu kilowoltéw. Moze doj$¢ do rozproszen:
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(1) niesprgzystych, kiedy oddziatujace elektrony wiazki traca czg$¢ swojej energii kinetycznej
lub z samego materiatu probki wybijane sg elektrony (elektrony wtérne)

(i1) sprezystych, gdy elektrony wiazki sa odbijane od powierzchni probki bez utraty energii
(elektrony wstecznie rozproszone).

Aby zmniejszy¢ prawdopodobienstwo oddziatywania elektronéw z czastkami znajdujacymi

si¢ w atmosferze, pomiaréw dokonuje si¢ w wysokiej prézni (ciSnienia mniejsze niz 10 Pa).

Poniewaz dlugos$¢ fali materii zwiazana z przyspieszonymi elektronami jest rzedu 50 pm,

mozliwe staje si¢ wykonanie znacznie ostrzejszych obrazéw niz przy uzyciu mikroskopii

optycznej oraz powigkszenia do 200 000 razy.

Pomiary skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) zostaty wykonane przy pomocy
mikroskopu elektronowego Hitachi S-4700 z emisja polowa (zimna katoda) pracujacego przy
napigciu przyspieszania elektronéw wynoszacym 20 kV. Mikroskop wyposazony jest w
spektrometr energii (Energy Dispersive Spectrometer Vantage) z detektorem chtodzonym
ciektlym azotem, niezalezne dwa detektory elektronéw wtérnych (Secondary Electrons
Detector), detektor elektrondw wstecznie rozproszonych (Backscattered Electrons Detector)

typu YAG oraz detektor luminescencji katodowej MiniCL GATAN.

5.2.6 Mikrotomografia komputerowa

Mikrotomografia komputerowa jest metoda wykorzystywana do obrazowania struktury
przestrzennej probek biologicznych, in vivo. Polega na obserwacji stopnia ostabienia wiazki
promieniowania rentgenowskiego przechodzacej przez obrazowany material. Podstawowe
elementy uktadu to lampa rentgenowska, bedaca zrédlem promieniowania oraz detektor
potprzewodnikowy rejestrujacy ostabiona wiazke fotonéw po przejSciu przez material.
Tréjwymiarowe odtworzenie struktury jest mozliwe dzigki ztozeniu wielu skanéw
wykonanych pod ré6znymi katami. W tym celu badana probka obraca si¢ wokoét linii lampa
rentgenowska — detektor.

Napigcia hamujace elektrony w lampie rentgenowskiej zaleza od rodzaju obrazowanego
materiatu. Dla prébek biologicznych (niskie zdolno$ci pochianiania promieniowania) sa to
niskie napigcia rzgdu kilkudziesigciu kilowoltow.

Uzyty w eksperymencie mikrotomograf Nanotom S pracuje z lampa rentgenowska o
mocy 57 W 1 napigciem hamujacym do 180 kV. Jest to napigcie wystarczajace nie tylko do

obrazowania probek biologicznych, ale i probek silnie pochtaniajacych promieniowanie
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rentgenowskie (np. metali). Maksymalny rozmiar préobek, ktére moga by¢ obrazowane wynosi

okoto 10 cm.

5.2.7 Fluorymetria

Badania aktywnosci fotosyntetycznej plech grzyba zlichenizowanego Cetriaria
aculeata przeprowadzono przy uzyciu zestawu Open FluorCam FC 800-O, Photon System
Instruments, ktérego gtéwnymi elementami sa: cztery diody LED o$wietlajace pole badawcze
fotosyntetycznie czynnym Swiatlem czerwonym oraz kamera rejestrujaca sygnat fluorescencji
probki, ktéry dalej przesylany jest do komputera. Geometria uktadu pozwala dobraé
odpowiednie katy oswietlenia oraz odleglo§¢ diod LED od prébki. Maksymalny obszar
obrazu w zaleznosci od stosowanych diod wynosi od 13 cm X 13 cm do 20 cm x 20 cm.

Dane uzyskane przy uzyciu fluorymetru zostaly opracowane przy uzyciu programu
FluorCam 7.0, Photon System Instruments, analizujacego minimalny 1 maksymalny poziom
fluorescencji oraz, w oparciu o te dane, wyznaczajacego poziom aktywnosci fotosyntetycznej
(réwnanie (5.8)). Uzytkownik programu ma mozliwos¢, w obrgbie badanego pola, wybrania
obszaréw, dla ktérych poziom ten bgdzie liczony oddzielnie oraz usrednienia wyniku po
catym polu badawczym.

Fotosystem II (PS II) stanowi jedna z najistotniejszych cze¢sci aparatu fotosyntetycznego
fotobiontéw, bowiem odpowiedzialny jest za absorpcj¢ energii Swietlnej, wykorzystywanej
do katalizy czasteczek wody. Badania aktywnos$ci fotosyntetycznej fotosystemu II opieraja
si¢ na analizie energii oddanej przez naswietlona probke $wiattem o dtugosci fali 680 nm
(maksymalna wydajnos$¢ PS II) w postaci fluorescencji.

Energia E zaabsorbowana przez PS II po czgs$ci wykorzystywana jest w procesie fotosyntezy

(P), a po czgsci rozpraszana w postaci fluorescencji F oraz energii cielnej Q:

E=P+F+Q 5.4
Przez wydajnos¢ fotosyntezy Ppg; rozumie si¢ stosunek energii wykorzystanej w tym
procesie do catkowitej energii zaabsorbowanej przez fotosystem II:

o _P_E-(F+0)
PSII E E

Zaktadajac, ze Ppgy dla danego ukladu jest stala, to znaczy nie zalezy od energii

(5.5)

zaabsorbowanej przez PS II, energia Q oddana w procesach cieplnych jest funkcja F, a wtedy

energia rozproszona D:

87



D = F+Q=D(F) (5.6)
jest takze funkcja F, co prowadzi do:

E—-D(F)
D gy :T

Jesli prébka zostanie o$wietlona stabym $§wiatlem czynnym fotosyntetycznie, wéwczas

(5.7)

zarejestrowany poziom fluorescencji bgdzie miernikiem strat D. Jesli natomiast oswietli¢
probke mocnym $wiattem, wéwczas proces fotosyntezy zostanie wysycony i zablokowany, a
energia wypromieniowana Ww procesie fluorescencji bedzie odpowiadata energii
zaabsorbowanej. Wobec powyzszego aktywno$¢ fotosyntetyczna mozna przedstawi¢ jako

stosunek:

(5.8)

gdzie F, jest maksymalna, a Fy minimalng warto$ciag energii wydzielanej w procesie

fluorescencji przez badang probke.

5.3 Numeryczne opracowanie danych

Dane pomiarowe dotyczace pomiarOw NMR w domenie czasu wykonano przy uzyciu
programéw: CracSpin, powstalego w Zakladzie Radiospektroskopii Uniwersytetu
Jagiellonskiego oraz komercyjnie dostgpnego oprogramowania Origin 7.0.  Kinetyki
dehydratacji, hydratacji, izotermy sorpcyjne, dane uzyskane w pomiarach MRJ w domenie

czgstosci a takze fluorymetrii wykonano przy uzyciu programu Origin 7.0.

5.3.1 Program CracSpin

Program CracSpin, powstal jako narzgdzie do analizowania sygnatéw MRJ, migdzy
innymi do analizy zaniku swobodnej precesji. Wykorzystuje algorytm Marquarta.
Jednowymiarowa procedura programu CracSpin umozliwia dopasowanie zlozenia funkcji
Gaussa (maksymalnie dwie skladowe) i1 funkcji eksponencjalnej (maksymalnie siedem
sktadowych), jak réwniez funkcji stretched exponential dla wyktadnika fraktalnego o < 1.

Przy jego pomocy mozna wyznaczy¢ amplitudy poszczegdlnych skladowych oraz czasy
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charakteryzujace ich zanik (czasy relaksacji 7> ). Program pozwala na ustalenie okreslonych
parametrow i dopasowanie tylko czgsci z nich.

Program CracSpin moze dokona¢ dwuwymiarowej analizy danych poprzez analiz¢
jednowymiarowego przekroju poprzecznego macierzy relaksacji [Weglarz, Haranczyk, 2000].

Program CracSpin dziata w oparciu o minimalizacj¢ funkcji (algorytm Marquardta)

S(a) = Z[R(tk’a)z_M"] : (5.9)

k=1 O'k

gdzie M, jest mierzona w eksperymencie wartoscia, O'k2 jest jej wariancja, a wektorem
reprezentujacym dopasowywane parametry, a R(t,,a) jest postulowana funkcja opisujaca
relaksacj¢. Wynikiem algorytmu jest otrzymanie wektora parametréw minimalizujacego
zalezno$¢ (5.9)
Program przedstawia takze informacj¢ o funkcji rezydualnej:

ro=R{t.d,)—M,. (5.10
Pozwala to na ocenienie jakosci dopasowania. Jesli r, oscyluje wokoét wartosci 0, wéwczas
wektor parametow a ., mozna uzna¢ za dobrze dopasowany. Systematyczne odchylenie rk

od wartosci 0 sugeruje istnienie lepszego modelu opisujacego funkcjg¢ FID.

5.3.2 Program Origin 7.0

Program Origin ver. 7.0, OriginLab Corporation, Northampton Massachusetts, USA
pracuje w oparciu o podstawie algorytmu Levenberga-Marquardta, poszukuje lokalnie

najmniejsze wartosci funkcjonatu:

2= .0 -y]. (5.11)

Program Origin 7.0 ma mozliwo$¢ dopasowania do danych doswiadczalnych dowolnie
zdefiniowanej przez uzytkownika funkcji. Ma takze mozliwo$¢ wyboru okreslonego obszaru
danych, a takze ustalenia wartos$ci czg$ci parametrow.

Program posiada mozliwos¢ dopasowywania do danych pomiarowych dowolnej funkcji
zdefiniowanej przez uzytkownika. Moze tez pracowa¢ na dowolnym obszarze danych. Przy

uzyciu programu Origin 7.0 mozliwe jest zatem dopasowanie zarowno funkcji Gaussa jak 1
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Abragama, a takze funkcji eksponencjalnych. Tak, jak przy uzyciu programu CracSpin,

mozna ustali¢ warto$ci wybranych parametrow.
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IV. WYNIKI

6. Obrazowanie plech grzyba zlichenizowanego Cetraria
aculeata

Do obrazowania zywych plech Cetraria aculeata wybrano dwie rézne techniki:
mikroskopii elektronowej pozwalajaca zobaczy¢ strukturg plechy i szczegdly anatomiczne jej
budowy, a takze mikrotomografi¢ komputerowa umozliwiajaca rozdzielenie komorek

fotobionta i mykobionta.

6.1 Mikroskopia skaningowa plechy grzyba zlichenizowanego

Cetraria aculeata

6.1.1 Powierzchnia plechy

Obrazy powietrznie suchej plechy grzyba zlichenizowanego Cetriaria aculeata zostaty
wykonane w zakresie powigkszen 200 — 3500 razy. Obrazy powierzchni plechy ukazaty
pofaldowanie w kazdej z obserwowanych skal. Rysunek 6.1 przedstawia powierzchnig
plechy w r6znych powigkszeniach.

Na powierzchni plech zaobserwowano liczne wyztobienia, wypustki 1 naros$la. Na
zdjeciach wykonanych w najwigkszym powigkszeniu (rys. 6.1d, powigkszenie 3500x) mozna
dostrzec niewielkie zagtebienia o §rednicy okoto mikrometra, ktére moga by¢ porami, przez

ktére molekuty wody penetruja do wewngtrznych czgsci grzyba zlichenizowanego.

91



80 um

13 um

Rys. 6.1. Powierzchnia plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata w powigkszeniu a) 350X, b) 500X,
¢) 2000X, d) 3500X.
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6.1.2 Wnetrze plechy

Wykonano obrazowanie przekrojéw poprzecznych trzech typéw miejsc plechy:

odcinké6w dolnych, odcinkéw gérnych (koncowych) plechy oraz jej odgatezien.

6.1.2.1 Odcinki dolne plechy

Obrazy przekroju odcinkéw dolnych pozwolity stwierdzi¢, ze ich ksztalt jest eliptyczny
o dtugosci osi wielkiej okoto 0.45 mm, a osi matej 0.36 mm. Jednakze jest prawdopodobne,
ze znieksztalcenie przekroju mogto powsta¢ w skutek krojenia preparatu. Warstwa
zewngtrzna, zbudowana z ciasno ulozonych komoérek mykobionta, ma grubos¢ okoto 30 pm
co stanowi okoto 15% grubosci catej plechy. Wewngtrzna struktura warstwy korowej ujawnia
liczne kanaliki znajdujace si¢ wewnatrz komorek grzybni. Komoérki te utozone sa réwnolegle
do osi plechy. Srednica kanalikéw jest mniejsza niz 1 um. W wewnetrznej czeéci plechy
(warstwa gonidialna) strzepki grzybni ulozone sa luzno, w sposéb przypadkowy bez
wyrézniania zadnego kierunku. Srednica pojedynczych strzepkéw wynosi okoto 3 pum.
Migdzy strzgpkami grzybni znajduja si¢ pojedyncze komoérki komponentu glonowego. Ich
rozmiar wynosi okoto 8 um. W stanie powietrznie suchym komorki sa wklgste, co §wiadczy o
ich duzym odwodnieniu. Na powierzchni niektorych strzgpkoéw grzybni, szczegdlnie w
glebszej warstwie plechy (warstwa srodkowa) zaobserwowa¢ mozna niewielkie,
prostopadtoscienne krysztatki o szerokosci mniejszej niz 1 um 1 dlugosci kilku mikrometréw.
Prawdopodobnie sa to krysztaly szczawianu wapnia lub innych metabolitéw wtérnych [Perez-

Ortega i in., 2012].

93



180 um

Rys. 6.2. Obrazy wngtrza odcinka dolnego plechy Cetraria aculeata w powigkszeniu a) 150x, b) 1000x, c)
3500x, d) 3500x%.

6.1.2.2 Odgalezienia plechy

Najnizej potozone rozgalezienia plechy to miejsca o najwigkszym polu przekroju

poprzecznego. Na Rysunku 6.3 przedstawiono obrazy odgatezienia plechy migdzy odcinkiem
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dolnym a odcinkiem gérnym plechy. Rozmiar przekroju plechy wynosi okoto 0.5 mm x 1
mm. Warstwa korowa 1 gonidialna maja zblizona grubos¢ do tej wystgpujacych w odcinkach
dolnych, natomiast warstwa srodkowa jest znacznie wigksza (jej grubos¢ stanowi okoto 80%
grubosci plechy). Wystepuja tez znacznie wigksze obszary puste (pustacie) niz w wypadku
odcinkéw dolnych plechy. Struktura warstwy korowej jest podobna do tej, wystgpujacej w
odcinku dolnym, chociaz granice migdzy poszczegélnymi strzgpkami tworzacymi zbitg
strukturg sa mniej zauwazalne, co $wiadczy o tym, zZe strzg¢pki grzybni sa ciasniej upakowane.
W warstwie podkorowej wystgpuja luzniej ulozone strzg¢pki grzybni, migdzy ktérymi
zlokalizowane sa komoérki glonu. Warstwa gonidialna odgatgzienia plechy i odcinka dolnego
plechy nie jest rozréznialna.

W warstwie srodkowej, podobnie jak w odcinkach dolnych plechy, wyraznie widoczne
sa strzepki grzybni pokryte krysztatkami bedacymi produktami metabolizmu komorek.
Wydaje sig, ze krysztatkow jest wigcej niz na strzgpkach budujacych odcinki dolne.

Rys. 6.3 a), b). Obrazy rozgatgziania plechy Cetraria aculeata w powigkszeniu a) 75X, b) 2000X.
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30.um

Rys. 6.3 ¢) - e). Obrazy rozgateziania plechy Cetraria
aculeata w powigkszeniu ¢) 1000X, d) 3500X, e)

e —1500%

18 tm

6.1.2.2 Odcinki koncowe

Przekroje poprzeczne odcinkéw koncowych sa koliste o srednicy mniejszej od 200 um
(zaleznie od miejsca wykonania przekroju). Ich warstwa korowa ma podobna grubos¢ jak w
pozostatych czesciach plechy jednak stanowi najwigkszy procent grubosci catej plechy

(powyzej 30% zaleznie od miejsca wykonywania przekroju). Strzgpki grzybni utozone sa
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podobnie jak w odcinkach dolnych, réwnolegle do osi plechy i w taki sposdb, ze da sig
wyodregbni¢ poszczegdlne strzgpki budujace zwarta strukturg. W warstwie podkorowej
znajduje si¢ znacznie mniej komoérek glonu w poréwnaniu do pozostaltych czesci plechy.
Obecne sa luzno ulozone strzgpki grzybni wyraznie pokryte przez krysztatki szczawianu

wapnia. Strz¢pki maja takie same rozmiary jak w innych cze$ciach plechy.

a)

80 pum 30 um

Rys. 6.4. Obrazy odcinkéw gérnych plechy Cetraria aculeata w powigkszeniu: a) 350X, b) 1000X, ¢) 2000X,
d) 3500%.

Obrazy uzyskane dzigki mikroskopii elektronowej pozwolity rozrézni¢ struktury
poszczegblnych trzech typéw miejsc w plesze. Na ich podstawie mozna stwierdzié, ze

warstwa korowa ma jednakowa grubo$¢ niezaleznie od miejsca, jednak strzgpki grzyba
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najmocniej upakowane sa w odgal¢zieniach plechy, gdzie warstwa korowa jest jednolita (nie
da si¢ wyrdzni¢ poszczegdlnych strzgpkéw grzybni), jedynie widoczne sa kanaliki bgdace
czgScig struktury wewngtrznej strzgpkow.

Komoérki fotobiontyczne zlokalizowane sa gtéwnie w odcinkach dolnych i odgalezieniach
plechy, natomiast sa prawie nieobecne w szczytowych szczesciach plech. Nieregularny,
wklesty ksztatt komoérek glonu, niezaleznie od potozenia w plesze, wskazuje na duzy stopnien

odwodnienia.

6.2 Mikrotomografia rentgenowska plechy grzyba

zlichenizowanego Cetraria aculeata

Pomiary mikrotomograficzne grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata wykonano w
ptaszczyznie xy wzdtuz osi plechy. Rysunek 6.5 przedstawia schemat plechy wraz uktadem

osi tomograficznych oraz miejscami, z ktérych w dalszej czgSci rozdzialu przedstawiono

przekroje poprzeczne.

Rys. 6.5. Szkic plechy Cetraria aculeata wraz
7z zaznaczonymi miejscami (czerwona linia), z
ktérych w dalszej czesci rozdziatu pokazano
mikrotomogramy oraz uktadem osi

mikrotomograficznych.

Odcien fragmentéw mikrotomograméw przedstawionych na Rysunkach 6.6 — 6.8
zwigzany jest ze stopniem pochtaniania promieniowania rentgenowskiego. Odcienie ciemne
oznaczaja male pochlanianie, odcienie jasne — wigksze.

Przekré) poprzeczny odcinka dolnego plechy (ponizej odgatezienia) zostat

przedstawiony na Rysunku 6.6a. Pomiary mikrotomograficne potwierdzity obserwacje
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dokonane w pomiarach z wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej, ze odcinki
dolne maja przekrdj eliptyczny o rozmiarach osi wielkich okoto 0.4 mm i1 0.3 mm.
Stwierdzono, ze komorki fotobiontu, znajdujacego si¢ wewnatrz plechy lepiej pochlaniaja
promieniowanie rentgenowskie - sa jasniejsze - niz komoérki mykobionta. Liczba komoérek
komponentu glonowego stanowi okoto 10% liczby komdrek mykobionta. Pustacie wewnatrz
plechy stanowia okoto 1/3 pola powierzchni calego przekroju plechy. Rysunek 6.6b
przedstawia powigkszenie warstwy korowej. Mozna na nim dostrzec liczne puste przestrzenie
w postaci kanalikéw o rozmiarach kilku mikrometréw (obszary o bardzo niskim pochtanianiu
promieniowania rentgenowskiego), co s§wiadczy o tym, ze warstwa korowa badanej plechy

ma charakter porowaty.

a)

b)

oem SRR

Rys. 6.6 Obraz mikrotomograficzny przekroju plechy Cetraria aculeata pochodzacego z jej odcinka dolnego: a)

przekréj w catosci, b) powigkszenie warstwy korowej, w ktdérej zaznaczono puste kanaliki.
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Obraz mikrotomograficzny przekroju odgalezien plechy pokazuje, ze jest to obszar, w
ktérym, w zaleznosci od miejsca, dominuja pustacie (dolna czg$¢ odgalezien) lub warstwa
korowa (goérna czgs¢ odgatezien). Na Rysunku 6.7 pokazano goérna cze$¢ odgalezienia, w
ktérej dochodzi juz do wyraznego rozdzialu na dwa odcinki gérne, wigc w jego centralnej

czgsci dominuje warstwa korowa.

Rys. 6.7. Mikrotomograficzny obraz przekroju poprzecznego odgatgzienia plechy Cetraria aculeata.

Komorki fotobiontu w tej czgsci plechy sa mniej liczne niz w jej dolnych odcinkach 1
potozone blisko warstwy korowe;.

W warstwie wewnetrznej czesci gérnej plech dominuja komérki mykobionta. Rysunek
6.8 przedstawia przekrdj poprzeczny plechy blisko jej szczytowej czgsci. Warstwa rdzeniowa
w duzej czgsci sktada sig z luzno utozonych komoérek grzybni. Komorki fotobionta sa obecne
w znacznie mniejszej liczbie niz w przypadku odcinkéw dolnych plech i utozone sa blisko

warstwy korowe;j.
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Rys. 6.8. Obraz mikrotomogra-
ficzny przekroju poprzecznego

odcinka gérnego plechy Cetraria

aculeata.

W gérnych odcinkach plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata mozna zatem
wyrézni¢ trzy dobrze oddzielone od siebie warstwy: korowa, gonidialng i rdzeniowa. Pustacie
obecne w tych czg$ciach plechy sa znacznie mniejsze niz w todygach i zlokalizowane gtéwnie
w czgsci podkorowe;.

Pokazany na Rysunku 6.8 przekrdj poprzeczny plechy jest eliptyczny. Powodem

znieksztalcenia jest wykonanie przekroju pod katem ostrym do osi gatazki (Rys. 6.5).
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7. Aktywnos¢ fotosynetyczna PS II plech grzyba

zlichenizowanego Cetraria aculeata

Pomiary aktywnosci fotosyntetycznej komodrek fotobionta grzyba zlichenizowanego
Cetraria aculeata zostalty wykonane dla szesciu r6znych hydratacji plechy: dla prébek
suchych inkubowanych nad powierzchnia zelu krzemionkowego (Am/my = 0.05), dla plech
powietrznie suchych (Am/my = 0.09), dla plech uwadnianych z fazy gazowej (dla p/po =
100%), dla réznych czaséw hydratacji (Am/my = 0.32 — 0.62) oraz dla plechy uwadnianej z
fazy cieczowej (Am/my = 1.8). Przed przystapieniem do pomiaréw wszystkie probki
inkubowano w ciemnosci przez 15 minut. Zaleznos$ci $redniej energii emitowanej na sposéb

fluorescencji z catego pola widzenia od poziomu uwodnienia plech po podaniu stabego

impulsu (niski poziom fluorescencji) oraz impulsu o natezeniu 326 wysycajacego

s-m’
proces fotosyntezy (wysoki poziom fluorescencji) przedstawia Rysunek 7.1a. Do zebranych
danych dopasowano fenomenologiczna zaleznos¢ eksponencjalna — dla energii emitowanej na
sposéb fluorescencji, F,, po podaniu silnego impulsu $wiatla:

F,=(181%15)+ (117 +21)-[1-exp[-Am/m, /(0.53+0.23)]], (7.1)
a dla energii, Fy, emitowanej po podaniu stabego impulsu:

F, = (145%18) +(101£23)-[1—exp[~Am/m, /(0.44 +0.24)]]. (7.2)
Wraz z rosnacym uwodnieniem nastgpuje wzrost fluorescencji minimalnej Fy oraz
fluorescencji maksymalnej F), badanych plech. Fluorescencja maksymalna ro$nie od poziomu
(181£15) j.u. dla plech catkowicie suchych (Am/my = 0) i dazy poziomu (298+36) j.u. dla

plech o duzym uwodnieniu. Fluorescencja minimalna wzrasta od (145+18) j.u. (dla plech

catkowicie suchych do poziomu nasycenia (246+41) j.u.
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Rys. 7.1. a) Srednia aktywno$¢ fotosyntetyczna fotobiontu Cetraria aculeata zarejestrowana po podaniu
stabego impulsu $wiatla (®) oraz impulsu wysycajacego proces fotosyntezy (®) w zaleznosci od ich poziomu
uwodnienia, b) Srednia aktywno$¢ fotosyntetyczna PS II w zaleznos$ci od poziomu uwodnienia plech.

Aktywnos¢ fotosyntezy systemu PS I (Rys. 7.1b) nie zmienia si¢ w spos6b znaczacy —
waha si¢ od 0.29 dla plech najsuchszych, do 0.18 dla plech o poziomie uwodnienia Am/my =
0.46. Poziomy te sa poréwnywalne z poziomami aktywnosci fotosyntetycznej dla innych
grzybéw zlichenizowanych, jednak znacznie nizsze niz dla roslin wyzszych, gdzie $rednia
aktywnos¢ fotosyntetyczna wynosi 0.8.

Przestrzenny rozktad aktywnosci poszczegdlnych obszaréw plech przedstawiony zostat
na Rysunku 7.2. Wraz ze wzrastajacym poziomem uwodnienia fluorescencja indukowana jest
dla catych morfologicznie wyodrgbnionych fragmentéw plechy, a nie przypadkowo dla
pojedynczych komoérek fotobionta rozsianych w plesze.

Plechy uwadniane z fazy cieczowej charakteryzuja si¢ duzym obszarem wyst¢powania

fotosyntezy, jednak jej aktywnos¢ jest taka, jak w przypadku pozostatych prébek.
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Rys. 7.2. Zmiany aktywnoS$ci fotosyntetycznej fotobiontu grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata wraz z
rosnacym poziomem uwodnienia: a) Am/mgy = 0.05, b) Am/my = 0.09, ¢) Am/my = 0.32, d) Am/m, = 0.46, €) Am/m, =
0.62, f) Am/my = 1.8. Fo — $rednia fluorescencja po stabym impulsie $wiatla, Fp — $rednia fluorescencja po mocnym
impulsie $wiatta, QY - $rednia wydajno$¢ fotosyntetyczna badaneych plech. Kolory na rysunku wedlug skali
zamieszczonej po lewej stronie odnosza sie do Sredniej aktywnosci fotosyntetycznej komoérek fotobionta.
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Stosunkowo niska aktywno$¢ fotosyntetyczna grzybow zlichenizowanych w
poréwnaniu do roslin wyzszych moze by¢ spowodowana tym, ze komorki fotobionta grzybow
zlichenozowanych zlokalizowane sa pod warstwa korowa i dodatkowo otoczone komérkami
strzgpek grzybni, zatem dostgp promieniowania elektromagnetycznego do nich jest
utrudniony. Ograniczenie maksymalnego poziomu fotosyntezy ma tez na celu uniknigcie

uszkodzen komorek fotobionta powstajacych na skutek oddzialywania silnego S$wiatla.
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8. Oznaczenie zywotnosci komoérek fotobiontu grzyba
zlichenizowanego Cetraria aculeata

Zywotno$¢ komérek fotobiontycznych grzyba zlicheniozwanego Cetraria aculeata
(rozumiana jako stosunek liczby komoérek zywych do liczby wszystkich komérek fotobionta)
zostala wyznaczona dla plech zebranych w 2009 r. oraz dla plech zebranych w 1987 r.
Przygotowano dwie serie probek — pierwsza, w ktorej uwodnione plechy stale utrzymywano
w temperaturze pokojowej oraz druga, w ktérej plechy po uwodnieniu do okreslonych
poziomoéw, zostaty schtodzone do temperatury —60°C i przechowywane w niej 10 minut, a
nastgpnie  przed pomiarem ogrzane do temperatury  pokojowej.  Szybko$¢
chtodzenia/ogrzewania wynosita 1°C/min.

Rys. 8.1 przedstawia zalezno$¢ zywotnosci komorek fotobionta Cetraria aculeata

od uwodnienia dla plech zebranych w 2009 r.
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Rys. 8.1. Zywotnos¢ komérek komponentu fotobiontycznego grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata w
zaleznoéci od ich uwodnienia (M - prébka kontrolna, O, plecha schtodzona do temperatury —60°C przed

pomiarem).
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Do danych zebranych na Rys. 8.1. dopasowano fenomenologiczny zanik
eksponencjany.
Dla plech kontrolnych, przezywalno$¢ komérek fotobionta, Viiemroz, mozZna opisaé
zaleznoScia:

V

oo [%]=(29.219.2) +(24.9 £14.6) - exp[~Am / m,, /(0.18 £ 0.24)] (8.1)
natomiast dla plech ochtadzanych do temperatury —-60°C przed oznaczeniem:

V. [%]=(15.1%7.4)+(67+21)-exp[-Am/m, /(0.072+0.043)] (8.2)

mroz

Wraz z rosnacym uwodnieniem plech Cetraria aculeata obserwuje si¢ spadek
przezywalnosci komoérek fotobionta. Dla préby kontrolnej jest on powolny, udziat komoérek
zywych spada do poziomu (29.249.2)%, przy czym przezywalnos¢ plech catkowicie suchych

(Am/my = 0) powinna wynosi¢ 55.1% Plechy powietrznie suche cechuje udzial zywych

komorek V

iemroz = 45%.

Przezywalnos¢ komoérek fotobionta plech ochtadzanych do temperatury -60°C spada
do poziomu 15.5% dla plech uwodnionych do Am/mg < 0.5. Powyzej uwodnienia Am/mg= 0.5
[tj. dla wartoéci uwodnien, dla ktérej w pomiarach 'H-MRJ i kalorymetrycznych
zaobserwowano zamarzanie wody (Rozdzial 10 oraz Rozdziat 11)] odnotowano pojedyncze
zywe komorki.

Zywotno$¢ komérek plech fotobionta Cetraria aculeata zebranych w 1987 r. nie
zalezala od poziomu hydratacji plechy i1 wynosita okoto 14% dla uwadnianych plech,
natomiast okoto 10% dla plech schtodzonych do temperatury —60°C przed oznaczeniem,

ogrzanych do temperatury pokojowej, a nastgpnie uwodnionych do poziomu Am/my < 0.5.

Dla uwodnien powyzej tego poziomu zywych komoérek nie obserwowano.
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9. Hydratacja plechy grzyba zlichenizowanego
Cetraria aculeata

Wykonano pomiary kinetyki dehydratacji, kinetyki hydratacji, budowe izotermy
sorpcyjnej oraz pomiary w NMR w domenie czasu i czgstosci, analizujac zachowanie wody
resztkowej w dehydratowanej zywej plesze grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata (Rys.
9.1).

Przypuszcza si¢, ze na wydajno$¢ mechanizméw odpornosci na wysuszanie i
przemarzanie moga mie¢ wpltyw polisacharydy (np. lichenina lub izolichenina lub inne
wielocukry i1 wieloalkohole) zawarte w plesze [Haranczyk, 2003]. Ich wydzielanie moze by¢
zalezne od aktywnosci fotosyntetycznej, a wigc od natg¢zenia Swiatla.

Przeprowadzono badania hydratacyjne plech grzybéw zlichenizowanych z gatunku
Cetraria aculeata zebranych w dzien pochmurny i dzien stoneczny, a nastgpnie
usmierconych. W takim wypadku ilo§¢ wielocukréw 1 wieloalkoholi powinna zosta¢ stata i

nie zmieniac si¢ w trakcie prowadzonych pomiaréw.

9.1. Kinetyka dehydratacji plech Cetraria aculeata do fazy
gazowej

Dehydratacj¢ powietrznie suchej plechy Cetraria aculeata nad powierzchnia zelu

krzemionkowego opisuje krzywa jednoeksponencjalna:

Am/my(t) =y, + A’ -e_md 9.1)

b

gdzie Am/m, jest poziomem hydratacji prébki, liczonym jako masa wody Am zawartej w
plesze w jednostkach suchej masy plechy my, A¢ masa wody, liczonej w jednostkach suchej

masy, usunigtej podczas dehydratacji, ygp masa wody nieusuwalnej w procesie dehydratacji

nad powierzchnig zelu krzemionkowego, natomiast # czasem dehydratacii.
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Rys 9.1. Dehydratacja do fazy gazowej (p/po= h = 0%) zywej plechy Cetraira aculeata.

Wyznaczone warto$ci parametrow yy, A%ifdla plech zywych wynosza: y, = 0.0305620.0030,
A? = 0.0575+0.0016, oraz = (10.17£0.66) h . Dla plech martwych amplituda krzywej

dehydratacji wynosita A?=0.0613+0.0098, natomiast czas dehydratacji ‘= (7.8840.97) h
dla plech zebranych w dzien stoneczny oraz A?=0.0625+0.0051, ‘= (7.5+2.7) h dla plech

zebranych w dzien pochmurny.

9.2. Kinetyka hydratacji plech Cetraria aculeata z fazy gazowej

Odwodnione plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata uwadniano z fazy

gazowej (Rys. 9.2 oraz Rys. 9.3).
Dla pozioméw hydratacji uzyskiwanych z atmosfery o wilgotnosci wzglednej w zakresie h =
0.09 — 0.52 krzywe hydratacji Cetraria aculeata byty dobrze opisane zaleznoScia
jednoeksponencjalnag (9.2):

Am/lmy (1) =AY + A" - (L—exp(—t /1)), (9.2)
dla 2 =0.63 — 0.97 zaleznos¢ byta dwueksponencjalna (9.3):

Am/m,(t)= Al + Al (1 —e )+ Al (1 —e ) 9.3)
natomiast dla hydratacji 4 = 1,w plechach zywych stwierdzono obecno$¢ trzeciej sktadowe;j

9.4).
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Amimy ()= Al + A" (1= ) AP (1= )4 AL (1 —e ) ©.4)

gdzie Am to przyrost masy wywotany hydratacja, mj to sucha masa, wreszcie A, to poziom

hydratacji dla wilgotnosci wzglednej h= 0, A , A!, A’ to nasyceniowe poziomy hydratacji
dla pierwszej, drugiej i trzeciej sktadowej, odpowiednio, /', ¥, i ¢! sa czasami hydratacji

pierwszej, drugiej i trzeciej sktadowej, odpowiednio. Suma amplitud C" :ZA,.h stanowi

1

catkowity poziom uwodnienia w danej wilgotnosci wzglednej otoczenia.
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Rys. 9.2. Kinetyka hydratacji zywej plechy Cetraria aculeata prowadzona z fazy gazowej dla réznych
wilgotnoéci wzglednych otoczenia. Poziomy wilgotno$ci wzglednych h = p/p, zostaly podane w panelu

bocznym.
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Rys. 9.3. Kinetyki hydratacji z fazy gazowej dla martwych plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata
zebranych a) w dzief stoneczny, b) w dzieh pochmurny.

Proces uwadniania zywych plech w atmosferze o wilgotnosci wzglednej w zakresie & =
0.09 — 0.93 prowadzono przez 152 h. Trasy hydratacyjne dla wilgotno$ci najwigkszych
prowadzono w czasie krétszym, poniewaz plecha zaczynata ple$nie¢ (dla 2 = 0.93 po okoto
138 h, natomiast dla 2 = 1 po okoto 124 h). Rozpoczynal si¢ wzrost plesni
kosmopolitycznych, zasiedlajacych réznorodne $rodowiska. Opinia mykologiczna nie
potwierdzita podejrzenia, ze wzrost rozpoczynaja gatunki przywiezione na powierzchni
plechy z Antarktydy. Wzrost ple$ni utrudnil staranne wyznaczenie suchej masy dla
wzmiankowanych prébek. W takim przypadku, warto$¢ suchej masy ekstrapolowano na
podstawie wartos$ci uzyskanych dla innych probek.

Amplituda wody najsci§lej zwiazanej, nieusuwalnej podczas hydratacji w zelu
krzemionkowym, usredniona po wszystkich trasach hydratacyjnych, wynosi A =
(0.040£0.017). Czas hydratacji najszybciej wiazacej si¢ do zywej plechy Cetraria aculeata
frakcji wody wynosi 7" = (0.4320.10) h. Jest to pula wody silnie zwiazanej do matrycy
grzyba zlichenizowanego. Udzial tej frakcji wody rosnie wraz ze wzrostem wilgotnosci
atmosfery, wreszcie dla uwodnienia w h = 0.52 osiaga maksymalng warto$¢ A/~ =
0.0393+0.0011. Po nasyceniu frakcji wody silnie zwiazanej, wraz z dalszym wzrostem
wilgotnosci atmosfery, pojawia si¢ kolejna frakcja wody zwiazanej o dluzszym czasie

hydratacji wynoszacym 7, = (14.246.2) h. Z powodéw numerycznych procedura

dopasowujaca nieco miesza udzial sktadowej A/~ oraz skladowej Al. Dla wilgotnosci
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wzglednej h = 0.97 frakcja wody luzno zwiazanej osiaga warto$¢ maksymalng A~ =
0.4425+0.0055. Jesli uwadnianie plechy prowadzone jest w atmosferze o wilgotnosci
wzglednej 2 = 1 mozna wyodrebni¢ kolejna frakcje wody luzno zwiazanej o czasie hydratacji,
f3 = (45.5%7.7) h oraz o amplitudzie Al'=0.82+0.14.

Dla martwych plech zebranych w dzien stoneczny, usredniony czas hydratacji pierwszej

sktadowej eksponencjalnej wyniést 7" = (0.48+0.21) h, a odpowiadajaca jej ilos¢ wody

wysycajacej A= 0.127+ 0.050. Kolejna frakcja wody charakteryzuje sig¢ czasem ft,

(19£10) h . Plechy zebrane w dziefi pochmurny scharakteryzowane sa przez state: '

(0.67+0.22) oraz ilo$¢ wody wysycajacej pierwsza sktadowa A/'~*= 0.111£0.020. Wraz z
dalszym wzrostem wilgotnosci atmosfery, pojawia si¢ kolejna frakcja wody
scharakteryzowana czasem hydratacji ) = (17.0% 8.5) h. Zaréwno w przypadku plech
zebranych w dzien stoneczny jak i pochmurny w kinetykach hydratracji prébek uwadnianych
w atmosferach & = 0.93 i & = 0.97 wyraznie wydtuzy! si¢ czas hydratacji #J, co sugeruje,

istnienie trzeciej sktadowej. jednak nie udato si¢ jej wyodrebnic.

Plecha grzybéw zliechnizowanych Cetraria aculeata wyrdéznia si¢ krotkimi
wartoSciami czasOw hydratacji w poréwnaniu do plech innych, badanych grzybow
zlichenizowanych. Oznacza to, relatywnie mocniejsze wiazanie odpowiednich frakcji wody

zwigzanej niz w innych grzybach zlichenizowanych. W Tabeli 9.1 podano dla poréwnania

warto$ci $rednich statych A oraz statych czasowych dla innych grzybéw zlichenizowanych.

Grzyb zlichenizowany A t"[h] t"[h]
Umbilicaria aprina 0.054+0.011 | 4.7£2.6 31.0£1.9
Umbilicaria decussata 0.112+0.009 - 273143
Usnea antarctica Du Rietz’ 0.040+0.011 | 3.5%£1.0 69 +21
Umbilicaria antarctica 0.101+0.018 - 559148
Ramalina terebrara 0.007+0.001 | 1.24+0.24 144+ 2.1

Tabela 9.1. Poréwnanie pozioméw uwodnienia plechy powietrznie suchej, 4", oraz czaséw hydratacji dla

réznych gatunkéw grzybow zlichenizowanych. Dane pochodzg z : [Haranczyk i in., 2008], [Harafczyk i in.,
2006b] , [Haranczyk, 2003], [Haranczyk i in., 2012c].
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9.3. Izoterma sorpcyjna

Do skonstruowania izotermy sorpcyjnej wykorzystano zaleznos$ci catkowitego poziomu

hydratacji C" :zAih w zaleznosci od poziomu wilgotno$ci wzglednej, dla ktorej

i

prowadzone byly zaleznosci kinetyki hydratacji (Tabela 9.2).

wilgotnosé
wilgotnosé c'=> A wzgledna c'=> A
wzgledna, h i ’ i
h
0.02 0.0306 £ 0.0018 0.63 0.1187+0.0018
0.09 0.0501 £ 0.0029 0.76 0.1812+0.0053
0.23 0.0521+0.0033 0.88 0.2354+0.0035
0.32 0.0705+0.0028 0.93 0.4950+0.0093
0.44 0.0770+0.0017 0.97 0.605+0.012
0.52 0.0846+0.0015 1 1.09+0.21

Tabela 9.2. Réwnowagowy poziom hydratacji plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata w funkcji
wilgotnosci wzglednej atmosfery.

Rysunek 9.4 przedstawia izotermg sorpcyjna dla zywych plech Cetraria acueata
zbudowana z uzyskanych danych. Zalezno$¢ ma formg funkcji sigmoidalnej. Mozna do niej
dopasowac krzywe wynikajace zarowno z modelu BET jak i modelu Denta, przy czym model

Denta znacznie lepiej opisuje dane eksperymentalne.
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Rys. 9.4. Izoterma sorpcyjna dla plechy Cetraria aculeata. Do danych do$wiadczalnych dopasowano model
Denta (zielona linia ciagla), oraz model BET (czerwona linia ciagta) a stopien wysycenia pierwotnych miejsc
wigzacych, czyli jednomolekularnej warstwy wody (czarna linia przerywana). Parametry dopasowania

przedstawiono w Tabeli 9.2.

Przedstawienie izotermy sorpcyjnej w postaci parabolicznej (4.20) pozwala jakoSciowo

oceni¢ stosowalno$¢ poszczegdlnych modeli teoretycznych do uzyskanych danych (Rys. 9.5).

o T T T T T T

h/(Am/m

Rys. 9.5. Izoterma sorpcyjna w formie parabolicznej dla plechy Cetraria aculeata (wzoér 4.20). Do danych

dos$wiadczalnych dopasowano model Denta (zielona linia ciagta), oraz model BET (czerwona linia ciagta).
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Parabola dopasowana do danych modelem Denta jest blizsza danym do$wiadczalnym
oraz dla h = 1 ma warto$¢ znaczaco wyzsza niz zero, dane do§wiadczalne sa wigc znacznie
lepiej opisane przez model Denta.

Tabela 9.3 przedstawia parametry otrzymane z dopasowania obu modeli

teoretycznych do uzyskanych danych izotermy sorpcyjnej dla Cetraria aculeata.

Model Denta Model BET
Forma sigmoidalna | AM/m, 0.0457 £ 0.0032 0.022 £ 0.021
B 0.9577 £ 0.0032 1
1/b; %] 0.9 0
Forma paraboliczna | A 0.18 £0.30 0+0.63
B 216+ 1.4 -
C 208 +£1.3 24.0+1.2

Tabela 9.3. Parametry izotermy sorpcyjnej dopasowanej wedtug modelu Denta i BET dla plechy Cetraria

aculeata.

Masa wody nasycajaca pierwotne miejsca wiazace w plesze Cetriria aculeata wynosi
AM/my = 0.0457+0.0032. Jest to nieco mniejsza warto$¢ niz dla listkowatych porostéw z
rodziny Umbilicaria, jednakze znaczaco mniej niz w przypadku innych krzaczkowatych
grzybéw zlichenizowanych (Tabela 9.4).

Parametr b, charakterystyczny dla modelu Denta, oznaczajacy spadek wzglednej
populacji miejsc wiazacych wraz ze wzrastajaca liczba warstw wody zwiazanej, wynosi 0.96.
Jego wartos¢ jest wigksza od uzyskanych dla innych grzybéw zlichenizowanych (Tabela 9.4),

co sugeruje potencjalnie wigksza stosowalnos¢ prostszego modelu BET (dla ktérego jest b =

1).

Grzyb zlichenizowany AM/my b 1/by [%]
Umbilicaria aprina 0.054 0.941 0.02
Umbilicaria decussate 0.054 0.914 0.53
Himantormia lugubris 0.071 0.854 1.11
Usnea aurantiaco-atra 0.068 0.873 1.46
Umbilicaria antarctica 0.073 0.871 0.09
Cladonia mitis 98 0.069 0.871 2.44
Ramalina terebrata 0.046 0.941 0.6

Tabela 9.4. Parametry izotermy sorpcyjnej dla wybranych gatunkéw grzybéw zlichenizowanych. Dane
pochodzg z: [Harafczyk i in., 2008] oraz [Haranczyk 2003].
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Miara hydrofobowosci plechy Cetraria aculeata jest warto$¢ parametru 1/b; = 0.84%,
ktéra oznacza udzial nieobsadzonych pierwotnych miejsc wodg¢ dla 4 = 1. Hydrofobowos¢
plech Cetraria aculeata jest wigksza niz tych z gatunkéw Himantormia lugubris, Usnea
aurantiaco-atra, czy Cladonia mitis 98, natomiast jest na podobnym poziomie co w
przypadku grzybéw z rodzin Umbilicaria.

Na podstawie danych uzyskanych z kinetyk hydratacji, skonstruowano izotermy
sorpcyjne dla plech martwych. Do danych do$wiadczalnych dopasowano model Denta
izotermy sorpcyjnej, jako ten, ktory lepiej opisuje zalezno$¢ ilosci wody zaadsorbowanej na
powierzchni plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata od wilgotnosci wzgledne;.

Poziomy wysycenia dla poszczeg6lnych wilgotnosci wzglednych przedstawia Tabela 9.5.

wilgotnos¢ C" =) A!', dzien stoneczny C" =) Al', dzien pochmurny
wzgledna, 1 ' :
0.02 0.0417£0.0011 0.0172+0.0019
0.09 0.0662+0.0036 0.0527+0.0032
0.23 0.0634+0.0021 0.0517£0.0031
0.32 0.0807+0.0032 0.0651£0.0024
0.44 0.0919+0.0016 0.0878%0.0040
0.52 0.0919+0.0012 0.1005+0.0026
0.63 0.1278+0.0042 0.1161£0.0053
0.76 0.1760+0.0038 0.1785%0.0035
0.88 0.2362+0.0051 0.2322+0.0063
0.93 0.4733+0.0043 0.528620.0045
0.97 0.6944+0.0051 0.7215+£0.0051
1 1.1841+0.0023 1.1643+0.0018

Tabela 9.5 Zestawienie nasyceniowych pozioméw hydratacji dla martwych plech Cetraria aculeata zebranych
w dzien stoneczny i pochmurny w zalezno$ci od wilgotnosci wzglednej, w ktérej plechy grzyba
zlichenizowanego Cetraria aculeata bylty hydratowane.

Rysunek 9.6 przedstawia zebrane dane w formie sigmoidalnej oraz - po

przeksztatceniu zgodnie z warunkiem (4.20) — w formie parabolicznej wraz z dopasowaniami

odpowiednich krzywych.
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Rys. 9.6. Izoterma sorpcyjna skonstruowana dla martwych plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata a)

w formie sigmoidalnej, b) w formie parabolicznej. B - dane dla plech zebranych w dzien stoneczny , B - dane

dla plech zebranych w dzien pochmurny,

Parametry dopasowania przedstawia Tabela 9.6. Dla dopasowan w formie

parabolicznej przeliczono otrzymane wspoétczynniki A, B, C na parametry AM/my, b, 1/b;,

Dzien pochmurny Dzien stoneczny

Forma sigmoidalna | AM/m, 0.0470+0.0056 0.0466%0.0023

b 0.9652+0.0086 0.9612+0.0020

1/b; [%] 2.2+45.8 0.0396+1.1
Forma paraboliczna | A 0.58+0.38 040 37

B 19.151.8 19.551.6

¢ 18.741.7 18.3+1.5

AM/mo 0.049+0.044 0.051+0.027

b 0.95+0.30 0.94+0.28

1/5:1%] 2.9+1.8 0+1.9

Tabela 9.6. Parametry dopasowania modelu Denta w formie sigmoidalnej oraz w formie parabolicznej dla

martwych plech Cetraria aculeata zebranych w dzien pochmurny i dzien stoneczny.

Parametry dopasowania dla plech zebranych w dzien pochmurny i stoneczny sa takie
same poza 1/b;, ktory wynosi 2.2% (2.9% - wyliczone na podstawie dopasowania formy
parabolicznej izotermy sorpcyjnej) dla plech zebranych w dzien pochmurny oraz 0.04% (0% -
wyliczone na podstawie formy parabolicznej) dla plech zebranych w dzien stoneczny.

Stosunek obsadzeni pustych miejsc do miejsc, ktére wiaza jedna molekute wody jest wigkszy
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dla plech zebranych w dzien pochmurny co wskazuje, ze ich powierzchnia jest bardziej

hydrofobowa.

9.4 Pomiary relaksacyjne zywych plech Cetraria aculeata

Pomiary relaksacji '"H-MRJ dla plechy Cetraria aculeata przeprowadzono w petnym
zakresie hydratacji uzyskiwanej z fazy gazowej (4Am/my = 0.041 — 0.812).

W funkcji zaniku swobodnej precesji (FID) mozna wyrézni¢ sktadowa pochodzaca od
matrycy stalej plechy oraz od jednak lub wigcej frakcji wody zwiazanej w plesze.

W zaleznosci od poziomu uwodnienia plechy, dane doswiadczalne dopasowano trzema
réznymi funkcjami:
(1) dla najnizszych pozioméw uwodnien: (Am/my = 0.041 — 0.072) sygnal od protonéw

matrycy stalej plechy zostat opisany funkcja Abragama, natomiast wyodrgbniono jedna

sktadowa wody zwiazanej o krotkim czasie relaksacji T," natomiast:

t

+ LeiT“*

r 2 .
- ) sinat

—(
FID(t) =y, +Se "¢ 9.5)

2

at
(i1) dla wyzszych uwodnien (Am/my = 0.101 - 0.181) sygnal pochodzacy od protonéw ciata
stalego jest nadal dobrze opisany funkcja Abragama; udalo si¢ tez wyodrebni¢ dwie
(zanikajace eksponencjalnie) skltadowe cieczowe rdézniace si¢ czasami relaksacji, a

pochodzace od protonéw wody zwiazanej o réznym stopniu unieruchomienia;

t

,( "
FID(t) =y, +Se "

t t

T T
+Le " 4 Le "

)’ sin at 9.6)

b

at

(ii1) wreszcie dla plech o wysokiej hydratacji: (4m/my = 0.200 — 0.812) wyodrgbniono dwie
sktadowe pochodzace od mobilnych protonéw, natomiast sygnat od protonéw matrycy

stalej plechy opisano funkcja Gaussa:

oo t t

FID(t) = yo +Se 2" +Lie 0" + Lye ™12

9.7
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Stata yy obecna w réwnaniach (9.5 — 9.7) sktadowa stala zmierzonej sity
elektromotorycznej, a wynikajaca z ustawienia odbiornika. Jej wartos¢ y, # 0 okre$la jedynie

stopien wystrojenia spektrometru, nie sygnat od prébki.

9.4.1. Opis sygnatu statego

W analizie efektéow hydratacji suchego uktadu biologicznego metoda MRIJ nalezy
uwzgledni¢ zmiany sygnalu wywotane réznym wystrojeniem spektrometru. Aby uniknac
btedéw wprowadzanych przez r6éznice we wzmocnieniu sygnalu czy wystrojeniu
spektrometru, wygodnie jest wyraza¢ sygnal cieczcowy w jednostkach sygnatu stalego. W
domenie czasu bedzie to stosunek amplitudy sygnalu cieczowego do sygnatu statego, L/S.
Sktania to do szczegdlnie duzej starannosci w wyznaczeniu szybko (w poréwnaniu do czasu

martwego spektrometru) relaksujacego sygnatu statego.
9.4.1.1 Solid echo

Doktadne okreslenie ksztattu i amplitudy sygnatu pochodzacego od protonéw ciata
stalego mozliwe jest przez zastosowanie pomiaru solid echo. Wdéwczas rejestrowany sygnat
pochodzi jedynie od protonéw szybko relaksujacych (statych).

Wykonano pomiary solid echo w dla wybranych trzech pozioméw hydratacji: Am/mg =
0.107, Am/moy = 0.236, Am/my = 0.422. Poniewaz ta metoda mierzy si¢ stosunkowo waski
zakres zmiennosci funkcji od skladowej stalej sygnalu, wystarczajaco dokladnym

przyblizeniem byla tu funkcja Gaussa:

_(ﬂ)z

FID(t)=y, +SEe ™ ©-8)

9

gdzie SE to amplituda sygnatu sktadowej statej, T czas relaksacji charakteryzujacy jej zanik,
natomiast 7, to potozenie $rodka echa wyznaczone odlegto$cia miedzy impulsami.
Naprzemiennie z eksperymentem solid echo wykonano pomiary sygnatéw zaniku
swobodnej precesji dla tych samych prébek. Celem byla ocena, jak dalece amplituda
sktadowej statej sygnatu od plechy, S, jest zmieniana w zwyklym pomiarze zaniku swobodne;j

precesji, kiedy dopasowanie jest wykonywane dla punktéw pomiarowych zebranych dopiero
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Amp. [a.u.]

po odstgpie czasu martwego spektrometru. Rysunek 6.5 przedstawia sygnaty uzyskane po

sekwencji solid echo.

a) b)
T T T T T T T '_|1 1 O T T T T T T T
100+ ] 2100+ 1
g
80 : < 901 1
| 80 - ]
60 - .
70+ ]
40 8 60 ]
201 Am/m = 0.107 1 501 Am/m_ = 0.236 ]
T T T T T T T T T T T T T T T 40 T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 25 30 35 40 45 50 55 60
t [us] t [us]
)
88 ] T T T T T T ]
861 ]
841 ]
821 ]
80 ]
781 ]
767 ]
741 1 Rys. 9.7. Sygnaty zarejestrowane po sekwencji solid-echo dla
;sf ] plech Cetraria aculeata uwodnionych do poziomu: a) Am/my=
eg] Am/m,=0.422 ] 0.107, b) Am/my = 0.236, ¢) Am/my= 0.422.
20 30 40 50

t [us]

Wyniki prezentujace amplitud¢ funkcji Gaussa po obu typach sekwencji przedstawia Tabela
9.7. Ostatnia kolumna przedstawia wzgledna réznic¢ migdzy amplituda wyznaczona na
podstawie sygnatu FID oraz po sekwencji solid echo.

Roéznice amplitud otrzymanych metoda solid echo oraz ze sygnatu FID pozwalaja na
uznanie, ze w sygnale zaniku swobodnej precesji amplituda sktadowej statej sygnat jest

wlasciwie okre$lana.
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Poziom
o Amplituda sygnatu po Amplituda sygnatu zaniku | | § — SE |
uwodnienia, —— 100 [%]
sekwencji solid echo, SE swobodnej precesji, S

Am/mo

0.107 86.1 £0.4 1084 £ 1.1 25

0.236 61.0+1.4 61.0+04 0

0.422 29.3+0.1 27.1+04 8

Tabela 9.7. Zestawienie amplitud sktadowej statej sygnatu otrzymanych z funkcji swobodnej precesji (FID)
oraz w sekwencji solid-echo.

9.4.1.2. Sygnal skladowej staltej w funkcji FID

Sktadowa stata sygnatu zaniku swobodnej precesji cz¢sto wymaga bardziej ztozonego

opisu niz przyblizenia funkcja Gaussa. W wielu przypadkach doktadniejsze ujgcie wymaga

zastosowania funkcji Abragama. Obecno$¢ iloczynu funkcji sincus i Gaussa w sygnale zaniku

swobodnej precesji przejawiajaca si¢ jako tzw. beat pattern w sygnale FID [Derbyshire i in.,

2004] — ,.falki” wystepujacej w okolicy 40 us.

a)

10+

Am/mo =0.042

100.0 +- 1.2
* (25.20 +- 0.82) ps

S
he
a (0.1015 +- 0.0025) ps™
L 14.24 +- 0.95

T

(75.6 +- 4.4) us

0 20

40 60 80
t [us]

100

b)
1 00 T T T T
; S =56.99+-0.81
T =(22.8+-3.1) us
=) 28
L 801 L=62+22 ]
T, =(127.18+-3.2) us
L, = 56.51+-0.88
601 T,,"= (594 +-42) us
Am/mo =0.330
40 T T T T
0 20 40 60 80 100
t [us]

Rys. 9.8. Sygnat zaniku swobodnej precesji dla plech Cetraria aculeata uwodnionych do poziomu: a) Am/m, =

0.042 — sktadowa stala dopasowana funkcja Abragama, b) Am/m, = 0.330 — opisana funkcja Gaussa.

Obecno$¢ charakterystycznej falki (beat pattern) w sygnatach zaniku swobodnej

precesji moze $wiadczy¢ o obecnosci fazy szklistej w badanych uktadach. Zgodnie z

rOwnaniem Gordona-Taylora [Gordon, Taylor, 1952; Crowe, 2002] temperatura przejscia

szklistego w uktadach woda-cukier maleje wraz ze wzrostem uwodnieniem. Podejrzewajac w
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plesze Cetraria aculeata znaczny udziat we¢glowodanéw, mozna jednak oceni¢, ze poziomy
uwodnien plechy Cetraria aculeata, dla ktérych czg$¢ sygnatu zaniku swobodnej precesji
opisana byta funkcja Abragama (dm/my < 0.2) byly wyzsze niz te, dla ktérych temperatura
przejscia szklistego jest wigksza lub réwna pokojowej. Badania kalorymetryczne nie
wykazaly przejécia szklistego w zakresie -60°C - 24°C. Sugeruje to, ze dla pozioméw
uwodnien plechy Cetriaria aculeata nizszych niz Am/my = 0.2 zastosowanie funkcji
Abragama do opisu sygnatu statego jest wyrazem jego skomplikowanej struktury, a nie
obecnosci fazy szkliste;j.

W funkcji Abragama, wartos¢ parametru, a jest polowa szerokosci linii (w domenie
czgstosci). Wraz z rosnagcym poziomem hydratacji plechy warto$§¢ parametru a maleje od
wartosci okoto 0.1 ps™ do wartosci 0.07 ps™ (Rys. 9.9), co odpowiada szerokosci potéwkowej

linii w zakresie Av =22.3 — 32 kHz.

10 990 i
0.10 Q @Q

A ey

0.06 i

afus’]

0.04 4 1

0.02 4 i

0.00+ - . . . . .
0.04 0.08 0.12 0.16

Am/m o

Rys. 9.9. Zalezno$¢ parametru a funkcji Abragama od poziomu uwodnienia plech Cetraria aculeata.

Dla wyzszych pozioméw uwodnien, udziat sktadowej statej w sygnale FID spada na
koszt sygnatu od protonéw cieczowych. Z tego powodu dopasowanie funkcji Abragama staje
sig¢ coraz trudniejsze. Wraz z rosnagcym poziomem uwodnienia zwigkszaja si¢ niepewnosci
wyznaczenia parametru a funkcji Abragama. Wymuszone dopasowanie funkcji Abragama dla
sygnaléw o wyzszym poziomie uwodnienia powodowato niefizyczne zmniejszanie parametru
a az do warto$ci rzedu 0.01 ps” oraz skracanie wartosci czasu Tsz; relaksacji poprzecznej

sktadowej wody $cisle zwiazanej do niefizycznych wartosci 30 — 40 pus. Wobec powyzszego
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dla plech uwodnionych powyzej Am/my = 0.2 do opisu funkcji FID pochodzacej od protonéw
ciata statlego zastosowano funkcje¢ Gaussa (9.7).

Czas relaksacji spinowo-spinowej sktadowe;j statej sygnatu zaniku swobodnej precesji
dla badanych plech wynosil okoto T,s* =25 us i tylko nieznacznie zmieniat si¢ wraz z
uwodnieniem plech (Rys. 9.10). Sugeruje to, , ze podczas procesu hydratacji matryca stata nie
zmienia si¢ znaczaco. Mozna zatem wykorzysta¢ amplitudg sktadowej statej sygnatu FID do
skalowania cieczowej sktadowej sygnatu FID, L/S. Otrzymane wartos$ci czasow Tors* sa
zblizone do zmierzonych w plechach innych gatunkéw grzybéw zlichenizowanych, ale takze
w innych uktadach biologicznych takich jak ziarna zbdz, liofilizaty blon fotosyntetycznych,
tyko, szkliwo zgbow [Haranczyk, 2003], pokrywy chrzaszczy [Haranczyk 1 in., 2012a],
polimery DNA [Haranczyk i in., 2010]. Sugeruje to zblizone szeroko$ci potéwkowe linii
pochodzacych od matrycy statej plechy, a wigc podobny rozktad pdl lokalnych wewnatrz
plechy [Pintar, 1991].

9.4.2. Hydratacyjna zaleznos$¢ sygnatu cieczowego

W zakresie najnizszych uwodnien plechy Cetraria aculeata (Am/my = 0.041 — 0.072)
wyodrebniono jedna sktadowa cieczowa sygnatu FID o czasie relaksacji T>.;* rosnacym od
76 us do 105 us wraz ze wzrostem uwodnienia plechy. Dla uwodnien przekraczajacych
Am/my = 0.101  wyodregbniono dwie sktadowe cieczowe rdzniace si¢ mobilnoscia, a
mianowicie: sygnat pochodzacy od protonéw wody S$cisle zwiazanej oraz wody luzno
zwiazanej. Dwie skladowe wody zwiazanej sa réwniez obserwowane w plechach innych
grzyboéw zlichenizowanych [Haranczyk i in., 2008]

Czasy relaksacji wszystkich sktadowych sygnalu zaniku swobodnej precesji dla

badanych plech zostaty przedstawione na Rysunku 9.10.
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Rys. 9.10. Czasy relaksacji spinowo-spinowej skladowych funkcji FID zmierzone dla plechy grzyba
zlichenizowanego Cetraria aculeata w zalezno$ci od uwodnienia Am/m, - sktadowa pochodzacej od protonéw
ciata statego (®), sktadowa pochodzaca od wody $cile zwiazanej (A) oraz od wody luzno zwiazanej (0O).

£ Y RN ’ = . ; T T T
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Rys. 9.11. Hydratacyjna zalezno$¢ amplitud sktadowych cieczowych sygnatu MRJ wyrazonych w jednostkach
amplitudy ciata statego dla plech Cetraria aculeata, a) woda $cisle zwiazana (A, linia przerywana), woda luzno
zwigzana (O, linia ciagta), b) catkowity sygnat cieczowy (O). Do danych dopasowano funkcje wymierne
postaci (9.9).

Hydratacyjna zalezno$¢ amplitudy sygnatu pochodzacego od wody $cisle zwiazane;j
wyrazonej w jednostkach amplitudy ciata stalego, L;/S, nasyca si¢ na poziomie (L;/S)nax =
0.150% 0.013. Przypomina to zachowanie frakcji wody zwiazanych do pierwotnych miejsc
wiazacych wyréznianych przez izotermg sorpcyjna.

Wraz z rosnacym poziomem hydratacji oprécz sygnatu pochodzacego od wody Scisle

zwigzane] pojawia si¢ sygnal pochodzacy od wody luzno zwiazanej. Zaleznos¢ hydratacyjna
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catkowitego sygnatu pochodzacego od protonéw cieczowych wyrazona w jednostkach
sygnatu pochodzacego od statej matrycy plechy, (L;+L,)/S = L/S, jest silnie nieliniowa (Rys.
9.11b). Do danych do$wiadczalnych dopasowano funkcj¢ wymierng postaci:

_A-Am/m;+B
1+C-Am/m,

g (Am/m,) 9.9)

gdzie A =275 +0.11, B=0+£3-10°, C =-0.738 £ 0.027. WspGtczynnik B = g‘(o) jest miarg

iloSci wody zaputapkowanej w odwodnionej plesze, a niewykrywalnej metodami
grawimetrycznymi. W plesze Cetraria aculeata nie zaobserwowano puli wody putapkowane;.
Pula wody zaputapkowanej zostala zaobserwowana w liofilizowanych btonach

fotosyntetycznych pszenicy [Haranczyk i in., 2006a].
9.4.2.1 Czesciowe rozpuszczanie frakcji stalej

Nieliniowa zalezno$¢ hydratacyjna skladowej cieczowej wyrazonej w jednostkach
sktadowe;j statej sygnatu FID, L/S(4m/my), dla plechy Cetraria aculeata sugeruje obecnos¢
frakcji rozpuszczalnej w matrycy statej plechy. Dotad obecno$¢ frakcji stalej rozpuszczalnej
stwierdzono w grzybach zlichenizowanych z gatunku Umbilicaria aprina i Umbilicaria
decussata [Haranczyk i in., 2008], a takze w tyku kasztanowca, gdzie wraz z narastajacym
uwodnieniem z fazy gazowe], frakcja rozpuszczalna ulega rozpuszczeniu w catosci. W tyku
Aesculus hippocastanum zalezno$¢ hydratacyjna L/S dla wysokich pozioméw hydratacji, stata
si¢ liniowa [Haranczyk i in., 1999].

W oparciu o opracowany model teoretyczny (Rozdzial 3.4.8) na podstawie
hydratacyjnych zaleznoSci L/S oraz L;/S wyznaczono stgzenie nasycenia frakcji stalej

rozpuszczalnej. Do zebranych danych dopasowano zaleznosci:

(1+ylc~v jAm/mo
L1S(Am/imy)=k- . ch , (9.10)
-~ Am/m
o0l-c, ‘
LLl(Am/mo)= AM, [,y
CS
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Znaczenie wystepujacych we wzorach parametréw opisano w Rozdziale 3.4.8.

Gléwnymi rozpuszczalnymi skladnikami plech grzybéw zlichenizowanych sa
wielocukry 1 wieloalkohole, ktérym jednoczesnie przypisuje sig istotne znaczenie w ochronie
organizméw ekstremofilnych przed niska temperatura i skrajnym odwodnieniem [Chapman i
in., 1994; Haranczyk 2003]. Dlatego tez w oparciu o dane zebrane w Tabeli 9.8 wyznaczono
srednia warto$¢ gestosci  protonowych (w stosunku do gegstosci protonowej wody)
wielocukréw i wieloalkoholi wystepujacych w przyrodzie: ¥ = 0.657£0.083 i wartos$¢ te
uzyto wykonujac jednoczesne dopasowanie L/S 1 L;/S (z uwspdlnieniem dopasowanych

parametréw) w zaleznosci od Am/mg (Rys. 9.12).

Cukier / wzor . y= P. Wieloalkohol / . y= P.
sumaryczny Ph,0 | wzér sumaryczny Ph,0
Erytroza C4HgO4 rozp. 0.601 Erytrytol C4H;,04 0.40 0.738
TreozaC4HgOy4 rozp. 0.601 Ksylitol CsH;,0s5 0.39 0.711

Erytruloza C4HsO4 0.48 0.601 Arabitol CsH{,05 0.40 0.711

Arabinoza CsH;¢Os 0.50 0.601 Rybitol CsH;>0s 0.48 0.711

Ryboza CsH;¢Os 0.50 0.601 Oalaktitol 0.03 0.693
CsH 1406

Ksyloza CsH;¢Os 0.56 0.601 Sorbitol C¢H 406 0.73 0.693

D-Glukoza CsH ;206 0.48 0.601 | Mannitol C¢H40¢ | 0.15 0.693

Gruktoza C¢H ;2,06 0.44 0.601 Glikol C,H¢0, rozp. 0.872

Mannoza C¢H,0¢ 0.71 0.601 Glicerol C;Hz0; rozp. 0.783
Galaktoza CsH,0¢ 0.67 0.601
Taloza CcH ;206 0.09 0.601

Sacharoza C12H22011 0.67 0.580

Trehaloza C12H22011 0.41 0.580

Tabela 9.8. Stezenia nasycenia, c;, i ggsto$¢ protonowa cukréw i wieloalkoholi wystepujacych w przyrodzie,
wyrazona w jednostkach ggsto$ci protonowej wody, Y. rozp — dobrze rozpuszczalny w duzych ilosciach. Dane
pochodza z The Merck index : an encyclopedia of chemicals, drugs, and biological, (1996, 2006).
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Rys. 9.12. Laczone dopasowanie hydratacyjnych zaleznosci frakcji wody $cisle zwiazanej wyrazonej w
jednostkach catkowitej puli wody, L/L (A) oraz catkowitej puli wody wyrazonej w jednostkach amplitudy
sygnatu ciata statego, L/S (O) [zaleznosci (9.10) i (9.11)].

Masa wody $cisle zwiazanej (sktadowa L; sygnatu MRJ) wynosi AM/my = 0.0753 +
0.0062, a usredniona warto$¢ st¢zenia nasycenia substancji rozpuszonych budujacych matryce
grzyba zlichenizowanego Centraria aculeata wynosi: ¢, = 0.57%20.12. Srednia ggstos¢
protonowa nierozpuszczalnej frakcji statej w stosunku do gestosci protonowej wody wynosi:
0 = 1.20 +0.62. Wspdélczynnik proporcjonalnosci wyniést: k = 1.46%0.34. Wyznaczone
stezenie nasycenia frakcji statej rozpuszczalnej odpowiada grupie wielocukréw do ktorej
naleza: sacharoza, galaktoza, ksyloza, ryboza i arabinoza. Najczgsciej z nich wystgpujacym w
plechach grzybow zlichenizowanych jest sacharoza [Roser i in., 1992]. Aby sprawdzi¢, czy ta
zbiezno$¢ jest rzeczywista, czy tylko przypadkowa, wykonano oznaczenia zawarto$ci
weglowodanéw w  dehydratowanej plesze grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata,

ktorych wyniki przedstawia Tabela 9.9.

Cukier / wzoér Oznaczone Wieloalkohol / wzér | Oznaczone stezenie
sumaryczny stezenie [107%] sumaryczny [107-%]
Sacharoza / C,H2,014 1.23 £0.05 Arabitol CsH;,0s 16.50+£0.74
Fruktoza / C¢H ;2,06 0.203 £ 0.004 Mannitol C¢H;40¢ 2.39 £0.08
Trehaloza / C;HpOy; | 0.153 +0.003 Myo-inozytol / 0.82 £0.03
CsH 1206
Glukoza / CsH ;204 0.085+ 0.004

Tabela 9.9. Zawarto$¢ wielocukréw i wieloalkoholi w dehydratowanej plesze Cetraria aculeata.
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Faktycznie, dominujacym skladnikiem wsréd wielocukrow okazata si¢ sacharoza, a posrod
wieloalkoholi arabitol, jednakze stgzenia tych substancji oznaczone w plesze badanego grzyba
zlichenizowanego sa przynajmniej o trzy rzedy wielkosci za mate, aby wywotaé efekt
rozpuszczenia matrycy statej na obserwowana skalg.

Aby potwierdzi¢ obserwowany efekt ,,nadmiarowego” narastania sygnalu MRJ w

stosunku do uwodnienia plech wykonano pomiary w '"H-MRJ w domenie czesto$ci.

9.5. Pomiary relaksacyjne martwych plech Cetraria aculeata

Hydratacyjne  pomiary relaksacyjne  martwych  komoérek  plechy  grzyba
zlicheniozwanego Cetriaria aculeata zostaty przeprowadzone w zakresie uwodnien Am/my =
0.042 — 0.762 dla plech zebranych w dzienh pochmurny oraz Am/my = 0.031 — 0.736 dla plech
zebranych w dzien stoneczny. W opisie sygnaléw zaniku swobodnej precesji FID, podobnie

jak w przypadku komoérek zywych, zastosowano trzy modele, ktére podsumowuje Tabela

9.10:

Zakres uwodnien Zakres uwodnien
Stosowany model ) .
(dzien stoneczny) (dzien pochmurny)

Funkcja Abragama oraz jedna
funkcja eksponencjalna 0.031 - 0.066 0.042 - 0.090

(réwnanie (9.5))

Funkcja Abragama i dwie
sktadowe eksponencjalne 0.119 - 0.250 0.112 -0.267

(réwnanie (9.6))

Funkcja Gaussa 1 dwie sktadowe
0.294 - 0.736 0.341 -0.762
eksponencjalne (rownanie (9.7))

Tabela 9.10. Modele uzyte do opisu funkcji FID martwych plech Cetraria aculeata

9.5.1. Sygnal pochodzacy od protonéw matrycy stalej

Sygnat zaniku swobodnej precesji dla czgsci pochodzacej od protonéw ciata statego dla

niskich uwodnien opisany jest funkcja Abragama. W miarg przyrostu ilosci wody zwiazanej
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w plesze, ,,falka” w sygnale FID staje si¢ stabo widoczna, a cze$¢ sygnatu FID pochodzaca od

protonéw ciala statego opisywana jest funkcja Gaussa.
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I6‘010' .-‘...I ..-‘. 7
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Rys. 9.13. Warto$¢ parametru a funkcji Abragama dla badanych prébek w zaleznosci od poziomu ich

uwodnienia. ® - plechy zebrane w dzien stoneczny, B - plechy zebrane w dziefi pochmurny.

Wraz ze zwigkszajacym si¢ stopniem uwodnienia parametr a funkcji Abragama maleje
od wartosci rzedu 0.10 p.Ls'l ( co odpowiada szerokosci linii 32 kHz) do okoto 0.08 p.Ls'1 25
kHz), co §wiadczy o procesie ,,rozmigkczania” matrycy statej plechy. Otrzymane wartosci sa

poréwnywalne z wartosciami otrzymanymi dla komoérek zywych.
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Rys. 9.14. Hydratacyjna zalezno$¢ czaséw relaksacji poprzecznej sktadowych sygnatu FID: l, B - stalej, ®, ®
- cieczowej pochodzacej od protonéw wody $cisle zwiazanej A, A - cieczowe]j pochodzacej od protonéw wody
luzno zwiazanej. Kolor czerwony — plechy zebrane w dzien stoneczny, kolor czarny — w dzien pochmurny.
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Relaksacja poprzeczna sktadowej statej sygnatu FID opisana jest przez czas relaksacji
poprzecznej wynoszacy, podobnie jak w przypadku komérek zywych, Trs* =25 us i bardzo
stabo zmienny wraz z uwodnieniem plechy. Spadek wartosci czasu 7,s* dla plech zebranych
w dzien stoneczny dla uwodnien okoto Am/my = 0.25 prawdopodobnie wigze si¢ ze zmiana
modelu, ktérym opisano cz¢s¢ funkcji FID pochodzaca od protonéw matrycy stalej i nie jest
odbiciem proceséw fizycznych.

Zmierzone czasy relaksacji poszczegdlnych sktadowych FID dla komérek zywych i
martwych nie r6znig si¢ od siebie, co potwierdza wyciagnig¢te na podstawie wynikow badan w
domenie czasu wnioski, ze proces zatrzymania funkcji zyciowych grzyba zlichenizowanego

Cetraria aculeata nie wptynat w znaczacy sposob na jego matryce stala.

9.5.2. Sktadowa cieczowa sygnatu FID

Hydratacyjna zalezno$¢ czaséw relaksacji poszczegdlnych sktadowych sygnatu FID
plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata przedstawia Rysunek 9.14. W obszarze
niskich uwodnien (A4m/my < 0.090 dla plech zebranych w dzien pochmurny oraz
Am/my< 0.066 w dzien stoneczny) wyodregbniono jedna sktadowa cieczowa o $rednim czasie
relaksacji 7>, réwnym 120 ps. Dla plech bardziej uwodnionych wyodrebniono dwie
sktadowe cieczowe sygnatu zaniku swobodnej precesji. W zakresie uwodnien powyzej
Am/mp =0.2 z powodu probleméw numerycznych z wyodrebnieniem skladowe;j
krétkoczasowej (woda Scisle zwigzana) — w szczegdlnosci w przypadku plech zebranych w
dzien pochmurny — w czg¢sci przypadkéw z sygnatu FID wyodrgbniono jedna, usredniona
sktadowa cieczowa.

Analiza hydratacyjnych zalezno$ci amplitud sktadowych cieczowych sygnalu FID
uyjawnita, ze amplituda sygnalu pochodzacego od wody S$cisle zwiazanej mierzona w
jednostkach amplitudy sygnatu stalego ulega wysyceniu na poziomie (L;/S)max = 0.102+0.023
dla plech zebranych w dzien stoneczny oraz (L;/S)max = 0.114 £ 0.016 dla plech zebranych w
dzien pochmurny. Ponadto amplituda catkowitego sygnatu cieczowego, L/S, ro$nie nieliniowo
wraz z uwodnieniem plech. Zaréwno w przypadku plech zebranych w dzien pochmurny jak i
stoneczny do zebranych danych dopasowano model jednoczesnego dopasowania zaleznosci
L/S (Am/my) oraz L;/S (Am/mp) z uwspOlnieniem parametréw [réwnania (9.10) oraz (9.11)].
Wynik dopasowania obrazuje Rysunek 9.15.
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Rys. 9.15. Hydratacyjna zalezno$¢ catkowitej amplitudy sygnatu cieczowego L/S (O) oraz sktadowej krétkoczasowej

Ly/S (A) wyrazonych w jednostkach amplitudy ciata statego wraz z dopasowaniami w oparciu o réwnania (9.10) i

(9.11) dla martwych plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata zebranych w dzien a) sloneczny, b)

pochmurny.

Tabela 9.11 prezentuje zestawienie parametrow dopasowania:

Plechy zebrane w dzien Plechy zebrane w dzien
Parametr
stoneczny pochmurny
AM /my 0.068+0.014 0.077+0.011
Cs 0.781+0.050 0.601+0.093
) 1.32+0.42 1.14£0.54
k 0.863+0.071 1.42+0.24

Tabela 9.11. Parametry dopasowania krzywych opisanych réwnaniami (9.10) i (9.11) do danych

doswiadczalnych zebranych na Rysunkach 9.151 9.16.

Wyniki badania 'H-MRJ w domenie czasu (spéjnie z wynikami otrzymanymi w

domenie czgstosci) pokazaly, ze poziom fotosyntezy moze mie¢ wpltyw na zawarto$¢
substancji rozpuszczalnych w plesze grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata, bowiem
plechy zebrane w dzien pochmurny charakteryzuja si¢ mniejszym stgzeniem nasycenia

substancji rozpuszczajacych sig niz zebrane w dzien stoneczny.

9.6 Spektroskopia '"H-MRJ zywych plech Cetraria aculeata

Widma "H-MRJ dla plech grzyba zlichenizowanego zarejestrowano w petnym zakresie

uwodnien uzyskiwanych z fazy gazowej (4m/my = 0.038 do Am/my=0.771).
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Dla hydratacji nizszych od 4m/my < 0.520 wyodrgbniono sktadowa stata widma opisana

funkcja Gaussa oraz jedna, usredniong sktadowa cieczowa opisana funkcja Lorentza:

" zn2Av, J2In2Av, T 4=y, +Av | (9.12)

gdzie: yy to sktadowa stata sygnatu (efekt aparaturowy).

Dla wyzszych pozioméw hydratacji plech, sygnal cieczowy znaczaco wzrasta i
prawdopodobnie dlatego nie udato si¢ wyodrgbni¢ sktadowej statej. Rysunek 9.16.
przedstawia przyktady widm dla dwéch wybranych pozioméw uwodnienia (dm/my = 0.112

oraz Am/my = 0.725).

a) b)
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Rys. 9.16. Widmo 'H-MRJ plechy Cetraria aculeata uwodnionej do poziomu a) Am/my = 0.112 a opisane
ztozeniem funkcji Gaussa i Lorentza, oraz b) uwodnione do Am/m, = 0.725, opisane funkcja Lorentza o
szerokosci potléwkowej okoto 1600 Hz.

Sktadowa widma 'H-MRJ pochodzaca od matrycy statej plechy Cetraria aculeata
opisana jest szeroka linia wystarczajaco dobrze opisywana funkcja Gaussa (Avg = 45 kHz, co
odpowiada polom lokalnym AB =~ 1 mT). Szeroko$¢ potéwkowa linii nieznacznie
zmniejsza si¢ wraz z uwodnieniem plech. W obszarze uwodnien, w ktérych mozliwe byto
wyodregbnienie skladowej stalej, jej zmiany te sa bardzo niewielkie (Rys. 9.17), pole
powierzchni pod pikiem Gaussa proporcjonalne do liczby spinéw skladowej statej plechy
moze by¢ jednostka stuzaca do normalizacji amplitudy sygnatu pochodzacego od mobilnych
protonéw cieczowych.

Doktadna analiza linii sktadowej stalej widma ujawnia jej bardziej skomplikowany
ksztatt. Funkcja Gaussa modyfikowana jest funkcja schodkowa, ktérej obecnos¢ jest dobrze

widoczna dla niskich pozioméw hydratacji, co odpowiada funkcji Abragama w domenie
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czasu. Szczegdlowa, jakosciowa analiza sktadowej stalej sygnatu zostata przeprowadzona w
domenie czasu.

Dla badanych plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata zarejestrowano jedna,
usredniong sktadowa cieczowa, do ktérej dopasowano funkcje¢ Lorentza. Dla niskich
pozioméw uwodnien szeroko$¢ potdwkowa linii Lorentza wynosi okoto 2200 Hz, co
odpowiada wartosci okoto 140 us w domenie czasu — odpowiada protonom wody Scisle
zwiazanej. Dla wigkszych wartosci uwodnien plechy, szerokosci potéwkowe linii Lorentza
maleja do wartosci okoto 1000 Hz odpowiadajac usrednionemu sygnatowi od protonéw wody

scisle i1 luzno zwiazane;.
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Rys. 9.17. Szerokoéci potéwkowe obu linii sktadowych widma 'H-MRJ dla plech Cetraria aculeata: (sktadowa

stata: M - dopasowana krzywa Gaussa, sktadowa mobilna: O - dopasowana krzywa Lorentza).

Zaleznos¢ hydratacyjna stosunku sygnatu cieczowego (pole pod linig Lorentza) wyrazonego
w jednostkach sygnatu statego (pole pod linia Gaussa i Lorentza , A;/A¢ , jest nieliniowa.

Do danych do$§wiadczalnych dopasowano funkcj¢ wymierng postaci:

A, A-Am/m,+ B

—L(Am/m,)= o, 13

AS( o) 1+C-Am/m, ©-13)
gdzie parametry dopasowania wynosza: A = 433%£0.50, B = 0.125£0.084,

A
C=-1.222+0.067. Warto$¢ wspétczynnika B = f(Am/ my =0) jest miara iloici wody
s

zapulapkowanej w plesze, niewykrywalnej metodami grawimetrycznymi. Mozna ja wyrazi¢
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. . e . A ‘s
poprzez wyznaczenie bezwzglednej wartosci miejsca zerowego funkcji A—L(Am/mo).llosc
S

wody zaputapkowanej w badanych plechach wyznaczona metoda pomiar6w MRJ w domenie
czgstosci wynosi:  Am/mg, = 0.029 £0.023. Duza niepewno$¢ wyniku wiaze si¢ z
trudnosciami numerycznymi w dopasowaniu funkcji Gaussa do stalej czgsci widma MRJ.
Wydaje sig, ze stwierdzenie o braku frakcji wody zaputapkowanej wynikajace z pomiaréw w

domenie czasu wydaje si¢ bliskie prawdy.
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Rys. 9.18. Hydratacyjna zalezno$¢ sygnatu cieczowego MRI plechy Cetraria aculeata (pola pod pikiem
Lorentza liczona w jednostkach pola pod pikiem Gaussa). Do punktéw pomiarowych dopasowano funkcjg

wymierna (9.13) - linia czerwona oraz wymierng zalezno$¢ (9.14) — linia zielona.

Nieliniowa zalezno$¢ A;/As w funkcji poziomu hydratacji plechy potwierdza hipotezg¢ o
obecnosci frakcji rozpuszczalnej w plesze Cetraria aculeata. Do zalezno$ci hydratacyjne;j
sygnatu cieczowego dopasowano wigc analogiczng zaleznos$¢, jak dla danych zebranych w

domenie czasu :

(1+ylcf jAm/mo

ﬁ(Am/mo)zk- i ,

As Y Amim 9.14)
ol—c 0

s

Otrzymano warto$¢ st¢zenia nasycenia réwna c¢, = 0.62+0.11, & = 0.93+0.31, a

wspotczynnik proporcjonalnosci wynidst k = 2.43+0.82. Otrzymane stgZenie nasycenia w
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granicach niepewnosci pomiarowych jest zgodne z tym otrzymanym na podstawie danych
zebranych w domenie czasu (c;= 0.57£0.12).

Rysunek 9.19 przedstawia potozenia pikow Gaussa i Lorentza w funkcji uwodnienia
plechy Cetraria aculeata. Srednie potozenie pikéw Lorentza jest przesunigte o okoto 1300 Hz
w kierunku wyzszych czestotliwosci niz rezonansowa dla swobodnych protonéw (300.14

MHz). Potozenie centrow pikow Gaussa silniej zalezy od poziomu uwodnienia.
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Rys. 9.19. Potozenia linii Gaussa (H) i Lorentza (®) Rys. 9.20. R6znica migdzy potozeniami Srodkow

w zalezno$ci od poziomu uwodnienia plechy Cetraria linii Gaussa i Lorentza w zaleznoS$ci od poziomu

aculeata. uwodnienia plechy Cetraria aculeata.

9.7 Spektroskopia '"H-MRJ martwych plech Cetraria aculeata

Zaréwno dla plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata zebranych w dzien
pochmurny jak i dzien stoneczny widma 'H - MRJ dobrze dopasowane byly zlozeniem
funkcji Gaussa oraz Lorentza, zgodnie z rOwnaniem (9.12).

Niezaleznie od protokotu doswiadczalnego (plechy zebrane w dzien pochmurny, dzien
stoneczny), szeroka linia (Avg = 40 kHz) pochodzaca od zawartych w plesze badanych
grzybéw zlichenizowanych opisana jest funkcja Gaussa, ktérej szerokos¢ poléwkowa
nieznacznie maleje wraz ze wzrastajacym poziomem uwodnienia. Podobne zachowanie
zdradzaja prébki plech zywych grzybéw zlichenizowanych. Szerokos¢ potéwkowa linii
Gaussa wskazuje na wystgpowanie pol lokalnych o wartosci rzgdu 1 mT. Pole pod
powierzchnia pikéw Gaussa uzyto jako skalujacy pole pod pikami opisanymi funkcja

Lorentza.
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Podobnie jak dla zywych plech Cetraria aculeata wyodrgbniono jedna sktadowa
cieczowa, opisang waska linig Lorentza. Jej szeroko$¢ potdwkowa zmienia si¢ od okoto 3000
Hz dla niskich uwodnien do 1200 Hz dla uwodnien powyzej Am/my = 0.5. Hydratacyjne
zaleznosci szerokosci potowkowych pikéw Lorentza wskazuja, ze dla niskich uwodnien piki
pochodza od protonéw cieczowych $cisle zwiazanych, a dla wyzszych sa usrednionym
sygnalem od protonéw $cisle i luzno zwiazanych (Rys. 9.21).

Dla plech zebranych w dzien pochmurny i w dzien stoneczny otrzymano podobne
warto$ci szerokosci potéwkowych funkcji Gaussa i Lorentza opisujacych widmo 'H-MRJ, sa
one réwniez zblizone do warto$ci otrzymywanych dla komoérek zywych grzyba
zlichenizowanego Cetraria aculeata, co wskazuje, ze proces zatrzymania czynno$ci
zyciowych nie zmienit w istotny sposob na struktury plechy. Pozwala to na prowadzenie

dalszej analizy zaleznos$ci hydratacyjnych parametréw MRJ.

N100000———m————
L, ]
> i
< “-.f ' .. ‘ .. - ..
10000 :
:.~ ® ® o
® ¢°0%°¢ eo o ..
1000 T T T T T T T T T T T T
00 01 02 03 04 05 0.6

Am/m o

Rys. 9.21. Hydratacyjna zalezno$¢ szerokosci potéwkowej krzywej Gaussa dla martwych plech Cetraria
aculeata zebranych w dzien pochmurny (H) i dzien stoneczny (M) oraz krzywej Lorentza dla plech zebranych w

dzien pochmurny (®) i dzien stoneczny (®).

Hydratacyjna zalezno$¢ sygnatu '"H-MRJ w domenie czestosci dla plech martwych jest

nieliniowa (Rys. 9.22).
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Rys. 9.22. Hydratacyjna zalezno$é¢ sygnatu cieczowego 'H-MRIJ dla martwych plech Cetraria aculeata
zebranych w dzien stoneczny (M) oraz pochmurny (M) wraz z dopasowaniami funkcji wymiernych postaci

©.1).

Dopasowanie do danych do$wiadczalnych prostych funkcji wymiernych postaci (9.13)
pozwolito oceni¢ ilo§¢ wody zaputapkowanej w plechach. Parametry dopasowania zaleznos$ci

(9.13) dla pomiaréw w domenie czgstosci zostaty zebrane w Tabeli 9.12.

Parametr dopasowania Dzien stoneczny Dzien pochmurny
A 4.09 £0.16 4.30 £0.21
B 0 +0.031 0 +0.026
C -1.255+0.034 -1.040 £0.051

Tabela 9.12. Wspétczynniki dopasowania prostych funkcji wymiernych do danych przedstawionych na Rys.
9.1.

Zaréwno w plechach zebranych w dzien pochmurny jak i w dzien stoneczny nie
stwierdzono obecno$ci wody zaputapkowanej (wspdéiczynnik dopasowania B w granicach
niepewnosci rowny 0), wobec czego do zebranych danych zastosowano model opisany przez

rownanie (9.14). Otrzymane wyniki przedstawia Tabela 9.13.
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Plechy zebrane w dzien Plechy zebrane w dzien
stoneczny pochmurny
Cs 0.84+0.17 0.46+0.12
) 1.89+0.43 1.52+0.58
k 2.88+0.87 2.8+1.0

Tabela 9.13. Parametry dopasowania zaleznosci (6.14) do hydratacyjnych zaleznoéci cieczowego sygnatu 'H-
MRIJ plech zebranych w dzien stoneczny i dzien pochmurny.

Plechy zebrane w dzien pochmurny oraz w dzien stoneczny w sposéb zauwazalny
r6znia si¢ wyznaczonym stg¢zeniem nasycenia substancji rozpuszczalnych.

MRJ dla protonéw wody zwiazanej zachodzi dla czg¢stotliwosci od 500 Hz do 1000 Hz
wigkszych od czgstotliwosci rezonansowej rezonansowej dla swobodnych protonéw (300.14
MHz), przy czym nie stwierdza si¢ wyraznego rozréznienia ze wzgledu na plechy zebrane w
dzien pochmurny i dzien stoneczny (Rys. 9.23).

Potozenia centréw pikéw frakcji stalej sa przesunigte o okoto 1000 Hz w strong
czestotliwosci wyzszych wzgledem pikéw cieczowych. Wigksze niepewno$ci zwigzane z
potozeniem centrow pikéw gaussowskich zwiazane sa z trudniejszym ich precyzyjnym

okresleniem w miarg wzrostu puli wody zwiazane;j.

%2000-_ ; # . " D
15004 . ﬂ'ﬁ' h . H + + |
1000- . ,. , | |

Am/m 0

Rys. 9.23. Zalezno$¢ potozen pikéw Gaussa (M - dla plech zebranych w dzien stoneczny, B - dla plech
zebranych w dzien pochmurny) oraz Lorentza (® - dla plech zebranych w dzien stoneczny, ® - dla plech

zebranych w dzien pochmurny) od poziomu hydratacji martwych plech Cetraria aculeata.
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10. Pomiary temperaturowe plechy grzyba

zlichenizowanego Cetraria aculeata

Pomiary zaleznosci temperaturowych sygnalu 'H-MRJ dla plechy grzyba
zlichenizowanego Cetraria aculeata wykonano w domenie czgstosci (widma protonowe) i
czasu (sygnaly zaniku swobodnej precesji) podczas ochtadzania plech od temperatury 24°C
do temperatury -61°C. Wykonano takze kilka pomiaréw podczas ogrzewania plech od
temperatury -61°C do 24°C celem sprawdzenia, czy wystepuje zjawisko histerezy

temperaturowe;j.

10.1. Pomiary '"H-NMR w domenie czestosci

Pomiary przeprowadzono dla plechy Cetraria aculeata o trzech réznych poziomach
uwodnienia Am/my = 0.090, Am/my = 0.343 oraz Am/my = 0.482. Wyodregbniono sktadowa
stala widma opisana funkcja Gaussa oraz jedna, usredniona skladowa cieczowa opisana
funkcja Lorentza. Do zarejestrowanych widm dopasowano ztozenie funkcji Gaussa i Lorentza
zgodnie z formutg (9.12).

Rysunek 10.1 przedstawia przyktady widm zarejestrowanych dla probki uwodnionej do

poziomu Am/my= 0.090 w réznych temperaturach.
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Rys. 10.1. Widma 'H-MRJ dla odwodnionej plechy Cetraria aculeata (Am/my = 0.090) zarejestrowane w
temperaturze: a) 291 K, b) 271 K.

10.1.1. Analiza sygnalu pochodzacego od protonow frakcji stalej plechy

Cetraria aculeata

Linia pochodzaca od protonéw frakcji statej plechy Cetraria aculeata uwodnionej w
zakresie od Am/my = 0.09 do Am/my = 0.48 jest w zadowalajacy sposéb zostata opisana
funkcja Gaussa o szerokosci potéwkowej okoto 50 kHz. Dla kazdego z analizowanych
uwodnien plechy szeroko$¢ linii rosnie o okoto 10% wraz z obnizana temperatura w zakresie
od 24°C do -61°C. Odzwierciedla to unieruchomienie protonéw matrycy statej plechy i
towarzyszacy mu wzrost zakresu lokalnych pdél magnetycznych. Dodatkowo wraz ze
wzrostem poziomu uwodnienia, linia od ciala stalego nieznacznie si¢ zwegza (Rys. 10.2).
Sugeruje to niewielki wzrost ruchliwo$ci protonéw ciata stalego wraz ze wzrostem poziomu
uwodnienia. Jedynie dla najwigkszego poziomu hydratacji Am/my = 0.482 dla temperatur
powyzej 5°C szeroko$¢ potéwkowa linii Gaussa odbiega od pozostatych wynikéw, a
mianowicie jest mniejsza niz 40 kHz, co prawdopodobnie spowodowane problemami
numerycznymi z precyzyjnym wyodrgbnieniem sktadowej stalej linii przestanianej silnym
sygnatem cieczowym. Szczegdtowa analiza linii pochodzacej od ciala stalego ujawnia, ze jest

ona modyfikowana funkcja schodkowa (hat-like function) [Derbyshire i in., 2004].
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Poniewaz zmiany w ciele statym wywolywane zaréwno przez proces hydratacji, jak i zmiang

temperatury nie sa znaczne, pole powierzchni pod linig od ciata stalego, opisanym funkcja

Gaussa zostato przyjete za jednostke, do ktérej normalizowano sygnaty cieczowe.
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10.2. szerokos$ci

potéwkowych piku Gaussa podczas ochtadzania (M) i

Rys. Zalezno$ci  temperaturowe

ogrzewania ([M) oraz piku Lorentza podczas ochtadzania

('ﬂ’) oraz podczas ogrzewania (79?) dla plechy Cetraria
aceluata uwodnionej do poziomu: Am/my: a) Am/my =

0.090, b) Am/my=0.343, ¢) Am/my= 0.482
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10.1.2. Analiza sygnalu pochodzjcego od protonéw wody zwigzanej w plesze Cetraria

aculeata

Dla wszystkich badanych probek (Am/mg = 0.090, 0.343 oraz 0.482) w catym zakresie
temperatur od 24°C do -61°C wyodrgbniono jedna, usredniona sktadowa cieczowa, ktéra
opisuje funkcja Lorentza. Wraz z obnizana temperatura szeroko$¢ potéwkowa linii ros$nie od
wartosci okoto 1-2 kHz dla temperatury pokojowej do wartosci 7 kHz dla najnizszych
temperatur. Szerokosci potowkowe powyzej 7 kHz (obserwowane w najnizszych
temperaturach) prawdopodobnie odzwierciedlaja skomplikowany ksztatt linii ciata stalego,
pochodzacej od zestalonej wody, a nie sygnat od przechtodzonej cieczy.

Duza zmiana wartosci szerokosci potéwkowej linii cieczowe] wskazuje na proces
stopniowego unieruchamiania protonéw mobilnych wraz z obnizana temperaturg.

Stosunek pola powierzchni pod pikiem opisanym funkcja Lorentza do pola pod linia
Gaussa, A;./Ag, jest miarg liczby protonéw we frakcji mobilnej. Dla plech uwodnionych do
poziomu Am/my = 0.090 oraz Am/my = 0.343 obserwuje si¢ ciagly spadek A;./Ag w funkcji
1000/T. Fakt ten, oraz zwigkszanie si¢ szeroko$ci potéwkowej linii cieczowej z obnizajaca si¢
temperaturg, $wiadczy o niekooperatywnym unieruchamianiu molekut wody — bez
formowania krysztatu lodu Th. Dla plechy o najwyzszym uwodnieniu (4m/my = 0.482) spadek
Ar./Ag w waskim zakresie temperatur (od 2°C do -5 °C) jest nagly i wynosi okoto 35% (co
odpowiada ilosci wody Am/my = 0.032) w stosunku do sygnatlu poczatkowego. Obserwowany
skokowy spadek mozna przypisa¢ kooperatywnemu unieruchomienia protonéw cieczowych,
tworzenia krystalitu lodu. Brak skokowego zmniejszenia sygnatu MRJ, A;/Ag w funkcji
obnizanej temperatury dla probek uwodnionych do poziomu Am/mg = 0.090 oraz Am/my =
0.343 oraz taki jego spadek dla plech uwodnionych do poziomu Am/my = 0.482 sugeruje
istnienie ograniczen mechanizmu ochraniajacego grzyb zlichenizowany Cetraria aculeata
przed zamarzaniem wody zwiazanej w plesze. Mechanizm ten dziata skutecznie jedynie do

okreslonego poziomu uwodnienia.
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10.1.3 Rozklad pdl lokalnych w funkcji temperatury

Rys. 10.4 przedstawia potozenie linii cieczowej oraz linii od ciata statego dla plechy

grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata w funkcji obnizanej temperatury.
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Wraz z obnizaniem temperatury polozenie linii Lorentza w plesze Cetraria aculeata
przesuwa si¢ w kierunku wyzszych czgstotliwosci, od okoto 1000 Hz w temperaturze
pokojowej (wzgledem czgstotliwosci rezonansowej 300.14 MHz) do okoto 1700 Hz dla
temperatury -61°C . Dla uwodnienia Am/my = 0.090 potozenia linii od ciata stalego takze
rosng wraz z obnizajaca si¢ temperaturag od wartosci przesunigtych o okoto 1800 Hz od
300.14 MHz do okoto 5000 Hz (odpowiednio dla temperatury pokojowej i wynoszacej -61°C)
Potozenia pikéw pochodzacych od protonéw ciata stalego przesunigte sa o okoto 1000 Hz w
kierunku wyzszych czgstotliwosci niz potozenia linii od protonéw wody zwiazane;.

Dla probki o hydratacji dm/my = 0.482 potozenia pikow Gaussa dla temperatur

powyzej —10°C sa obarczone duza niepewnoscia, co zwigzane jest z trudnos$cia precyzyjnego
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wyodrebnienia linii ciata stalego od linii cieczowej. Poczawszy od temperatury —30°C w
miar¢ jej zmniejszania potozenia centrow pikow Gaussa rosng od 0 do 5000 — 6000 Hz

wzgledem czgstotliwosci 300.14 MHz.

10.2. Pomiary plech Cetraria aculeata "H-MRJ w domenie czasu

Analiza pomiaréw temperaturowych MRIJ plech grzyba zlichenizowanego Cetraria
aculeata w domenie czg¢stosci pozwala przypuszczaé, ze grzyb ten posiada mechanizm
chroniacy go przed tworzeniem krystalitow lodu wewnatrz plechy przy uwodnieniach ponize;j
pewnej wartosci progowej (Rys. 10.3). Mechanizm ten moze opiera¢ si¢ na wymianie
(przetwarzaniu) puli wody luzno zwigzanej na wodg $cisle zwiazang. Konieczna zatem staje
si¢ precyzyjna analiza frakcji cieczowej plech. Pomiary w domenie czasu wykonano na
plechach uwodnionych do niskich pozioméw hydratacji Am/my = 0.039, 0.095, 0.137, 0.171,
0.199 oraz dla dwéch wysokich Am/my = 0.499, 0.964. Do zebranych danych w zakresie
temperatur od 24°C do -61°C:

(i) dla niskich uwodnien (Am/my = 0.039 — 0.171) wyodrebniono dwie sktadowe wody
zwiazanej: S$cisle- 1 luzno zwiazana a sktadowa stata FID byla dobrze opisana funkcja
Abragama w calym zakresie temperatur;

t t

+Le ™"+ Le ™", (10.1)

- g
FID(t) = y, +Se "o S04

at

(i) dla uwodnien posrednich (Am/my = 0.199 oraz 0.499) wyodrebniono jedna
usredniong sktadowa wody zwiazanej relaksujaca eksponencjalnie , a cialo stale
opisano przez Gaussa dla temperatur ¢ > -15.6°C dla prébki uwodnionej do poziomu

Am/my = 0.199 oraz t>-29.5°C dla prébki uwodnionej do poziomu Am/my = 0.499:

o t

FID(t)= y, +Se ™" +Le ™", (10.2)

a dla temperatur nizszych funkcja Abragama:

t

+Le P (10.3)

9

r oo
.+ sinat

FID(t) =y, +Se
at

(iii)  dla najwyzszego poziomu uwodnienia (Am/my = 0.964) w calym zakresie

temperatur wyodrebniono jedna sktadowa cieczowa, funkcja stata opisana funkcja
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Gaussa [rownanie (10.2)] Niemozno$¢ dopasowania funkcji Abragama
spowodowana byta prawdopodobnie wzgledami numerycznymi (bardzo duzym

udziatem sktadowej cieczowej sygnatu).

10.2.1 Analiza skladowej stalej sygnalu zaniku swobodnej precesji

Sktadowa sygnatu zaniku swobodnej precesji pochodzaca od protonéw ciata statego dla
plech nisko uwodnionych (Am/my = 0.039 — 0.171) w calym zakresie temperatur opisana byta
funkcja Abragama. Dla nizszych temperatur charakterystyczna ,,falka” w sygnale FID byta
lepiej widoczna, co objawiato si¢ wzrostem wartosci parametru a funkcji Abragama i wigksza
doktadnos$cia jego wyznaczenia bedacego miara polowy szerokosci potdwkowej linii ciata

statego w domenie czgstosci.

Proba dopasowania funkcji Abragama do skltadowych stalych funkcji FID
zarejestrowanych dla plechy uwodnionej do poziomu Am/my = 0.199 powyzej temperatury
-15°C oraz dla plech uwodnionych do poziomu Am/mg= 0.499 powyzej temperatury -29.5°C
dawata niespotykane w innych prébkach biologicznych wartosci parametrow a (ponizej
0.07 us™, co odpowiadatoby szerokosciom potéwkowym linii ciata statego ponizej 22 kHz).
Sktadowa stata funkcji FID dla plech uwodnionych do poziomu 0.964 opisana byta funkcja
Gaussa w catym zakresie temperatur (od 24°C do -61°C). Temperaturowe zaleznos$ci

parametru a funkcji Abragama dla r6znych pozioméw hydratacji plech przedstawia Rys. 10.5.

Dla plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata warto$¢ parametru a funkcji
Abragama rosnie wraz ze spadkiem temperatury od okoto 0.08 us’l (Av=25 kHz)do 0.12
us” (Av = 38 kHz) dla plechy uwodnionej do poziomu Am/my = 0.039 oraz 0.10 pus™' (Av =
32 kHz) dla wyzszych uwodnien. Niewielki wzrost parametru a, a wigc poserzenie linii ciata
stalego wskazuje na nieznaczne unieruchamianie protonéw matrycy stalej wraz z obnizajaca

si¢ temperatura.
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Rys. 10.5. Zalezno$¢ parametru a funkcji Abragama w funkcji temperatury dla plech Cetraria aculeata
uwodnionych do poziomu: a) Am/my = 0.039, b) Am/m, = 0.095, ¢) Am/my = 0.137, d) Am/my=0.171, ) Am/m, =
0.199 oraz £f) Am/my = 0.499.
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Czasy relaksacji sktadowej statej sygnatu FID (Rys. 10.6) nieznacznie maleja wraz z
obnizajaca si¢ temperatura (w wyniku unieruchamiania si¢ protonéw frakcji stalej plechy).
Skokowy wzrost czasu relaksacji sktadowej stalej FID dla plechy uwodnionej do poziomu
Am/my = 0.199 spowodowany jest czynnikami numerycznymi spowodowanymi zmiang
modelu opisujacego sktadowa stala sygnatu (model Gaussa dla wyzszych temperatur niz -

15.6°C) i model Abragama dla nizszych).

a) b)
tel 21 5 -10 -23 -35 -46 -56 te[osc]
'E'-IOOO. 2|1 . 5| ,-1|O ,-2? ,-3:5 ,-4|6 ,-56, .-6:5 '6‘1000 | — '- T '-I '- T '- T '-I '- ™
ER e & 2y
- A ﬁ% " s
e O
Qe g
le) OO o O
10049 og, 1 100{g 000 o |
1 O oo
i O [oXe) ) (|
4 U g
O o o [m]
J | 1]
-El.“....’-...g.....g '] “llllﬂll.-.ﬁl......
10+ 4 104 ' ' ' ' ' ' ' E
34 36 38 40 42 44 46 48 34 36 3.8 40 42 44 46 48
1000/T [1/K] 1000/T [1/K]
c) d)
t[’C] __ t[°C]
- - - - - - (7] - - - - - -
'§'1000: 2.1 5| 1.0 2.3 3.5 4.6 5.6 6.5 %1000: 2|1 ' ? ' 1|0' 2|3' (?5' 4|6' 5|6 ' 6|5:
: A M%L‘AQ I—C\I A AAAA&DD 0
= “op "8,
7D O = O
08 ", =s
(@] O
100' 6 OO(TDO ) 0 . - 100' os g O i 3
] ] Oo
- O o :8 ° g
-u“““"ﬁ'--lgnnnn.. :ﬂ..‘rllll?llllﬂll.l..
104 E 104 E
34 36 38 40 42 44 46 48 34 36 3.8 40 42 44 46 48
1000/T [1/K] 1000/T [1/K]
e) f)

148



@
S 21 5 -10 -23 -35 -46 -56 -65 — 21 5 -10 -23 -35 -46 -56 -65
-kN1OOO T L T T L T —T %’_1000': D'DD'ED]'DD'DID ) i ) i ) i ) i ) ]
— = ]
* o -
o DDEDDDDDD - 0o
E‘HDD ) DDD
O g O
oo ]
O O

t°C] t['C]

100+ = E 100+ = E

a2 Enmm
m EEEEm LLY | EEEEN g
ll.:-...._ T BN N m g g IE-..I o A m

104 1 10- .
34 36 3.8 40 42 44 46 48 34 36 38 40 42 44 46 48
1000/T [1/K] 1000/T [1/K]
g)
t[°C]

21 &5 -10 -23 -35 -46 -56 -65

1000 B 77700, ]
o E
O
7o 5 Rys. 10.6. Zalezno$¢ temperaturowa czasow relaksacji
O
1004 "o o | spinowo-spinowej dla skiadowej stalej i cieczowej
] O
S sygnatu FID dla plech Cetraria aculeata uwodnionych
lm do poziomu: a) Am/my = 0.039, b) Am/my = 0.095, ¢)
! " Am/my = 0.137, d) Am/my = 0.171, e) Am/my = 0.199, f)
104 E

S L L S S B S Am/my = 0.499 oraz g) Am/my = 0.964.
34 36 38 40 42 44 46 438
1000/T [1/K]

10.2.2 Temperaturowa zalezno$¢ sktadowej cieczowej sygnatu FID

W dehydratowanych plechach Cetraria aculeata (Am/my =  0.039 - 0.171)
wyodrgbniono dwa poduktady wody zwiazanej rézniace si¢ czasami relaksacji spinowo-
spinowej — Tor, =100 us dla wody $cisle zwiazanej oraz kilkaset mikrosekund dla wody luzno
zwiazanej, przy czym w prébce uwodnionej do Am/mgy = 0.039 rozdzielania na te poduktady
dokonano w catym zakresie temperatur, , natomiast w plechach uwodnionych w zakresie
Am/my = 0.095 — 0.171 jedynie dla wyzszych temperatur (zaleznych od uwodnienia prébek).

Dla nizszych temperatur rejestrowano jedna, usredniona sktadowa cieczowa , ktoérej czas
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relaksacji malat od wartosci kilkuset mikrosekund do okoto 50-60 pus dla niskich temperatur
(Rys. 10.6).

Dla plech uwodnionych w zakresie Am/my = 0.199 — 0.964 wyodrebniono jedna,
usredniona sktadowa wody zwiazanej, dla ktérej czas relaksacji T dla wyzszych temperatur
byl staly, a nastgpnie malat wraz z obnizajaca si¢ temperaturg. Skracanie wartosci czaséw
relaksacji dla usrednionej sktadowej cieczowej sugeruje stopniowe unieruchamianie protonéw
cieczowych wraz z obnizaniem temperatury plech.

Rys. 10.7 przedstawia zalezno$¢ amplitud sygnaléw cieczowych L; (woda Scisle
zwiazana) 1 L, (woda luzno zwigzana) oraz sumarycznego sygnatu cieczowego L wyrazonych
w jednostkach amplitudy ciata stalego od temperatury. Sumaryczny sygnat L/S dla prébek
uwodnionych ponizej Am/my = 0.499 maleje w sposéb ciagly, co sugeruje, ze protony
unieruchamiaja si¢ niekooperatywnie — w plechach nie dochodzi do tworzenia krysztatow
lodu. Ponadto analiza sygnatéw pochodzacych od protonéw wody Scisle zwiazanej L;/S oraz
protondw wody luzno zwiazanej L,/S wskazuje, ze nastgpuje wymiana migdzy tymi pulami
wody, co jest szczegdlnie dobrze widoczne dla najsuchszej z probek (4m/my = 0.039) oraz
uwodnionej do poziomu Am/my = 0.137 (rys. 10.7a, c). Pula wody luzno zwiazanej maleje
kosztem pojawiania si¢ puli niezamarzajacej wody $ciSle zwiagzanej. Podobny mechanizm
odpornosci na zamarzanie zaobserwowano u innych antarktycznych grzybow
zlichenizowanych: Umbilicaria aprina [Haranczyk i in., 2012b] oraz Cladonia mitis

[Haranczyk, 2003].
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Rys. 10.7. Zalezno$¢ temperaturowa amplitud obu
sktadowych cieczowych sygnatu FID oraz sumarycznej
sktadowej cieczowej wyrazonej w jednostkach amplitudy
sygnatu ciala stalego dla plechy Cetraria aculeata
uwodnionej do poziomu: a) Am/my = 0.039, b) Am/m, =
0.095, ¢) Am/my = 0.137, d) Am/my = 0.171, e) Am/my =
0.199, f) Am/my = 0.499 oraz g) Am/my = 0.964. Linia

przerywana zaznaczono temperatur¢ kooperatywnego

unieruchamiania molekut wody.
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11. Pomiary kalorymetryczne plech Cetraria aculeata

Celem potwierdzenia zaobserwowanych w pomiarach MRIJ przejs¢ fazowych
(kooperatywnego zamarzania wody) w plechach grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata
wykonano pomiary kalorymetryczne. Pomiary te przeprowadzono dla plech uwodnionych w
zakresie Am/mp = 0.121 — 0.802. Dla plech uwodnionych ponizej Am/my = 0.36 nie
zaobserwowano przejs¢ fazowych. Dla wszystkich prébek uwodnionych powyzej tego
poziomu zaobserwowano przejScia fazowe podczas ogrzewania (topnienie). Zamarzanie
obserwowano w probkach uwodnionych do poziomu Am/my > 0.556. Dla plechy uwodnione;j
do poziomu Am/my = 0.071 wykonano pomiar w kierunku obserwacji ewentualnego przejscia

szklistego.

11.1. Szybkos¢ zmian temperatury

Dla okreslenia odpowiedniej szybkosci zmian temperatury wykonano pomiary dla
szybkoéci chtodzenia/grzania 1°C/min oraz 20°C/min dla dwéch prébek o wysokich
uwodnieniach. Prébke¢ uwodniona do poziomu Am/my = 0.802 ochtadzano/ogrzewano w
tempie 1°C/min, natomiast uwodniong do poziomu Am/my = 0.651 w tempie 20°C/min. Mata
szybkos$¢ zmian temperatury spowodowata trudno$¢ z ustaleniem poziomu linii bazowej oraz
wigksze rozmycie piku (Rys. 11.1). Z kolei temperatury onsetu zanotowane podczas grzania
wynosity okoto -15°C dla probki ogrzewanej z szybkoscia 1°C/min oraz -11°C dla probki
ogrzewanej z szybkoscia 20°C/min, co - uwzgledniajac réznice w poziomie uwodnienia oraz
ktopotem z precyzyjnym okresleniem linii bazowej przy powolnych pomiarach - nie jest
duzym rozrzutem. Stwierdzono, ze zmiana szybkos$ci chlodzenia/ogrzewania nie ma
znaczacego wplywu na przemiany fazowe zachodzace w badanej plesze. Podobnie
zachowanie zaobserwowano u grzyba zlichenizowanego Umbilicaria aprina [Haranczyk i in.,

2012b].
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Rys. 11.1. Pomiar kalorymetryczny uwodnionej plechy Cetraria aculeata — wybdr tempa zmian temperatury.
Zalezno$¢ mocy oddanej podczas ochtadzania (krzywa niebieska) oraz pobranej podczas ogrzewania (krzywa
czerwona) od temperatury dla tempa zmian temperatury wynoszacego: a) 1°C/min (uwodnienie probki Am/mg =

0.802), b) 20 °C/min (uwodnienie prébki Am/my= 0.651).

11.2. Zamarzanie i topnienie wody zwigzanej w plesze grzyba

zlichenizowanego Cetraria aculeata

Dla plech uwodnionych do poziomu ponizej Am/my= 0.363 nie zaobserwowano pikéw
swiadczacych ani o zamarzaniu wody ani o topnieniu lodu. DIa plech uwodnionych powyzej
Am/my = 0.363 stwierdza si¢ piki kalorymetryczne przy ogrzewaniu natomiast dla plech
uwodnionych powyzej Am/my = 0.556 obecnos$¢ pikéw $wiadczacych o zamarzaniu. Piki
pochodzace od zamarzajacej wody miaty wigksza szerokos¢ oraz byly trudniejsze do
wyodrgbnienia z linii bazowej. Zaleznosci hydratacyjne krzywych DSC przedstawiono na

Rysunku 11.2.
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Rys. 11.2 a)-h) Krzywe kalorymetryczne prébek plech Cetraria aculeata uwodnionych do réznych pozioméw.
Poziom uwodnenia prébek podano na kazdym z rysunkéw. Krzywa niebieska zostala zarejestrowana podczas

ogrzewania chtodzenia plech, a krzywa czerwona — podczas ogrzewania.

11.3. Hydratacyjna zaleznos¢ temperatury zamarzania i topnienia

wody zwiazanej w plesze Cetraria aculeata

Temperatura (temperatura onsetu zarejestrowanego piku) zamarzania i topnienia zalezy
od poziomu uwodnienia (Rys. 11.3). Zaleznos¢ temperatury topnienia od poziomu

uwodnienia plechy mozna przyblizy¢ funkcja liniowa:

:(24.2i5.3)°C-%—(24.7i3.0)°C; (11.1)

t
0grz
my

gdzie 1,4, jest zarejestrowang temperaturg topnienia.

Podobnie zalezno$¢ temperatury zamarzania plechy, ¢, od jej poziomu uwodnienia moze

zosta¢ przedstawiona:

to = (81278)°C- 2 _ (73 4 48)°C (11.2)
my
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Rys. 11.3. Temperatury zamarzania (M) oraz
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Duze niepewnosci obliczonych wspéiczynnikéw dopasowania w rownaniu (11.2) sa

wynikiem trudnosci w okresleniu potozen pikéw krzywej DSC podczas ochtadzania prébki.
Temperatura zamarzania oraz topnienia wody zwiazane] w plesze Cetraria aculeata

rosnie wraz poziomem uwodnienia plech, bowiem wraz ze zwigkszajaca si¢ masa wody,

rosnie jej objetos¢ w kawernach plechy, a wigc 1 liczba jader nukleacji heterogennej lodu.

11.4. Hydratacyjna zalezno$¢ zmiany entalpii

Zmiana sumarycznej entalpii przej$cia fazowego w funkcji uwodnienia jest miara masy
wody podlegajacej topnieniu lub zamarzaniu. Zalezno$¢ zmiany entalpii przej$cia fazowego

od uwodnienia plechy (Rys. 11.4) moze zosta¢ opisana funkcja liniowa.

Dla ogrzewania plechy:

AH,,. :[(123i14)-%—(42.5'|_'8.0)]J-gfl; (11.3)
m,
Dla ochtadzania plechy:
Am =
AH ,,, =[(116x73)-— —(65.0£4.6)]J-g" . (11.4)
1y
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Rys. 11.4. Zmiana entalpii przejécia
1 podczas ochtadzania (M) oraz
20+ ogrzewania (M) uwodnionej Cetraria
1 aculeata w zaleznoSci od poziomu
10 _ uwodnienia plech.
0 .
0.2

Graniczne wartosci uwodnien plech, dla ktérych stwierdza si¢ obecno$¢ przejscia
fazowego [miejsca zerowe krzywych opisanych réwnaniami (11.3) oraz (11.4)] wynosza

odpowiednio: dla zamarzania (Am/mg)g: = 0.56 oraz (Am/my)e = 0.35 dla topnienia.

11.5. Przejscie szkliste

W ukfadach biologicznych zawierajacych wielocukry i wieloalkohole dla niskich
pozioméw uwodnien obserwuje si¢ przejscia fazowe II rodzaju (przejScia szkliste).
Przyktadem jest tu larwa ochotki Polypedilum vanderplanki [Watanabe i in., 2003]. Celem
zbadania, czy w plechach grzybéw zlicheniowanych Cetraria aculeata wystepuje takie
przejscie wykonano pomiar kalorymetryczny dla plech uwodnionych do poziomu Am/my =

0.071. Szybko$¢ zmian temperatury wynosita 40°C/min.

Nie zaobserwowano przejscia szklistego.
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12. Spektroskopia relaksacyjna 1 transfer

magnetyzacji

Spektroskopia relaksacyjna (inversion recovery) jest metoda, ktéra pozwala wyznaczy¢
czas relaksacji podtuznej T; z osobna dla kazdej linii widma 'H-MRJ (domena czgstosci) lub
zanikbw swobodnej precesji (domena czasu) po sekwencji dwuimpulsowej. Prowadzac
pomiary w domenie czgstosci, czas T wyznacza si¢ na podstawie szybkosci odrostu widma w
zaleznosci od odstgpu migdzy impulsami 7t 1 7t/2.

Jesli pierwszy z impulséw bedzie bardzo dlugim impulsem o niskiej mocy (impuls
miekki, soft pulse), woéwczas zadziala jedynie na momenty magnetyczne zwiazane z
protonami cieczowymi. Podanie kolejnego impulsu o wysokiej mocy (impuls twardy, hard
pulse) spowoduje obrét wszystkich spinéw. Jesli mimo to wystapia zmiany w powierzchni
pod pikiem Gaussa w zaleznos$ci od odstgpu czasu migdzy impulsami, oznacza to, ze
wystgpuje transfer magnetyzacji - przeptyw miedzy protonami frakcji statej probki a

cieczowymi. Jest to miara wystgpujacych oddziatywan migdzy tymi frakcjami.

12.1. Spektroskopia relaksacyjna

Pomiary czasu relaksacji podtuznej zywych plech grzyba zlichenizowanego Cetraria
aculeata wykonano dla trzech pozioméw uwodnien: Am/my = 0.092, Am/my = 0.194 oraz
Am/my = 0.603. Impuls 7/2 miat dtugos¢ 2.1 us, natomiast impuls 7 trwat 4.2 ps. Oba impulsy
miaty moc 400 W. Czas migdzy impulsami zmieniano w zakresie od 7=5 ms do 7= 8.5 s.

Rysunek 12.1 przedstawia zestawienie zestawienie otrzymanych widm dla plechy o

najmniejszej badanej hydratacji.
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Rys. 12.1. Ztozenie widm plech grzyba

zlichenizowanego Cetraria aculeata uzyskanych po

sekwencji dwéch impulséw twardych: ® oraz /2 w

zalezno$ci od czasu migdzy impulsami.

Dla plech uwodnionych do poziomu Am/my = 0.092 oraz Am/my = 0.194 do
zarejestrowanych widm dopasowano superpozycje funkcji Gaussa i1 Lorentza (réwnanie
(9.12)). Szerokosci potéwkowe funkcji Gaussa wynosity okoto 47 kHz, natomiast funkcji
Lorentza okoto 1200 Hz. Dla plechy uwodnionej do poziomu Am/my = 0.603 z powodéw
numerycznych nie udato si¢ wyodregbni¢ sygnalu pochodzacego od frakcji statej — do widm
dopasowano jedynie funkcj¢ Lorentza o szerokosciach potéwkowych rzedu 1300 Hz.

Rysunek 12.2 przedstawia wyniki pomiaréw spektroskopii relaksacyjnej — zaleznosci
pol pod krzywa Gaussa i Lorentza od czasu migdzy impulsami - dla wszystkich zmierzonych
uwodnien plech.

Zaréwno w przypadku magnetyzacji pochodzacej od protonéw ciala stalego jak i
protonéw wody, odrost magnetyzacji jest procesem dwueksponencjalnym, stad do

otrzymanych danych dopasowano funkcjg:

M@)=M,(1-2¢""")y+ M, (1-2¢"), (12.1

gdzie M, i M, sa amplitudami pierwszej i drugiej sktadowej sumujacymi si¢ do poczatkowe;j

wartosci magnetyzacji, a Ti1y1 T12) ich czasami relaksacji.
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Rys. 12.2. Zalezno$¢ pdl pod powierzchniami pikow
Gaussa (®) — pochodzacych od protonéw ciata statego
oraz Lorentza (®) — pochodzacych od protonéw
cieczowych — od czasu migdzy impulsami 7 oraz /2
dla plech Cetraria aculeata uwodnionych do poziomu:
a) Am/my = 0.092, b) Am/m,y = 0.194 oraz ¢) Am/m, =
0.603.

Odrost magnetyzacji pochodzacej od protonéw ciata statego prébki uwodnionej do

poziomu Am/my = 0.092 scharakteryzowany jest czasami relaksacji podtuznej wynoszacymi

Tiay= (234 = 4.7) ms oraz Ty = (635 + 34) ms. Czas relaksacji spinowo-sieciowej dla

poszczegllnych sktadowych wynosi: Ty1y= (9.2 £ 2.6) ms, a takze T2y = (565 + 32) ms.

Relaksacja protonéw plechy uwodnionej do poziomu Am/my = 0.194 scharakteryzowana jest

przez czasy Tiqy= (124 £ 11) ms oraz To)= (2.7 + 1.2) s dla ciata statego i 71(y= (118 = 15)

ms oraz Tp)=(1.02 £0.73) s dla protonéw cieczowych.
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Plecha uwodniona do najwyzszego poziomu (Am/my = 0.603) charakteryzuje si¢ czasem

relaksacji zwigzanym z relaksacja protonéw cieczowych wynoszacym 7o) = (17.5 £ 2.5) ms

oraz Ti2y= (259 = 10) ms. Tabela 12.1 przedstawia zebrane parametry dopasowan.

Am/mg = 0.092 Am/my=0.194 Am/mg = 0.603
M [ju.] 0.259 +0.024 0.869 + 0.044
Skiadowa | 11 1] 0.0234 + 0.0047 0.124 +0.011
stala M, [j.u.] 1.06 +0.23 0.0801 + 0.0043
Ty [s] 0.635 +0.034 27+12
M, [ju] 0.0871 + 0.0082 0.816 + 0.086 0.314 +0.022
Skiadowa | 11 1] 0.0095 + 0.0027 0.118 £0.015 0.0175 £0.0025
cieczowa [T/ 0.3824 + 0.0070 0.0536 + 0.0085 1.040 + 0.021
T [s] 0.565 +0.033 1.02 +0.73 0.259 +0.010

Tabela 12.1. Parametry dopasowania odrostu skladowej stalej i cieczowej magnetyzacji dla trzech badanych

prébek.

W plesze Cetraria aculeata uwodnionej do poziomu Am/my = 0.092, zaréwno sygnat
pochodzacy od protonéw ciata statego jak 1 od wody jest suma dwoch sktadowych. Dla
probki o wyzszym uwodnieniu (Am/my = 0.194) czasy relaksacji poprzecznej dla wszystkich
sktadowych sa diuzsze. Jednak wyznaczone sa z wigkszymi niepewnosciami. Znaczne
wydtuzenie czaséw relaksacji 7)) dlugie sktadowych odrostu (M) wkazuje na problemy
numeryczne z dopasowaniem krzywej do ostatnich punktéw odrostu. Natomiast krotkie
sktadowe M; sa najprawdopodobniej usrednieniem dwoch skladowych widocznych w
plechach suchych (Am/mg = 0.092).

Dla prébki uwodnionej do poziomu Am/my = 0.603, gdy w sygnale zaobserwowano
jedynie wktad od protondéw cieczowych, dwueksponencjany odrost magnetyzacji ponownie

jest dobrze okreSlony (stosunkowo niewielkie niepewnosci pomiarowe i1 podobny udziat
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procentowy amplitud poszczegdlnych sktadowych jak w przypadku najmniej uwodnione]

plechy).

12.2. Transfer magnetyzacji

Powietrznie sucha pleche Cetraria aculeata (Am/my = 0.102) poddano dziataniu
sekwencji dwuimpulsowej (soft — hard), T — T— T/2, z tym ze pierwszy impuls, bardzo dtugi,
impuls mial obnizona moc, natomiast detekcyjny impuls 7/2 byt zwyktej mocy. Nastgpnie
obserwowano zmiany p6l pod krzywymi Gaussa i Lorentza w funkcji zmienianego czasu 7.
Odzwierciedlaja one zmiany magnetyzacji w probce. Nastgpnie podano standardowa
sekwencje¢ hard — hard 1 obserwowano odrost magnetyzacji analogicznie jak w pomiarach
spektroskopii relaksacyjnej. Rysunek 12.3 przedstawia widma zarejestrowane po sekwencji

impulséw hard — hard oraz soft — hard.

Elg

i |

o 97 |
-5

100 -50 0 50 100
v [kHz]

Rys. 12.3. Widmo 'H-MRIJ plechy Cetraria aculeata poddanych sekwencji impulséw © — 0.2 ms — 7/2. Linia

czarna — oba impulsy twarde (hard — hard), linia czerwona — pierwszy impuls mig¢kki, drugi twardy (soft — hard).

Pole El wytworzone przez impuls migkki nie przekracza wartosci pdl lokalnych w ciele
statym, dlatego obraca on niemal wylacznie spiny cieczowe. Tylko w niewielkim stopniu
wplywa na spiny protonow ciata stalego. Zmiany pol pod powierzchniami krzywych Gaussa
(sygnat pochodzacy od protonéw ciata stalego) oraz Lorentza (sygnat pochodzacy od

protonéw cieczowych) zostaly  przedstawione na  Rysunku 12.4. Dla
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poréwnaniaprzedstawiono takze zmiany p6l pod powierzchniami tych krzywych po sekwencji

impulséw hard — hard (Rys. 12.5).

Rys. 12.4. Pola powierzchni pod krzywymi Gaussa (H)

oraz Lorentza (®) dla plech Cetraria aculeata poddanych

sekwencji impulsowej soft-hard.
© [s]

1 Rys. 12.5. Pola powierzchni pod krzywymi Gaussa (H)

4 oraz Lorentza (®) dla plech Cetraria aculeata poddanych

41 sekwencji impulsowej hard-hard.

Do zebranych danych po podaniu sekwencji impulséw soft—hard dopasowano zlozenie

funkcji tréjeksponencjalne;j:

M@)=M,+M,e™"" —M,e™™"" —M e (12.2)

gdzie M, jest calkowitym poziomem magnetyzacji, M,, M,, M; - amplitudami
wyodrebnionych sktadowych, a T,, Ty 1 T charakteryzuja ich czas zaniku/odrostu. Aby moéc
poréwna¢ otrzymane parametry z parametrami charakteryzujacymi odrost magnetyzacji po
sekwencji impulséw hard-hard do danych przedstawionych na Rysunku 12.5 dopasowano

funkcje dwueksponencjana:

163



M(T)=M,-M,e™""" —M e, (12.3)

Tabela 12.2 przedstawia parametry dopasowania krzywych przedstawionych na rysunkach

12.4112.5.

sekwencja soft-hard sekwencja hard-hard
Czes¢ stata Mylj.u.] 1.5007+0.0026 1.5770+0.0066
M;[ju.] 0.4109+0.0024 -
T, [s] 0.003190+0.000056 -
M;[ju.] 0.137+0.021 0.492+0.037
Ty [s] 0.176+0.024 0.1305+0.0091
M;[ju.] 0.708+0.021 2.456+0.034
T.[s] 0.730+0.021 0.679+0.012
Czes¢ cieczowa My l[j.u.] 0.796+0.036 0.8662+0.0066
M;[ju.] -(0.6285+0.0041) -
T,[s] 0.003341+0.000062 -
M;[ju.] 0.068+0.020 0.1553+0.0018
Ty [s] 0.124+0.042 0.0535+0.0098
M;J[ju.] 0.404+0.019 1.460+0.017
T.[s] 0.671+0.039 0.604+0.013

Tabela 12.2. Parametry dopasowania funkcji relaksacji w eksperymencie transferu magnetyzacji dla plech
Cetraria aculeata. Parametry dopasowano réwnaniami (12.2) oraz (12.3) do danych doswiadczalnych

przedstawionych na rysunku 12.5.

Dla danych zebranych po sekwencji soft — hard zar6wno w sygnale stalym (ubytek
sygnatu) jak i cieczcowym (wzrost sygnatu) obecna jest bardzo krétka sktadowa (oznaczona
indeksami ,,1” oraz ,,a”"). Opisuje ona proces transferu magnetyzacji migedzy faza stata a faza
cieczowa probki. Charakterystyczny czas opisujacy to zjawisko wynosi 7, = 3 ms, co jest
wartoscia znacznie dtuzsza niz czasy relaksacji spinowo — spinowej Wwyznaczone w
pomiarach MRJ w domenie czasu. stad zjawisko transferu magnetyzacji nie wptywalo

znaczaco na wyniki pomiaréw 'H-MR]J
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Nalezy zwréci¢ uwage, ze wystepuje takze niewielki odrost magnetyzacji zwiazanej z
protonami frakcji statej po podaniu sekwencji soft-hard (Rys. 12.5), co dowodzi, ze impuls

migkki w niewielkim stopniu dziata takze na spiny frakcji statej.
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13. Pomiary °D-MRJ, “C-MRJ, *P-MRJ w domenie

czestosci

Dla powietrznie suchej, zywej plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata
zarejestrowano widma 2D—, BC- oraz 'P-MRJ. Deuter, obok protu, jest naturalnie
wystepujacym, stabilnym izotopem wodoru (abundancja 0.015%), wegiel obecny jest we
wszystkich organizmach zywych, gdyz jest podstawa budowy zwiazkéw organicznych, a
fosfor jest kluczowym skladnikiem czasteczek energetycznych ATP/ADP oraz bton
biologicznych. Dla oszacowania szerokosci poléwkowych otrzymanych pikéw w widmach

deuteronowym i weglowym, zastosowano funkcj¢ Lorentza postaci:

24, Av, (13.1)
T 4v—-v,) +Av,’

GW)=y,+

13.1. Widma *D-MRJ

Do zarejestrowania widma deuterowego uzyto impulsu /2 o mocy 100 W oraz dtugosci

1.5 ps. Zarejestrowane widmo, powstate z usrednienia 40 akwizycji przedstawia Rysunek

13.1.
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Rys. 13.1. Widmo *D-MRJ plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata.

Potozenie ,,0” na osi odcigtych odpowiada czg¢stotliwosci rezonansowej swobodnych jader
deuteru w polu magnetycznym o wartosci indukcji By = 7 T wynoszacej 46.07 MHz
Szerokos¢ potéwkowa zarejestrowanego piku wynosi (270.4 +£2.2) Hz, a potozenie jego
centrum (271.64+0.74) Hz. Rezonans jader D zwigzanych w probce przesunigty jest w

kierunku wyzszych czgstotliwosci wzgledem jader swobodnych.
. 13
13.2. Widma “C-MR]J

Wegiel jest szeroko rozpowszechnionym pierwiastkiem w organizmach zywych.
Abundancja izotopu *C wynosi okoto 1.1%. Jej niska warto$¢ pozwala na uniknigcie
koniecznosci odsprzegania homojadrowego podczas rejestracji widm.. Zarejestrowane widmo
BC-MRJ plech grzyba zlichenizowanego Centraria aculeata zostalo przedstawione na
Rysunku 14.2. Widmo zarejestrowano po podaniu impulsu 7/2 o czasie trwania 1 ms i mocy

100 W.
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Rys. 13.2. Widmo "*C-MRJ plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata.

Szerokos¢ poléwkowa piku Lorentza dopasowanego do zarejestrowanego widma
wynosi (2.641+0.011) kHz. Rezonans jader izotopu wegla >C zwiazanych w plechach grzyba
zlichenizowanego Cetraria aculeata przesunigty jest ku wyzszym czgstotliwosciom niz
rezonans w jadrach swobodnych (75.47 MHz) - polozenie srodka piku wynosi (6.8306+
0.0036) kHz wzgledem czestotliwosci rezonansowej. Poszerzenie linii widma pochodzi od
sprzezen heterojadrowych proton-wegiel °C, bowiem eksperyment przeprowadzono bez

odsprzggania protonéw
13.3. Widmo *'P-MR]

Rysunek 13.3. przedstawia widmo S'p-MRJ zarejestrowane po podaniu impulsu /2 o
mocy 50 W trwajacego 3 Us. Mimo zebrania 10000 akwizycji, stosunek sygnatu do szumu
jest niewielki, wskazuje to na niewielka ilos¢ *'P obecna w prébce. Moze on pochodzi¢ od
fosforu nieorganicznego, P;, ATP, fosfokreatyny (waskie linie), oraz od fosfolipidow
obecnych w niewielkiej proporcji w btonach fotosyntetycznych fotobionta plechy (bardzo

szeroka linia od fazy lamellarnej lub fazy heksagonalnej ciektego krysztatu liotropowego).
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Zarejestrowane widmo °'P-MRJ jest zlozone, sktada si¢ z kilku szerokich pikéw o
szeroko$ciach potdwkowych kilkudziesigciu kilohercoéw, znaczaco poszerzonych sprz¢zeniem
skalarnym heterojadrowym z otaczajacymi atom fosforu protonami. Potozone sa w zakresie
miedzy -200 kHz, a 300 kHz wzgledem czg¢stotliwosci rezonansowej dla swobodnych jader
3P (121.44 MHz w polu magnetycznym o wartosci indukcji By = 7T). Centrum piku, pod

ktérym pole powierzchni jest najwigksze znajduje si¢ w potozeniu okoto 70 kHz.

200 0 200 400
v [kHz]

Rys. 13.3. Widmo *'P-MRJ plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata.

W zarejestrowanym widmie nie udato si¢ wyodregbni¢ charakterystycznych linii fosforu
nieorganicznego, linii wystgpujacych w widmach ATP/ADP, w fosfokreatynie, poniewaz

poszerzenie linii byto bardzo znaczne.
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V. DYSKUSJA

Badania morfologiczne wykonane metodami skaningowej mikroskopii elektronowe;]
oraz mikrotomografii komputerowej pokazaty, ze wewngtrzna struktura plech Cetraria
aculeata jest wyraznie podzielona na warstwg korowa i rdzeniowa, jednak komorki fotobionta
obecne sa w calej przestrzeni warstwy Srodkowej, a nie tylko w poblizu kory. Warstwa
korowa jest porowata, co umozliwia przenikanie czasteczkom wody do wngtrza plechy. W
warstwie rdzeniowej obecne sa pustacie, ktére moga stanowi¢ nawet 30-40% objgtosci
plechy. Istnieja drobne r6znice w morfologii plechy zaleznie od wykonania miejsca przekroju.
Ustalono, ze najwigcej komorek fotobionta znajduje si¢ w czgSci podstawnej plechy,
najwigcej obszaréw pustych znajduje si¢ w okolicy odgatezien plechy

Pomiary fluorymetryczne aktywnosci fotosyntetycznej plech grzyba zlichenizowanego
Cetraria aculeata wykazaty, nie zalezy ona od poziomu ich uwodnienia. Nie zmienia si¢
nawet wtedy, gdy plechy byly uwadniane z fazy ciektej. Aktywno$¢ fotosyntetyczna plech
Cetraria aculeata jest niewielka w porodwnaniu do roslin, z uwagi na to, ze komorki
fotobiontyczne znajduja si¢ pod warstwa korowa, stad dostep $wiatta jest do nich utrudniony.
Jednakze takie usytuowanie chroni komorki fotobionta przed zbyt intensywnym
promieniowaniem $wietlnym mogacym je uszkodzi€.

Pomiary zywotnosci komérek fotobionta zawartych w plesze grzyba zlichenizowanego
Cetraria aculeata wykazaty, ze zarowno wysokie uwodnienie plech jak i ich mrozenie (a w
szczegOlnosci kombinacja tych czynnikéw) negatywnie wptywa na przezywalnos¢ komorek
fotosyntetyzujacych. Zywotno$¢ komérek fotobionta jest malejaca funkcja uwodnienia plech
Wysoki poziom uwodnienia niekorzystnie wptywa na przezywalno$¢ obnizajac ja o ponad
40% w stosunku do przezywalnosci plech suchych.

Komoérki fotobionta w probkach plech mrozonych wykazuja znacznie mniejsza
przezywalno$¢ niz w plechach, ktére nie byty mrozone. Odsetek komérek zywych spada wraz
0 okolo 70%. Drastyczny spadek przezywalno$ci obserwowany dla uwodnien wigkszych niz
Am/my = 0.5 zwiazany jest z wystgpowaniem kooperatywnego unieruchamiania molekut

wody (krystalizacja lodu).
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Zywe plechy grzybéw zlichenizowanych Cetraria aculeata charakteryzowaly sie
trojeksponencjalng kinetyka hydratacji. Wieloeksponencjalne kinetyki hydratacji plech
obserwuje si¢ dla krzaczkowatych grzybéw zlichenizowanych, ktére z uwagi na swoja
budowe bardziej narazone sa na dziatanie niekorzystnych czynnikéw atmosferyczne niz
plechy innych typéw. Dwuekponencjalna kinetyka hydratacji obserwowana byta grzybow
zlichenizowanych Ramalina terebrata [Harahczyk i1 in., 2012c], Leptogium puberulum
[Haranczyk i in., 2009b], Usnea antarctica [Haranczyk i in., 2006b]. Jendnoeksponencjalne
kinetyki hydratacji charakteryzuja grzyby listkowate plechy grzybéw zlichenizowanych
takich jak: Umbilicaria decussata [Haranczyk i in., 2008], czy Umbilicaria antarctica
[Haranczyk, 2003]. Podzial ten nie jest regula, bowiem w listkowatej plesze Umbilicaria
aprina obserwowano dwueksponencjalne kinetyki hydratacji [Haranczyk, 2003; Haranczyk i
in., 2008]. Podobne przebiegi kinetyk hydratacji obserwowano takze dla innych prébek
biologicznych. Jednoeksponencjalne kinetyki hydratacji charakteryzuja ziarna pszenicy
[Haranczyk, 2003] oraz liofilizaty ich bton fotosyntetycznych [Harafczyk i in., 2009c] oraz
liofilizaty modeli bton DGDG [Haranczyk i in., 2009a]. Dwueksponencjane kinetyki
hydratacji obserwowane byty dla skrobi ziemniaczanej [Witek, 2006], a tréjeksponencjalne z
procesem pecznienia w wilgotnosci wzglednej £ = 1 dla liofilizatow DNA pochodzacej ze
spermy tososia [Harafnczyk i in., 2010].

Izoterma sorpcyjna opisujaca zaleznos¢ nasyceniowego poziomu uwodnienia plechy
Cetriaria aculeata od wilgotno$ci wzglednej tak jak w przypadku innych, badanych grzybéw
zlichenizowanych [Haranczyk, 2003], a takze wielu innych uktadéw biologicznych, ma
posta¢ sigmoidalng i jest dobrze opisana przez model Denta. Ilo§¢ wody nasycajace]
pierwotne miejsca wiazace w plesze Cetraria aculeata (AM/my = 0.0457+0.0032) jest nieco
mniejsza niz dla innych grzybéw zlichenizowanych (tabela 6.5), a takze mniejsza od
charakteryzujacej liofilizaty DNA (AM/my = 0.114) czy skrobi¢ ziemniaczana (AM/my =
0.086) [Witek, 2006]. Hydrofobowos¢ powierzchni plechy Cetraria aculeata (1/b; = 0.9%)
jest podobna do hydrofobowosci innych, badanych gatunkéw porostow, jednak mniejsza niz
dla DNA spermy tososia (1/b; = 2.95%) [Haranczyk i in., 2010], a wigksza niz dla skrobi
ziemniaczanej (1/b; = 0.1%) [Witek, 2006]. Ilo§¢ wody nasycajaca pierwotne miejsca wiazace
odpowiada ilosci wody bardzo mocno zwiazanej, nieusuwalnej nad powierzchnia zelu
krzemionkowego.

Sygnaty zaniku swobodnej precesji pozwolity na wyodrebnienie trzech pdl protonéw ze
wzgledu na ich ruchliwo$¢: (i) budujacych matryce stata (o $rednim czasie relaksacji Tos"
=25 us), (i1) nalezacych do puli wody $cisle zwiazanej wiazacej si¢ bezposrednio do matrycy
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statej (T~ =120 us) oraz (iii) nalezacych do puli wody luzno zwiazanej (Tor,” =560 us).
Sygnat pochodzacy od protonéw ciata stalego dla niskich uwodnien zostat opisany funkcja
Abragama (a = 0.10 ps™) lub — dla wysokich uwodnief, gdzie sygnat pochodzacy od
protonéw cieczowych dawal duzy wkilad — funkcja Gaussa. ,,Przystanianie” ztozonego
sygnatu frakcji statej przez mocny sygnal cieczowy jest charakterystyczne dla innych
gatunkéw grzybow zlichenizowanych oraz wielu pozostatych uktadéw biologicznych.

Sygnat pochodzacy od wody $cisle zwiazanej w plesze Cetraria aculeata ulega wysyceniu na
poziomie (L;/S)uax = 0.150£0.013 dla Am/my = 0.072. Warto$¢€ ta jest zblizona do wartosci
sumy ilo$ci wody silnie zwigzanej nieusuwalnej nad powierzchnia zelu krzemionkowego oraz
frakcji wody silnie zwiazanej wysycajacej si¢ w h = 0.52, a obserwowanej w Kkinetyce
hydratacji.

Wartosci czaséw relaksacji poprzecznej sktadowych sygnatu MRJ (a w szczegdlnosci
sktadowej statej) sa charakterystyczne dla ukladéw biologicznych. Podobne wartosci
obserwowano dla Umbilicaria aprina oraz Umbilicaria decussata [Haranczyk i in., 2008], a
takze Ramalina terebrata [Haranczyk i in., 2012c], liofilizatéw bton fotosyntetycznych oraz
bton modelowych utworzonych z DGDG [Haranczyk i in., 2009¢; Haranczyk i in., 2009a],
czy liofilizatow DNA [Haranczyk i in., 2010].

Amplituda catkowitego sygnatu cieczowego, (Li+L;)/S = L/S, w zaleznosci od
uwodnienia opisana jest funkcja wymierna. Sugeruje to wystgpowanie procesu rozpuszczania
sktadnikow tworzacych matrycg stata grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata. W tyku
kasztanowca obserwowano podobne zjawisko, z ta réznica, ze dla duzych uwodnien
hydratacyjna zalezno$¢ L/S stata si¢ liniowa — nastapito catkowite rozpuszczenie frakcji
rozpuszczalnej [Haranczyk i in., 1999]. W badanym grzybie zlichenizowanym proces
rozpuszczania zachodzi w catym zakresie uwodnien. Podobne zjawisko obserwowane byto w
plechach grzyba zlichenizowanego Umbilicaria aprina [Haranczyk i in., 2008].

Opracowany model teoretyczny opisujacy hydratacyjna zalezno$¢ L/S pozwolit na
oszacowanie $redniego st¢zenia nasycenia substancji rozpuszczajacej si¢ w plesze Cetraria
aculeata, c; = 0.5720.12. Wartos¢ ta wskazuje na grup¢ sacharoza, galaktoza, ksyloza,
ryboza i arabinoza. To wtasnie tym wielocukrom przypisuje sig istotne znaczenie w dziataniu
mechanizméw odpornosci na zamarzanie i wysuszanie. Wykonane oznaczenie zawarto$ci
wielocukrow i wieloalkoholi w plesze Cetraria aculeata nie potwierdzito, ze to wlasnie te
zwiazki odpowiedzialne s za obserwowane rozpuszczanie matrycy stalej (ich stgezenie jest

okoto 1000 razy mniejsze niz to, ktére mogtoby wywota¢ efekt na obserwowana skalg).
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Nadal wigc pozostaje otwarte pytanie, jakie substancje rozpuszczaja si¢ w plesze grzyba
zlichenizowanego Cetraria aculeata (i innych grzybéw zlichenizowanych), a takze jaki
zwiazek maja z odpornoscia na zamarzanie i wysuszanie tych organizméw. Wiadomo, ze w
grzybach zlichenizowanych wystepuja polisacharydy, lichenina i izolichenina, zbudowane z
bardzo wielu segmentéw sacharozowych. Po wzbudzeniu aktywnosci fotosyntetycznej plechy
moze nastapi¢ proces enzymatyczny hydrolizy tych polisacharydéw (prowadzony przez

enzymy tnace — lichenazy): (C,H,,0,), +x-H,0——>2x-C.H,0,. Produktem

lichenaza
reakcji sa czasteczki cukréw prostych, glukozy lub sacharozy. Jesli taki proces nie wystapi, w
plechach obecne beda jedynie sladowe ilosci sacharozy. By¢ moze wlasnie sterowany proces
rozkladu enzymatycznego lichenin odpowiada za obserwowany proces rozpuszczania
matrycy statej Cetraria aculeata, a takze ma zwigzek z molekularnym mechanizmem
dzialania odpornosci na zamarzanie 1 wysuszanie.

W zarejestrowanych widmach mozna wyodrgbni¢ sygnat pochodzacy od protonéw ciata
stalego, opisany funkcja Gaussa o szerokosci potéwkowej rzedu 45 kHz oraz usredniony
sygnat pochodzacy od protonéw cieczowych opisany funkcja Lorentza. Szeroko$¢
potéwkowa linii Gaussa wskazuje, ze zakres pdl lokalnych wystepujacych w plechach sigga
I mT.

Szerokos¢ potéwkowa piku Lorentza maleje od okoto 2.5 kHz do okoto 1 kHz wraz ze
zwigkszajacym si¢ poziomem uwodnienia plech, potwierdzajac, ze w usrednionym sygnale
cieczowym coraz wigkszy udzial maja protony wody luzno zwiazanej. Widmo sktadajace sig
z szerokich linii Gaussa oraz znacznie we¢zszych linii Lorentza jest typowym obrazem
otrzymywanym dla prébek biologicznych. W plechach Claudonia mitis, Himantormia
lugubris 1 Usnea aurantiaco-atra linia Gaussa miata szeroko$¢ 32 — 39 kHz, a linia Lorentza
rzedu 1.6 kHz [Haranczyk, 2003]. Plechy Umbilicaria aprina charakteryzowaly si¢
szerokos$cia potowkowa linii Gausa 37 — 43 kHz oraz linii Lorentza 1.8 — 3.0 kHz [Haranczyk
iin., 2012b].

Zaleznos¢ catkowitego pola powierzchni pod pikiem Lorentza wyrazonego w
jednostkach pola powierzchni pod pikiem Gaussa jest opisana funkcja wymierna. Srednie
stgzenie nasycenia otrzymane z analizy tej zaleznosci wynosi ¢y = 0.62+0.12 1 jest zbiezne z
otrzymanym w pomiarach w domenie czasu.

Pomiary 'H-MRJ w domenie czestosci pokazaly, Ze rezonans magnetyczny spinéw
jadrowych matrycy statej plechy zachodzi w innych czg¢stotliwosciach niz rezonans spinéw

cieczowych. Oznacza to, ze spiny te znajduja si¢ w réznym otoczeniu magnetycznym.
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Pomiary temperaturowe 'H-MRJ w domenie czasu przeprowadzone zakresie temperatur
od 24°C do -61°C pokazaly brak kooperatywnego unieruchamiania molekul wody
(zamarzania) dla uwodnien plech Am/my < 0.2. Zaobserwowano natomiast proces
niekooperatywnego unieruchamiania molekut wody objawiajacy si¢ skracaniem czasu
relaksacji poprzecznej przy jednoczesnym braku skokowej zmiany sygnatu MRJ, L/S.
Ponadto, wraz ze spadkiem temperatury obserwuje si¢ proces transferu puli wody luzno
zwigzane] w pulg wody $cisle zwiazanej. Podobny proces zaobserwowany zostal w plechach
Umbilicaria aprina [Haranczy i in., 2012], a takze Cladonia mitis, [Haranczyk, 2003]. W
plechach Cetraria aculeata przemiana ta rozpoczyna si¢ juz w temperaturach powyzej 0 °C.

W plechach badanych uwodnionych do wysokich pozioméw zaobserwowano proces
tworzenia krystalitow lodu (kooperatywnego unieruchomienia molekul wody). Dla plech
uwodnionych do poziomu Am/my = 0.499, w temperaturach migdzy —6.5°C a -15.6°C,
obserwuje si¢ gwattowny spadek sygnalu MRJ, L/S, odpowiadajacy ubytkowi ilosci wody
Am/my = 0.12. Sygnal MRJ plech uwodnione do poziomu Am/my = 0.964, charakteryzuje si¢
gwalttownym spadkiem w zakresie temperatur miedzy 0°C a —6.5°C, ktéremu odpowiada
ubytek masy o Am/my = 0.55. Na podstawie liniowej estymacji zaleznosci ilo$ci zamarzajace;j
wody od poziomu uwodnienia plech, wyznaczono progowa warto§¢ uwodnienia plech
wynoszaca Am/my = 0.41, powyzej ktérej w plechach dochodzi do tworzenia lodu. Tak
wyznaczong warto$é¢ graniczng potwierdzaja pomiary 'H-MRJ w domenie czestosci, pomiary
DSC, a takze oznaczenia przezywalnosci komorek fotobionta w plechach poddanych
mrozeniu. Analiza pomiary temperaturowe 'H-MRJ w domenie czestosci pozwala stwierdzié,
ze dla niskich pozioméw uwodnien plech (mniejszych niz Am/my = 0.343) nie obserwuje si¢
procesu tworzenia krystalitéw lodu. Skokowa zmiang sygnatu MRIJ, A;/As, obserwuje si¢
dopiero dla plech uwodnionych do poziomu Am/my = 0.482.

Wraz z malejaca temperatura stwierdzono przesuwanie si¢ w kierunku wyzszych
czestotliwosci centrow pikéw Gaussa i1 Lorentza. Prawdopodobnie jest to zwiazane z
narastajacym unieruchomieniem molekut (stabnace ruchy termiczne), a wigc wzmaganiem si¢
lokalnych pdl wptywajacych na otoczenie magnetyczne, w ktérych znajduja si¢ protony, od
ktérych pochodzi mierzony sygnat.

Zaréwno pomiary 'H-MRJ w domenie czasu jak i czgstosci nie ujawnily zjawiska
histerezy ze wzgledu na ochtadzanie i ogrzewanie plech Cetraria aculeata.

Pomiary kalorymetryczne DSC potwierdzity obserwacje wynikajace z pomiaréw MRJ

dotyczace zamarzania wody zwiazanej w plechach Cetraria aculeata. Na podstawie liniowej
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zaleznosci entalpii obserwowanych przejs¢ fazowych od uwodnienia stwierdzono, ze
zamarzanie zachodzi dla uwodnien powyzej Am/my = 0.56, a topnienie Am/my = 0.36. U
grzyba zlichenizowanego Umbilicaria aprina zaobserwowano, ze graniczny poziom
uwodnienia plechy, powyzej ktérego zachodzi zamarzanie wynosi 4m/my= 0.202, a topnienie
— Am/my= 0.127 [Haranczyk i in., 2012]. Wyzsze warto$ci uwodnien granicznych dla plechy
Cetraria aculeta moga wskazywac, ze mechanizmy obronne przed przemarzaniem dzialaja
sprawniej u krzaczkowatych grzybéw zlichenizowanych niz u listkowatych.

Temperatura zamarzania i topnienia liniowo zaleza od uwodnienia plechy, jednakze
temperatura zamarzania jest o okoto 10°C — 15°C nizsza niz temperatura topnienia. Podobny
efekt zostal zaobserwowane w plechach Umbilicaria aprina [Haranczyk i in., 2012]. W
innych uktadach biologicznych, ktérych cechuje odporno$¢ na skrajnie trudne warunki
srodowiskowe, np. ziarnach, zmartwychwstankach [Crowe, 2002], czy larwach owaddéw
wykryto przejscia fazowe Il rodzaju (przejscia szkliste) zwiazane z wystgpowaniem uktadu
woda-cukier. W larwach Polypedilum vanderplanki przejscie szkliste zwiazane byto z duza
zawartoscia trehalozy, wielocukru, ktéremu przypisuje si¢ duze znaczenie w ochronie przed
negatywnymi skutkami drastycznego odwodnienia tych organizméw [Watanabe i in., 2003].
W przypadku badanych plech Cetraria aculeata nie stwierdzono przejscia szklistego,
podobnie jak w przypadku innych badanych grzybéw zlichenizowanych.

Pomiary MRJ oraz DSC wskazuja, ze w plechach Cetraria aculeata istnieje aktywny
mechanizm ochrony przed zamarzaniem. Wydaje sig, ze mechanizm ten opiera si¢ na dwoch
procesach — przeksztatceniu puli wody luzno zwiazanej w niezamarzajaca, $cisle zwiazana
oraz dzialaniu krioprotektywnym substancji zawartych w plesze 1 nalezy do typu
mechanizméw nakierowanych raczej na unikanie zamarzania niz jego tolerowanie. Taka
strategia (unikanie zamarzania) jest znana u owadOw, z jej istnieniem wiaze si¢ duze
zawartosci wieloalkoholi takich jak: glicerol, sorbitol czy mannitol oraz cukréow: trehaloza,
glukoza i fruktoza [Duman, 1991; Miller, Werner, 1980]. Wyniki otrzymane dla plech
Cetraria aculeata nie uprawniaja do stwierdzenia, ze odpowiedzialne sa za t¢ strategig
wielocukry i wieloalkohole obecne ciagle w tym samym st¢zeniu. Wydaje sig, ze takie
substancje moga pojawia¢ si¢ dopiero po skomplikowanej akcji enzymatycznej (rozktad
licheniny i izolicheniny) zachodzacej w odpowiednich warunkach. Mechanizm obrony przed
zamarzaniem skuteczny jest tylko do okreslonego poziomu uwodnienia.

W badaniach u$mierconych plech Cetraria aculeata stwierdzono, ze poziom

fotosyntezy (zalezny od warunkéw klimatycznych) nie ma istotnego wpltywu na proces

175



wigzania wody do matrycy statej grzyba zlichenizowanego (podobne parametry kinetyk
hydratacji 1 izoterm sorpcyjnych) natomiast moze wplywaé na zjawisko rozpuszczania
matrycy statej i jej sktad. Plechy, w ktérych poziom fotosyntezy byt wysoki (zebrane w dzien
stoneczny) charakteryzuja si¢ wyzszym stezeniem nasycenia substancji rozpuszczanej
(cs = 0.81+0.22) niz te, ktore zostaly zebrane w dzien pochmurny, a wigc w ktérych poziom
fotosyntezy przed usmierceniem byt niski (¢; = 0.53+£0.22). Takie r6znice moga wskazywac,
ze akcja enzymatyczna odpowiedzialna za proces rozpuszczania przebiega w rézny sposéb w
obu rodzajach plech.

W oparciu o pomiary wykorzystujace sekwencj¢ impulsowa soft — hard zauwazono
proces transferu magnetyzacji migdzy pula spinéw ciata stalego a pula spinéw cieczowych.
Ustalono, ze stata wymiany wynosi 330 s, Jest to niewielka warto$é w poréwnaniu ze statg
szybkosci relaksacji poprzecznej dla plech Cetraria aculeata wynoszaca 4-10% s, co
sugeruje, ze transfer magnetyzacji miedzy uktadami spinéw nie ma wpltywu na proces
relaksacji  spinowo-spinowej. Pomiary czasOw  protonowej relaksacji  podiluznej
przeprowadzone w oparciu o sekwencj¢ impulséw hard (m)- hard (w/2) pozwolity na
wyodrebnienie ze skladowej stalej oraz sktadowej cieczowej dwoch poduktadéw. Inaczej niz
w przypadku relaksacji poprzecznej, wydaje sig, ze poziom uwodnienia wptywa na proces
relaksacji podtuznej, bowiem czasy relaksacji sktadowej zar6wno skladowej statej i jak i
sktadowej cieczowej silnie zaleza od poziomu uwodnienia (Tabela 12.1). Dwie sktadowe
sygnatu od protonéw ciata statego moga by¢ zwiazane z obecno$cia dwoéch rodzajow

komorek: mykobionta oraz fotobionta.
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V1. WNIOSKI

1. Kinetyka dehydratacji zywych plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata jest
eksponencjalna i scharakteryzowana czasem dehydratacji ! = (10.17+0.66) h. W plesze
znajduje si¢ frakcja wody bardzo mocno zwiazanej (Am/my = 0.0305620.0030), nieusuwalna
w procesie dehydratacji nad zelem krzemionkowym. Frakcje t¢ mozna usuna¢ poprzez 72 h

prazenie w temperaturze 70°C.

2. Kinetyka hydratacji plech Cetraria aculeata ujawnia obecno$¢ czterech réznych frakcji
wody o r6znym stopniu wiazania do plechy:
(i) woda bardzo silnie zwiazana o czasie hydratacji rzgdu kilku minut i1 udziale
A} = (0.040+0.017),
(i) woda $cisle zwiazana, o udziale stopniowo rosnacym w wilgotnosciach wzglednych

h = 0.09 — 0.52 (scharakteryzowanej czasem #' = (0.43+0.10) h oraz nasycajacej si¢ na

poziomie A/~ =0.0393+0.0011,

(iii)) woda luzno zwiazana, pojawiajaca si¢ dla &~ = 0.63 oraz o udziale stopniowo

narastajacym dla wilgotnosci wzglednych rosnacych do 2 = 0.63 do h = 0.97
scharakteryzowanej czasem hydratacji 7, = (14.2+6.2) h, oraz dla h =1 nasycajacej
si¢ na poziomie A;’ZO‘W = 0.4425+0.0055,

(iv) woda luzno zwiazana (lub swobodna) pojawiajaca si¢ jedynie w wilgotnosci

wzglednej h = 1 o czasie hydratacji fgh = (45.5+7.7) h , oraz udziale A} = 0.82+0.14 .

3. Izoterma sorpcyjna dla zywych 1 martwych plech grzyba zlichenizowanego Cetraria
aculeata daje sig¢ skutecznie opisa¢ modelem Denta. Ilos¢ wody nasycajacej pierwotne
miejsca wiazace, wynosi AM/my = 0.0457 £ 0.0032, stosunek liczby miejsc wiazacych k+1
molekut wody do liczby wiazacej k molekut (k > 0) wynosi b = 0.9577 + 0.0032, a udziat
nieobsadzonych pierwotnych miejsc wiazacych dla 4 = 1 wynosil/b; = 0.9 %.
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4. W funkeji zaniku swobodnej precesji 'H-MRJ zywych plech Cetraria aculeata wyrézniono
sygnal pochodzacy od matrycy stalej plechy a opisany funkcja Gaussa lub funkcja Abragama,
oraz jedna lub dla wyzszych uwodnien plechy, dwie skladowe pochodzace od frakcji wody
zwiazanej w plesze, a rézniacych si¢ mobilnoscia.

Sredni czas relaksacji poprzecznej sktadowej sygnatu FID statej wynosi Tos =~ 25 us,
sktadowej pochodzacej od wody S$cisle zwiazanej Toy =120 us, a sktadowej pochodzacej od
wody luzno zwiazanej To, =~ 560 us. Srednia warto$é parametru a funkcji Abragama wynosi
a = 0.1 ps' co odpowiada szerokosci potéwkowej linii réwnej 32 kHz. Szeroko$é¢ linii

otrzymanej w pomiarach w domenie czgstosci jest rowna okoto 45 kHz.

5. Widma "H-MRJ plech zywych komdérek opisane byly ztozeniem funkcji Gaussa (sygnat
pochodzacy od protonéw matrycy statej plechy) oraz funkcji Lorentza (sygnat pochodzacy od
jednej, usrednionej sktadowej cieczowej od wszystkich frakcji wody zwiazanej w plesze) w
catym zakresie badanych uwodnien. Srednia szeroko$é potéwkowa linii Gaussa wynosi okoto
45 kHz, a linii Lorentza — 1.2 kHz. Pola lokalne okreslone przez szeroko$¢ linii ciata stalego

wynosza ABjx = 1 mT.

6. Odkryto, ze w plechach Cetraria aculeata zachodzi proces rozpuszczania matrycy stalej
wraz z powrotem organizmu ze stanu kryptobiozy do stanu normalnej aktywnos$ci zyciowe;j.
Zaleznosci hydratacyjne sygnatu 'H-MRJ w domenie czasu i czestoici sa opisane funkcja

wymierna. Srednie stezenie nasycenia substancji rozpuszczalnych wynosi okoto ¢, = 0.6.

7. Oznaczenia poziomu wielocukrow i wieloalkoholi w plechach grzyba zlichenizowanego
Cetraria aculeata pozwalaja stwierdzi¢, ze ich zawarto§¢ w suchej plesze jest o trzy rzedy

wielko$ci mniejsza niz ta, ktéra mogtaby wywota¢ obserwowany efekt.

8. Badania plech martwych Cetraria aculeata pokazaty, ze poziom fotosyntezy nie ma
znaczacego wpltywu na proces wigzania wody do matrycy statej plechy (znikome réznice w
parametrach kinetyk dehydratacji, hydratacji, izotermy sorpcyjnej), natomiast znaczaco

wplywa na proces rozpuszczania frakcji rozpuszczalnej plechy. Stwierdzono znaczace réznice
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w Srednim stezeniu nasycenia frakcji statej rozpuszczalnej u plech zebranych w dzien

stoneczny, c¢; = 0.81+0.22, oraz w dzien pochmurny, ¢, = 0.53+0.22.

9. Odkryto, ze w plechach grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata istnieje mechanizm
odpornosci na zamarzanie polegajacy na przemianie frakcji wody luzno zwiazanej w wode
SciSle zwiazana wraz z temperaturg jeszcze powyzej 0°C. Mechanizm ten skutecznie chroni
przed powstaniem krystalitéw lodu, gdy uwodnienie plechy nie przekracza Am/my= 0.41. Dla
wyzszych uwodnien obserwuje si¢ tworzenie krystalitow lodu w plesze (kooperatywne
unieruchomienie molekut wody).10. Na podstawie pomiaréw kalorymetrycznych DSC
ustalono, ze warto$¢ progowa uwodnienia plech, powyzej ktérej obserwuje si¢ zamarzanie
wynosi Am/my= 0.556, a topnienie Am/my= 0.363. Zalezno$¢ entalpii przejscia jest liniowa
funkcja uwodnienia zaro6wno w przypadku ochtadzania jak i ogrzewania plechy, jednak dla
plech chtodzonych temperatury onsetow rejestrowanych pikéw sa nizsze o 10 do 15°C. W

plechach Cetraria aculeata przejscia Il rodzaju (szklistego) nie zaobserwowano.

10. W plesze Cetraria aculeata zachodzi zjawisko transferu magnetyzacji protonowej miedzy
matryca stata plechy a woda zwiazana. Stata czasowa opisujaca proces wymiany wynosi ¢ =

3.2 ms.

11. Pomiary spektroskopii relaksacyjnej pokazatydla matrycy stalej plechy dwa czasy
relaksacji spinowo-sieciowej. Podobnie dla linii pochodzacej od wody zwiazane] w plesze
mozna wyodrgbni¢ dwa czasy relaksacji spinowo-sieciowej. Takie zachowanie jest
charakterystyczne dla rezimu wymiany czg$ciowej magnetyzacji miedzy oboma poduktadami

protonow.

12. Stwierdzono, ze aktywno$¢ fotosyntetyczna, rozumiana jako stosunek energii
wykorzystanej w procesie fotosyntezy do catkowitej energii pochtonigtej przez komorki
fotobionta grzyba zlicheniozwanego Cetraria aculeata jest stata funkcja hydratacji plechy i
wynosi okoto 23%. W miarg¢ wzrostu uwodnienia plechy zwigkszaja si¢ obszary

rozpoczynajace proces fotosyntezy.
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13. Zywotno$¢ komoérek fotobionta jest najwieksza dla plech uwodnionych do niskich
pozioméw (Am/my = 0.04), wéwczas proces mrozenia nie zmniejsza ich przezywalnosci.
Przezywalno$s¢ komoérek maleje znaczaco wraz ze wzrostem uwodnienia komoérek. Dla
uwodnien powyzej progowego poziomu, w ktérym tworzony jest krystalit lodu zamarzanie

przezywaja jedynie pojedyncze komérki fotobionta.

180



Literatura

[1]
(2]

[3]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Abragam A., The principles of nuclear magnetism, Oxford, Clarendon Press, (1961).
Bertie J.E., Calvert L.D., Whalley E., Transformations of Ice II, Ice IIl, and Ice V at
Atmospheric Pressure, Journal of Chemical Physics, 38, 840-847, (1963).
Bertie J.E., Calvert L.D., Whalley E., Transformations of ice VI and ice VII at
atmospheric pressure, Canadian Journal of Chemistry, 42, 1373-1378, (1964).
Blackman M., Lisgarten N.D., Electron diffraction investigations into the cubic and other
structural forms of ice, Advances in Physics, 7, 189-198, (1958).
Blicharski J.S., Efekty interferencyjne w magnetycznym rezonansie jaqdrowym, IFJ, Raport
Nr 792/PL, Krakéw, (1972).
Blicharski J.S., Jasinski G., Klose G., Nuclear spin relaxation in periodically perturbed
systems iv. The relaxation in the presence of double rotation and pulse sequence, Acta
Physica Polonica A, 86, 1001-1005, (1994).
Bragg W.H., The crystal structure of ice, Proceedings of the Physical Society of London,
34, 98-103, (1922).
Buiteveld H., Hakvoort J.M.H., Donze M., The optical properties of pure water, in: SPIE
Proceedings on Ocean Optics XII, edited by J. S. Jaffe, 2258,174-183, (1994)
Bystrek J., Podstawy lichenologii, Wydawnictwo Uniwersytetu Marii Curie -
Sktodowskiej, Lublin, (1997).
Chapman B.E., Roser D.J., Seppelt R.D., BC NMR analysis of Antarctic cryptogam
extracts, Antarctic Science, 6, 295-305, (1994).
Chen S.H.,Teixeira J., Structure and dynamics of Low Temperature Water Studied by
Scattering Techniques, Advances in Chemical Physics, 64, 1-41, (1985).
Coulson C.A, The hydrogen bond — a review of the present position, Research,
London, 10, 149, (1957).
Crowe L.M., Lessons from nature: the role of sugars in anhydrobiosis. Comparative
Biochemistry and Physiology, A131, 505-513, (2002).
Derbyshire W.,van den Bosch M.,van Dusschoten D., MacNaughtan W., Farhat LA.,
Hemming M.A., Mitchell J.R., Fitting of the beat pattern observed in NMR free-
induction decay signals of concentrated carbohydrate—water solutions, Journal of

Magnetic Resonance, 168, 278-283, (2004).

181



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]
[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

Dowell L.G., Rinfert A.P., Low temperature forms of ice as studied by X-ray
diffraction, Nature, 188: 1144—1149, (1960).

Duman, J.G.,, Wu D.W., Xu L., Tursman D., Olsen T. M, Adaptation of insects to
subzero temperature, The Quarterly Review of Biology, 66, 387-410, (1991).

Edmonds A.R., Angular momentum in Quantum Mechanics. Princeton University
Press, (1957).

Eisenberg D., Kauzmann W., The structure and properties of water, Clarendon Press,
Oxford, (1969).

Gaff D.F., Desiccation tolerant vascular plants of Southern Africa. Oecologia (Berl.),
31, 95-109, (1977).

Galun M., Handbook of Lichenology, 1, CRC Press Inc., Boca Ration, (1988 a).

Galun M., Handbook of Lichenology, 2, CRC Press Inc., Boca Ration, (1988 b).

Gordon M., Taylor J.S., Ideal copolymers and the second order transitions of synthetic
rubbers 1. Non-crystalline copolymers, Journal of Applied Chemistry, 2, 493-500,
(1952).

Graham B., Patterson B.D., Responses of plants to low, non-freezing temperatures:
proteins, metabolism. and acclimation, Annual Reviec of Plant Physiology, 33, 347 -
372, (1982)

Haranczyk H., On Water in Extremely Dry Biological Systems, Wydawnictwo
Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw, (2003).

Haranczyk H., Bacior M., Jamréz J., Jemiota-Rzeminska M., Strzatka K., Rehydration
of Digalactosyldiacylglycerol Model Membrane Lyophilizates Observed by NMR and
Sorption Isotherm, Acta Physica Polonica A, 115, 521-525, (2009a).

Haranczyk, Bacior M., Jastrzgbska P., Olech M. A., Deep dehydration of Antarctic
lichen Leptogium puberulum Hue observed by NMR and sorption isotherm, Acta
Physica Polonica A, 115, 516-520, (2009b).

Haranczyk H., Bacior M., Olech M.A., Deep dehydration of Umbilicaria aprina thalli
observed by proton NMR and sorption isotherm, Antarctic Science, 20, 527-535,

(2008).

Haranczyk H., Czak J., Nowak P., Niziot J., Initial phases of DNA rehydration by NMR
and sorption isotherm, Acta Physica Polonica A, 117, 257-262, (2010).

Haranczyk H., Florek M., Nowak P., Knutelski S., Water Bound in Elytra of the Weevil
Liparus glabrirostris (Kiister, 1849) by NMR and Sorption Isotherm (Coleoptera:
Curculionidae), Acta Physica Polonica A,121, 491-496, (2012a).

182



[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]
[39]

[40]

[41]

Haranczyk H., Gazdzinski S., Olech M.A., Initial stages of lichen hydration observed by
proton magnetic relaxation, New Phytologist, 138, 192-202, (1998).

Haranczyk H., Gazdzinski S., Olech M.A., Freezing protection mechanism in Cladonia
mitis as observed by proton magnetic relaxation, New Aspects in Cryptogamic
Research, Contribution in Honour of Ludger Kappen, Bibliotheca Lichenologica, 75,
265-274, (2000).

Haranczyk H., Leja A., Jemiota-Rzeminska M., Strzatka K., Maturation processes of
photosynthetic membranes observed by proton magnetic relaxation and sorption
isotherm, Acta Physica Polonica A,115, 526-532, (2009¢).

Haranczyk H., Leja A., Strzatka K., The effect of water accessible paramagnetic ions on
subcellular structures formed in developing wheat photosynthetic membranes as
observed by NMR and by sorption isotherm. Acta Physica Polonica A,109, 389-398,
(20064a).

Haranczyk H., Nowak P., Bacior M., Lisowska M., Marzec M., Florek M., Olech M.A.,
Bound water freezing in Umbilicaria aprina from continental Antarctica, Antarctic
Science, 24, 342-352, (2012b).

Haranczyk H., Pater L., Nowak P., Bacior M., Olech M.A., Initial phases of Antarctic
Ramalina terebrata Hook f. & Taylor thalli rehydration observed by proton
relaxometry, Acta Physica Polonica A, 121, 478-482, (2012c).

Haranczyk H, Pietrzyk A., Leja A., Olech M.A, Bound water structure on the surface of
Usnea Antarctica as observed by NMR and sorption isotherm Acta Phyica Polonica A,
109, p. 411, (2006b).

Haranczyk H., Weglarz W. P., Sojka S., The Investigation of Hydration Processes in
Horse Chestnut (Aesculus hippocastanum L.) and Pine (Pinus silvestris L.) Bark and
Bast Using Proton Magnetic Relaxation, Holzforschung, 53, issue 3, 299-310, (1999).
Harris C.W., Lichens: Cetraria, The Bryologist, 4, no. 3, 41 —45, (1901).

Hauck M., Susceptibility to acidic precipitation contributes to the decline of the
terricolous lichens Cetraria aculeata and Cetraria islandica in central Europe,
Environmental Pollution, 152, issue 3, 731 — 735, (2008).

Hawksworth D.L., Rose F., Qualitative Scale for estimating Sulphur Dioxide Air
Pollution in England and Wales using Epiphytic Lichens, Nature, 227, 145 - 148,
(1970).

Hennel J.W., Wstep do teorii magnetycznego rezonansu jgdrowego, Panstwowe

Wydawnictwo Naukowe, Warszawa, (1966).

183



[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

Hubbard P.S., Quantum-mechanical an semiclassical forms of the density operator
theory of relaxation, Review of Modern Physics, 33, 249-264, (1961).

Kaernefelt 1., The genera Bryocaulon, Coelocaulon and Cornicularia and formerly
associated taxa, Opera Botanica, 86, (1986).

Kamb A., Prakash A., Knobler C. , Structure of ice V. Acta crystallographica, 22,
706-715, (1967).

Kamb B., Ice II: A proton ordered form of ice. Acta crystallographica, 17, 1437-1449,
(1964).

Kamb B., Datta S.K. 1960. Crystal Structures of the High- Pressure Forms of Ice: Ice
IIL. Nature, 187, 140-141, (1960).

Kappen L., Water relations and net photosynthesis of Usnea. A comparison between
Usnea fasciata (maritime Antarctic) and Usnea sulphurea (continental Antarctic),
Lichen physiology and cell biology, 41 -56, Plenum Press, New York, (1985)

Kappen L., Ecology and physiology of the Antarctic fructicose lichen Usnea sulphurea,
Polar Biology, 1, 249-255, (1983).

Kappen L., Field measurements of carbon dioxide exchange of Antarctic lichen Usnea
Sphacelata in the frozen state, Antarctic Science, 1, 31-34, (1989).

Kappen L., Plant Activity under Snow and Ice, with Particular Reference to Lichens,
Arctic, 46, no. 4, 297-302, (1993).

Kappen L., Breuer M., Ecological and physiological investigations in continental
Antarctic cryptogams II. Moisture relations and photosynthesis of lichens near Casey
Station, Wilkes Land, Antarctic Science, 3, 273-278, (1991).

Kappen L., Schroeter B., Hestmark G., Winkler J.B., Field measurements of
photosynthesis of umbilicarious lichens in winter, Botanica Acta, 109, 292-298, (1996).
Kappen L., Sommerkom M., Schroeter B., Carbon acquisition and water relations of
lichens in polar regions-potentials and limitations, Lichenologist, 27, 531-545, (1995).
Kieft T., Ruscetti T., Characterization of Biological Ice Nuclei from a Lichen, Journal
of Bacteriology, 172, no. 6, 3519-3523, (1990).

Koza M., Schober H., Tlle A.,Fujara F., Hansen T., Formation of ice XII at different
conditions, Nature, 397, 660-661, (1999).

Mikutko A., Collective and molecular modes in antiferroelectric phases studied by
complementary methods, Praca doktorska, Instytut Fizyki, Uniwersytet Jagiellonski,

Krakéw, (2006).

184



[57]

[58]

[59]

[60]

[61]
[62]
[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

Miller L.K., Werner R. 1980. Supercooling to -60°C: an extreme example of freezing
avoidance in northern willow gall insects, Cryobiology, 17, 621-622, (1980).

Lange O.L., Der CO,-Gaswechsel von Flechten bei tiefen Temperaturen, Planta, 64, 1-
19, (1965).

Langumir, I. 1918. The adsorption of gases on plane surface of glass, mica and
platinum. Journal of American Chemical Society, 40, 1361-1403.

Latimer W.M., Rodebush W.H., Polarity and lonization from the Standpoint of the
Lewis Theory of Valence. Journal of the American Chemical Society, 42, 1419- 1433,
(1920).

Lehninger A.L, 1979, Biochemia, Panstwowe Wydawnictwo Rolnicze i Les$ne,
Warszawa, (1979).

Lenk R.1986. Fluctuations, diffusion and spin relaxation, Elsevier, Amsterdam, (1986).
Liska J., Vazany a nevazany zivot lisSejnika, Vesmir, 79 (130), 623-629, (2000).
Loerting T., Giovambattista N., Amorphous ices: experiments and numerical
simulations, Journal of Physics: Condensed Matter, 18, R919-R977, (2006).

Loerting T., Salzman C., Kohl 1., Meyer E., Hallbrucker A., A second distinct structural
"state" of high-density amorphous ice at 77 K and 1 bar, Physical Chemistry Chemical
Physics, 3, 5355-5357, (2001).

Matwiejuk A., Porosty i ich wtasciwosci lecznicze, Kosmos — problemy nauk
biologicznych, nr 1-2 (278-279), 85-91, (2008).

Nash T. H. III, Kappen L., Loesch R., Matthes — Sears U., Larson D. W., Cold
resistance of lichens with Trentepohlia or Trebouxia - photobionts from the North
American West Coast, Progress and Problems In Lichenology in the Eighties,
Bibliotheca Lichenologica, 25, 313 — 317, (1987).

[68] Owston P.G., The structure of ice-I, as determined by x-ray and neutron diffraction

[69]

[70]

[71]

analysis, Advances in Physics, 7, 171-188, (1958).

Pake G.E., Nuclear Resonance Absorption in Hydrated Crystals: Fine Structure of the
Proton Line, Journal of Chemical Physics, 16, 327 — 336, (1948).

Perez-Ortega S., Fernandez-Mendoza F., Raggio J., Vivas M., Ascaso C., Sancho L.G.,
Printzen C., de los Rios A., Extreme phenotypic variation in Cetraria aculeata
(lichenized Ascomycota): adaptation or incidental modification?, Annals of Botany,

109, 1133-1148, (2012).

Pintar M.M, Some considerations of the round table subject, Magnetic Resonance

Imaging, 9, 753-754, (1991).

185



[72]

[73]

[74]
[75]

[76]

[77]

[78]

[79]
[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

Podbielkowski Z., Reyment-Grochowska 1., Skirgieto A., Rosliny zarodnikowe,
Panstwowe Wydawnictwo Naukowe, Warszawa, (1982).

del Prado R., Sancho L.G., Water relations and photosynthetic performance of fruticose
lichens from the semi-arid Southeast of Spain, Flora, 195, 51-60, (2000).

Quickenden T.I., J.A. Irvin, Journal of Chemical Physics, 72, 4416-4428, (1980).
Radomski J., Jasnowska J., Botanika, Panstwowe Wydawnictwo Naukowe, Warszawa,
(1976).

Rao C.N.R., Theory of hydrogen bonding in water. In: Water, a comprehensive
treatise, vol. 1: The physics and physical chemistry of water, Plenum Press, New York-
London, 93-114, (1972).

Redfield A.G., On the theory of relaxation processes, IBM Journal, 1, 19-31, (1957).
Rose C.I., Hawksworth D.L., Lichen recolonization in London's cleaner air, Nature,
289, 289 — 292, (1981).

Rose M.E., Elementary theory of angular momentum, New York, Wiley, (1957).

Roser D.J., Melick D.R., Ling H.U., Seppelt R.D., Polyol and sugar content of terrestrial
plants from continental Antarctica, Antarctic Science 4, 413-420, (1992).

Rumm R.J., An NMR Study of Cortical Bone, A thesis for the degree of Doctor of
Philosophy in Physics, Waterloo, Ontario, Canada, (1992).

Salzmann C.G., Kohl L., Loerting T., Mayer E., Hallbrucker A., Raman Spectroscopic
Study on Hydrogen Bonding in Recovered Ice IV, Journal of Physical Chemistry B,
107, 2802-2807, (2003a).

Salzmann C.G., Kohl L., Loerting T., Mayer E., Hallbrucker A., The low-temperature
dynamics of recovered ice XII as studied by differential scanning calorimetry: a
comparison with ice V, Physical Chemistry Chemical Physics, S, 3507-3517, (2003b).
Sancho L.G., Valladares F., Schroeter B., Kappen L., Ecophysiology of Antarctic versus
temperate populations of a bipolar lichen: The key role of the photosynthetic partner,
Antarctic Ecosystems: Models of wider ecological understanding, 190 — 194, (2000).
Schroeter B., Green T.G.A., Kappen L., Seppelt R.A., Carbon dioxide exchange at
subzero temperatures: field measurements on Umbilicaria aprina in Antarctica, Crypt.
Bot., 4, 233-241, (1994).

Schroeter B., Olech M.A., Kappen L., Heitland W., Ecophysiological investigations of
Usnea antarctica in the maritime Antarctic. Annual microclimatic conditions and

potential primary production, Antarctic Science, 7, 251-260, (1995a).

186



[87]

[88]

[89]

[90]

[91]
[92]

Schroeter B., Scheidegger C., Water relations in lichens at subzero temperatures:
structural changes and carbon dioxide exchange in lichen Umbilicaria aprina from
continental Antarctica, New Phytologist, 131, 273 — 285, (1995b).

Stillinger F.H., Water revisited, Science 209, 451-457, (1980).

Studzinska E., Witkowska — Banaszczak E., Bylka W., Zwiazki biologicznie aktywne
porostéw, Herba Polonica, 54, no 1, (2008).

Suresh S.J., Naik V.M., Hydrogen bond thermodynamic properties of water from
dielectric constant data, Journal of Chemical Physics, 113, 9727-9732, (2000).
Szczepanowicz B., Atlas roslin biblijnych, Wydawnictwo WAM, Krakéw, (2003).
Szweykowska A., Szweykowski J., Botanika — systematyka, Wydawnictwo Naukowe

PWN, Warszawa, (2002).

[93] The Merck index : an encyclopedia of chemicals, drugs, and biological, Rahway, N.J.,

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

U.S.A.: Merck, New York, (1996, 2006).

Tobolewski Z., Porosty — klucz do oznaczania najpospolitszych gatunkow krajowych,
Panstwowe Wydawnictwo Naukowe, Warszawa (1972).

de la Torre R., Sancho L.G., Horneck G., de los Rios A., Wierzchos J., Olsson-Francis
K, Cockell C.S, Rettberg P., Berger T., de Vera J.P.P., Ott S., Frias J.M., Gonzalez-
Melendi P., Lucas M.M., Reina M., Pintado A., Demets R., Survival of lichens and
bacteria exposed to outer space conditions — Results of the Lithopanspermia
experiments, Icarus, 208, 735-748, (2010).

Urquidi J., Benmore C.J., Egelstaff P.A., Guthrie M., McLain S.E.,Tulk C.A, Klug D.D,
Turner J.F.C, A structural comparison of supercooled water and intermediate density
amorphous ices, Moecular Physics, 102, 2007-2014, (2004).

Wangsness R.K. Bloch F., The dynamical theory of nuclear induction, Physics Review,
89,728-739, (1953).

Watanabe M., Kikawada T., Okuda T., Increase of internal ion concentration triggers
trehalose synthesis associated with cryptobiosis in larvae of Polypedilum vanderplanki.
Journal of Experimental Biology, 206, 2281-2286, (2003).

Warren S.G., Optical-constants of ice from the ultraviolet to the microwave, Applied

Optic, 23, 1206-1225, (1984).

[100] Weast R.C., 1974-75, Handbook of Chemistry and Physics, 55-ed, CRC Press Inc.,

(1974-75).

187



[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

Weglarz W.P., Haranczyk H., Two-dimensional analysis of the nuclear relaxation
function in the time domain: the program CracSpin, Journal of Physics D: Applied
Physics, 33, 1909-1920, (2000).

Wigner A.P., Group theory, New York Academic Press, New York, (1959).

Witek, M., Badanie magnetycznej relaksacji jadrowej w amorficznych uktadach
biologicznych, Praca doktorska, Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw, (2006).

Worland M.R., Block W., Oldale H., Ice nucleation activity in biological materials
with examples form Antarctic plants, Cryo-letters, 17, n. 1, pp. 31-38, (1996).

Wrébel S., Marzec M, Roéznicowa kalorymetria skaningowa, w: Komplementarne
metody badan przemian fazowych, redakcja Mikuli E., Migdal-Mikuli A.,
Wydawnictwo Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow, (2006).

188



Spis publikacji autora

Haranczyk H., Czak J., Nowak P., Niziot J., Initial phases of DNA rehydration by NMR
and sorption isotherm, Acta Physica Polonica A,117, 257-262, (2010).

Haranczyk H., Florek M., Nowak P., Knutelski S., Water Bound in Elytra of the Weevil
Liparus glabrirostris (Kiister, 1849) by NMR and Sorption Isotherm (Coleoptera:
Curculionidae), Acta Physica Polonica A,121, 491-496, (2012).

Haranczyk H., Kobierski J., Zalitacz D., Nowak P., Romanowicz A., Marzec M., Niziot
J., Rehydration of surfactant modified DNA powders by proton NMR, Acta Physica
Polonica A , 121, pp. 485-490, (2012).

Haranczyk H., Nowak P., Bacior M., Lisowska M., Marzec M., Florek M., Olech M. A.,
Bound water freezing in Umbilicaria aprina from continental Antarctica, Antarctic
Science, 24, 342-352, (2012).

Haranczyk H., Pater L.., Nowak P., Bacior M., Olech M.A., Initial phases of Antarctic
Ramalina terebrata Hook f. & Taylor thalli rehydration observed by proton
relaxometry, Acta Physica Polonica A, 121, 478-482, (2012).

Haranczyk H., Nowak P., Lisowska M., Florek — Wojciechowska M., Lahuta L.B.,
Olech M.A., Water-soluble solid fraction saturation concentration in dry organism
evaluated from 'H-NMR relaxometry, in vivo, wystane do druku w Biochimica et
Biophysica Acta: General Subjects, (2013).

Nowak P., Haranczyk H., Marzec M., Lisowska M., Olech M. A., Freezing resistance of
Antarctic lichen Cetraria aculeata (Schreb.) observed by 'H-NMR, wystane do druku w
Polar Biology, (2013).

189



Spis rysunkow

Rys.
Rys.
Rys.

Rys.

Rys.
Rys.
Rys.

Rys.
Rys.
Rys.
Rys.
Rys.

Rys.

Rys.
Rys.
Rys.
Rys.

Rys.

Rys.
Rys.
Rys.
Rys.

Rys.
Rys.

1.1. Przekr6j przez plechg grzyba zlichenizowanego...............c...coocvviiinnnn. 14
1.2. Morfologiczne rodzaje plech grzybéw zlichenizowanych......................... 14
1.3. Cetraria aculeata: skupisko grzybéw zlichenizowanych oraz powigkszenie

plechy z widocznymi WyPUSEKAMI ........ccoeiiiieiiiieiiieeeiee e e 25
2.1. Zaleznos$¢ wspotczynnika absorpcji promieniowania elektromagnetycznego

0d dhugoSci fali......o.ooieeii 26
2.2. Molekulty wody w fazie skondensowanej .............c.cceeiiiiiiiiiiiiniiininnnnnnn. 28
2.3. Lod wazie Th. ... 29
2.4. Diagram fazowy dla wody z uwzglednieniem réznych struktur lodu.............. 30
3.1. Sfera o promieniu 1 obrazujaca potozenie spinéw molekut ........................ 56
3.2. Przyktadowy ksztalt dublet Pake’a dla polikrysztatu......................c..oo. 57
3.3. Sekwencja impulséw stosowana w metodzie solid echo............................... 58
3.4. Sekwencja impulséw w metodzie CPMG.............cooiiiiiiiiiiiiiii, 59
3.5. Zwiazek miedzy sygnalem MRJ frakcji statej w domenie czasu i domenie

(o /5] 10 1o BT 60
3.6. Sekwencja SOft —Hard..............c.coiiiiiiiiiiieeee et ssreeeeeees 03
4.1. Przytaczanie si¢ molekut wody do adsorbenta wg modelu Denta.................. 66
4.2. Przytaczanie si¢ molekut wody do adsorbenta wg modelu BET................... 70
4.3. Przytaczanie si¢ molekut wody do adsorbenta wg modelu Langmuira............ 71
4.4. Symulacja poréwnujaca modele Langmuira, BET i Denta izotermy

0] 4 0707414 1 72
4.5. Symulacja poréwnujaca modele Langmuira, BET i Denta dla danych

przedstawionych w formie paraboliCznej............ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnenn.. 74
5.1. Schemat blokowy regulatora spektrometru impulsowego HB56.................. 80
5.2. Schemat blokowy regulatora temperatury UNIPAN typ 650...................... 81
5.3. Spektrometr Bruker Avance IIL.............cooiiiiii i, 82
5.4. Schemat ukazujacy spektrometr z podzialem na poszczegdlne jednostki oraz

zewnetrzny przedwzmacniacz HPPR................... 83
5.5. Uproszczony schemat kompensacyjnego kalorymetru DSC....................... 84
5.6. Skalowanie kalorymetru DSC..... ... 85



Rys. 6.1. Powierzchnia plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata w

POWIGKSZEIIU. ...ttt ettt ettt 92
Rys. 6.2. Obrazy wngtrza odcinka dolnego plechy Cetraria aculeata w powigkszeniu....94
Rys. 6.3. Obrazy rozgateziania plechy Cetraria aculeata w powigkszeniu ................. 95
Rys. 6.4. Obrazy odcinkéw gérnych plechy Cetraria aculeata w powigkszeniu........... 97
Rys. 6.5. Szkic plechy Cetraria aculeata (...) z uktadem osi mikrotomograficznych...... 98
Rys. 6.6. Obraz mikrotomograficzny przekroju plechy Cetraria aculeata pochodzacego

7 j€] 0dCINKA GOTNICZO ..ttt ettt e e e et e e e e e aaeena 99
Rys. 6.7. Mikrotomograficzny obraz przekroju poprzecznego odgal¢zienia plechy

Cetraria ACULEATA. ...............ouiiuiiiiiiii it 100
Rys. 6.8. Obraz mikrotomograficzny przekroju poprzecznego odcinka gérnego plechy
Cetraria ACULEALA. ..............ooii i 101

i{ys. 7.1. Srednia aktywnos¢ fotosyntetyczna fotobiontu Cetraria aculeata............... 103
Rys. 7.2. Zmiany aktywnosci fotosyntetycznej fotobiontu grzyba zlichenizowanego

Cetraria ACULEATA. . ..............cooiueii i e 104
Rys. 8.1. Zywotno$¢ komérek komponentu fotobiontycznego grzyba zlichenizowanego

Cetraria ACULCALA. .............coeiiiii i 106
Rys. 9.1. Dehydratacja do fazy gazowej (p/po= h = 0%) zywej plechy

Cetrairg ACULEALA ...........c...ooiiiiiii i 109
Rys. 9.2. Kinetyka hydratacji zywej plechy Cetraria aculeata prowadzona z fazy

gazowej dla réznych wilgotnosci wzglednych otoczenia.......................... 110
Rys. 9.3. Kinetyki hydratacji z fazy gazowej dla martwych plech grzyba

zlichenizowanego Cetraria aculeat...................cccueeeiieiiiiiiieeninnnnnin 111
Rys. 9.4. [zoterma sorpcyjna dla plechy Cetraria aculeata.................................... 114
Rys. 9.5. Izoterma sorpcyjna w formie parabolicznej dla plechy Cetraria aculeata........ 114
Rys. 9.6. Izoterma sorpcyjna skonstruowana dla martwych plech grzyba

zlichenizowanego Cetraria aculeat...................cccueveeiieiiieiiieeninnnnnin 117
Rys. 9.7. Sygnaly zarejestrowane po sekwencji solid-echo dla plech Cetraria aculeata ..120
Rys. 9.8. Sygnat zaniku swobodnej precesji dla plech Cetraria aculeata.................... 121
Rys. 9.9. Zalezno$¢ parametru a funkcji Abragama od poziomu uwodnienia plech

Rys.

Cetraria ACULEATA ...........ccoueeee e e, 122

9.10. Czasy relaksacji spinowo-spinowej sktadowych funkcji FID zmierzone

191



Rys

Rys

Rys

Rys

Rys

Rys

Rys

Rys
Rys

Rys

Rys

Rys

Rys

Rys

Rys

dla plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata w zalezno$ci od

uwodnienia Am/my

. 9.11. Hydratacyjna zaleznos¢ amplitud sktadowych cieczowych sygnatu MRJ

wyrazonych w jednostkach amplitudy ciata statego dla plech Cetraria

ACULCALA. .. ..o e e e,

. 9.12. Laczone dopasowanie hydratacyjnych zaleznos$ci frakcji wody $cisle

zwiazanej (...) oraz catkowitej puli wody ...........oooiiiiiiiiiii

. 9.13. Warto$¢ parametru a w funkcji Abragama dla badanych probek w

zaleznosci od poziomu ich uwodnienia [dla plech martwych].....................

. 9.14. Hydratacyjna zalezno$¢ czasow relaksacji poprzecznej sktadowych

sygnatu FID [dla plech martwych] ...,

. 9.15. Hydratacyjna zaleznos¢ catkowitej amplitudy sygnatu cieczowego L/S

oraz sktadowej krétkoczasowej L;/S (...) dla martwych plech

grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata .....................cccceeeeiieennnn...

.9.16. Widmo 'H-MRU plechy Cetraria aculeata............................ccevveveen....

. 9.17. Szerokosci potéwkowe obu linii sktadowych widma 'H-MRJ dla plech

Cetraria aculeata

. 9.18. Hydratacyjna zalezno$¢ sygnatu cieczowego MRIJ plechy Cetraria aculeata.. 134

. 9.19. Potozenia linii Gaussa i Lorentza w zaleznosci od poziomu uwodnienia

plechy Cetraria aculeata. .................c.coieiiiiiiiiiiiiii i,

. 9.20. Réznica migdzy potozeniami sSrodkéw linii Gaussa i Lorentza w zaleznosci

od poziomu uwodnienia plechy Cetraria aculeata................................

. 9.21. Hydratacyjna zalezno$¢ szerokosci potéwkowej krzywej Gaussa oraz

(...) krzywej Lorentza dla martwych plech Cetraria aculeata ...................

. 9.22, Hydratacyjna zalezno$¢ sygnatu cieczowego 'H-MRIJ dla martwych

plech Cetraria aculeata

. 9.23. Zalezno$¢ potozen pikéw Gaussa oraz Lorentza (...) od poziomu

hydratacji martwych plech Cetraria aculeata .....................................

.10.1. Widma "H-MRJ dla odwodnionej plechy Cetraria aculeata zarejestrowane

w temperaturze 291 Koraz 271 K.

. 10.2. Zaleznos$ci temperaturowe szerokosci potéwkowych piku Gaussa (...)

oraz piku Lorentza podczas ochtadzania i ogrzewania dla plechy

Cetraria aculeata

192

141



Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

Rys.

10.3. Zaleznos$¢ temperaturowa sygnatu MRJ mierzonego w domenie czg¢stosci dla

plechy Cetraria aculeata. ..................cooieiiiiiii i,

143

10.4. Potozenia linii ciata stalego (Gaussa) oraz linii cieczowej (Lorentza) w funkcji

ochladzania plechy Cetraria aculeata ....................................
10.5. Zaleznos$¢ parametru a funkcji Abragama w funkcji temperatury dla plech
Cetraria aculeqra ................c.couiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiin.

10.6. Zaleznos¢ temperaturowa czasOw relaksacji spinowo-spinowej sktadowej

stalej i cieczowej sygnatu FID dla plech Cetraria aculeata .......................

10.7. Zaleznos¢ temperaturowa amplitud obu sktadowych cieczowych sygnatu
FID oraz sumarycznej sktadowej cieczowej wyrazonej w jednostkach

amplitudy sygnatu ciata statego dla plechy Cetraria aculeata.............

11.1. Pomiar kalorymetryczne uwodnionej plechy Cetraria aculeata — wybo6r

tempa zmian temperatury ..................

. 11.2. Krzywe kalorymetryczne prébek plech Cetraria aculeata uwodnionych do

rOZNYCh POZIOMOW . .. .etiti it
11.3. Temperatury zamarzania oraz topnienia zarejestrowane podczas
chtodzenia/ogrzewania plech Cetraria aculeata w zaleznos$ci od poziomu
uwodnienia plech...........ooooiiiiii
11.4. Zmiana entalpii przejscia podczas ochtadzania oraz ogrzewania uwodnionej

Cetraria aculeata w zaleznosci od poziomu uwodnienia plech.........

12.1. Ztozenie widm plech grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata
uzyskanych po sekwencji dwoch impulséw twardych: &t oraz n/2 w
zaleznosci od czasu migdzy impulsami............oooevviiiiiiiiiiie i,

12.2. Zaleznos¢ pdl pod powierzchniami pikow Gaussa — pochodzacych od
protonéw ciala statego oraz Lorentza — pochodzacych od protonéw

cieczowych — od czasu migdzy impulsami &t oraz ©/2 dla plech

Cetraria ACULEATA ...........ccuueee e e

12.3. Widmo '"H-MRIJ plechy Cetraria aculeata poddanych sekwencji impulséw

TU— 0.2 08 — TU/ e oo e e,

12.4. Pola powierzchni pod krzywymi Gaussa oraz Lorentza dla plech

Cetraria aculeata poddanych sekwencji impulsowej soft-hard...................

12.5. Pola powierzchni pod krzywymi Gaussa oraz Lorentza dla plech

Cetraria aculeata poddanych sekwencji impulsowej hard-hard.................

193

144

147

148

151

153

154

156

157



Rys. 13.1. Widmo *D-MRJ plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata............
Rys. 13.2. Widmo "*C-MRJ plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata..........
Rys. 13.3. Widmo *'P-MRJ plechy grzyba zlichenizowanego Cetraria aculeata............

194



Spis tabel

Tabela 5.1.

Tabela 9.1.

Tabela 9.2.

Tabela 9.3.

Tabela 9.4.

Tabela 9.5

Tabela 9.6.

Tabela 9.7.

Tabela 9.8.

Tabela 9.9.

Tabela 9.10.

Tabela 9.11.

Tabela 9.12

Wilgotnosci wzgledne nad powierzchniami przesyconych roztworéw
wybranych substancji...........c.oooiiiiiiiiiiiii
Poréwnanie pozioméw uwodnienia plechy powietrznie suchej, 4/, oraz
czasow hydratacji dla réznych gatunkéw grzybow
ZIicheniZowWanycCh.. ... ..o
Réwnowagowy poziom hydratacji plechy grzyba zlichenizowanego
Cetraria aculeata w funkcji wilgotnos$ci wzglednej
ALNOS T Y . .ttt e
Parametry izotermy sorpcyjnej dopasowanej wedlug modelu Denta i
BET dla plechy Cetraria aculeata.....................cccooooviiiiiiiiiin....
Parametry izotermy sorpcyjnej dla wybranych gatunkéw grzybéw
zlichenizowanych............oo i
Zestawienie nasyceniowych pozioméw hydratacji dla martwych plech
Cetraria  aculeata zebranych w dzieh sloneczny 1 dzien
POCHIMUITIY. ... enitt e et e e e e e
Parametry dopasowania modelu Denta w formie sigmoidalnej oraz w
formie parabolicznej dla martwych plech Cetraria
ACULCATA. . ..o
Zestawienie amplitud sktadowej statej sygnatu otrzymanych z funkcji

swobodnej precesji (FID) oraz w sekwencji solid

Stgzenia nasycenia, c¢;, 1 ggsto$¢ protonowa cukréw i wieloalkoholi
WYStEPUjaCYCh W Przyrodzie.........covvvvviiiiiiiii i
Zawarto$¢ wielocukrow i wieloalkoholi w dehydratowanej plesze
Cetraria ACULEATA. ..............oouiiiiii i
Modele uzyte do opisu funkcji FID martwych plech Cetraria
ACULCATA. .. ...
Parametry dopasowania krzywych opisanych réwnaniami (9.10) i
(9.11) do danych doswiadczalnych zebranych na Rys. 9.1519.16........
Wspétczynniki dopasowania prostych funkcji wymiernych do danych

przedstawionych na Rys. 9.1.... ...

195

76

112

113

115

115

116

117

121

126

127

128

131

137



Tabela 9.13. Parametry dopasowania zaleznosci (6.14) do hydratacyjnych zaleznos$ci
cieczowego sygnatu 'H-MRJ plech zebranych w dzien stoneczny i
dzien POChMUINY ........oiiii e
Tabela 12.1. Parametry dopasowania odrostu skladowej stalej i cieczowej

magnetyzacji dla trzech badanych prébek.....................oo.

Tabela 12.2. Parametry dopasowania funkcji relaksacji w eksperymencie transferu

magnetyzacji dla plech Cetraria aculeata.....................................

196

138

161



