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Streszczenie

Grzyby zlichenizowane odgrywaja dominujacag role w ekosystemie Antarktyki.
Odnotowano tam wystgpowanie okoto 400 ich gatunkéw, w poréwnaniu z zaledwie trzema
gatunkami ro$§lin naczyniowych. Wystepuja szeroko w obszarach wiecznych $niegow,
podbiegunowych pustyniach lodowych, =zasiedlaja polarng tundr¢ i nunataki. Grzyby
zlichenizowane zalicza si¢ do organizmow ekstremofilnych, ktére sa w stanie przezyé w
trudnych warunkach $rodowiskowych, takich, jak niskie temperatury i susza. Wydaje sie, ze
kluczem do zrozumienia tej niezwyklej odpornosci jest poznanie molekularnych
mechanizmow wigzania wody do powierzchni plechy. Celem moich badan jest poznanie
procesu wigzania 1 zamarzania molekul wody w probkach antarktycznego grzyba

zlichenizowanego z gatunku Usnea arantiaco-atra.

Badanie proceséw hydratacji i1 rehydratacji plechy z fazy gazowej przeprowadzono
metoda kinetyki hydratacji oraz izotermy sorpcyjnej. Wyodrebniono w tych uktadach trzy
frakcje wody roznigce si¢ czasami hydratacji. Izoterma sorpcyjna zbudowana w oparciu o
dane grawimetryczne przybiera posta¢ sigmoidalng i znaczaco lepiej opisywana jest modelem

Denta, anizeli BET.

Pomiary przeprowadzone metoda spektroskopii i relaksometrii "H-NMR potwierdzaja
wystepowanie puli wody o réznym stopniu zwiazania do plechy. Widma 'H-NMR sa
zlozeniem funkcji Gaussa opisujgcej skladowg stalg sygnalu protonowego oraz funkcji
Lorentza opisujacej usredniony sygnat od protonow mobilnych probki. W domenie czasu
sktadowa mobilng mozna przyblizy¢ funkcja dwueksponencjalng. Wptyw temperatury (w
zakresie 297-210K) na dynamik¢ molekularng wody zwigzanej w organizmie porostu dla
roznych pozioméw hydratacji zbadano za pomoca spektroskopii *H-NMR. Analiza widm *H-
NMR wykonanych dla réznych temperatur probki pokazata dwa procesy unieruchamiania
wody zwiazanej, tj. kooperatywne zamarzanie dla wysokiego poziomu hydratacji (4m/mg =
0.68) oraz niekooperatywne unieruchamianie molekut wody dla prébek wysuszonych (4m/mq

= 0.09). Sygnat 'H-NMR w funkcji uwodnienia opisywany jest funkcja wymierna. Analiza

8



catkowitego sygnatu cieczowego w jednostkach sygnatu stalego ujawnila wystepowanie

frakcji rozpuszczalnej matrycy statej porostu.

Spektroskopia relaksacyjna *H-NMR przeprowadzona w szerokim zakresie temperatur
z wykorzystaniem sekwencji impulsow n-t-1/2-FID pozwolita wyznaczy¢ czasy relaksacji
spinowo-sieciowej dla poszczegdlnych linii widma 'H-NMR, a takze wyznaczy¢ energie

aktywacji ruchéw molekularnych.

Ponadto wykonano trasy kalorymetryczne DSC dla protokoldéw eksperymentalnych
uwzgledniajacych inkubacje probki w niskich temperaturach w celu doktadnej analizy
procesOw  zamarzania wody zwigzanej w  probkach antarktycznych  grzybow
zlichenizowanych. Zaobserwowano proces niekooperatywnego unieruchomienia molekut
wody oraz wystgpowanie dyfuzji czasteczek wody przechtodzonej i zjawisko narastania fazy
statej w plechach innych gatunkoéw antarktycznych: Turgidosculum complicatulum, Cetraria

aculeata, jak i u antarktycznego glonu Prasiola crispa.



Abstract

Lichens predominate in the Antarctic ecosystem - there are about 400 lichens species
reported in this region. Lichens are example of organisms, which thrive under extreme
condition, especially low temperatures and long periods of drought. The understanding of
molecular mechanism of freezing and drying resistance requires a knowledge on water
mobility for different steps of hydration level. The purpose of this study was to investigate
process of binding and freezing of water in Antarctic extremophilic lichenized fungus Usnea

aurantiaco-atra.

Gaseous phase hydration effect of U. aurantiaco-atra thallus was observed using
hydration kinetics, sorption isotherm, *H-NMR spectroscopy and relaxometry. Three bound
water fractions were distinguished: very tightly bound water, tightly bound water and loosely
bound water. Sorption isotherm was sigmoidal and fitted well with Dent model. *H-NMR free
induction decays were superpositions of solid signal component and two liquid components
coming from a tightly an loosely bound water fraction. *H-NMR spectra recorded for Usnea
aurantiaco-atra revealed one averaged mobile proton signal component. The total liquid
signal component expressed in units of solid suggests the presence of water soluble fraction in
thallus. DSC traces recorded after two-hour-incubation of T.complicatulum, of P. crispa and
of C.aculeata thallus at -20°C suggest supercooled water molecules diffusion to ice
microcrystallites resulting in solid phase growth. DSC melting peak can be decomposed into a
main narrow peak (presumably melting of mycobiont areas) and a broad low temperature

shoulder (presumably melting of isolated photobiont cells).
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1. GRZYBY ZLICHENIZOWANE

1.1 Grzyby zlichenizowane — charakterystyka ogélna

Grzyby zlichenizowane (tac. Lichenes), zwane dawniej porostami, w klasycznym
ujeciu definiowane sa jako proste zwigzki organizmoéw: heterotroficznego grzyba i
fotosyntetyzujacych glondéw lub sinic, rzadziej cyjanobakterii. Komponentem grzybowym
najczesciej sa workowce (Ascomycota), cho¢ znane sga porosty z kiebniczkowcami
Glomeromycota) 1 podstawczakami (Basidiomycota) [wg Tehlera i Wedina (2008) grupe t¢
stanowi zaledwie 20 gatunkéw]. Wigkszos¢ z okoto 20 000 opisanych gatunkéw porostow
tworza grzyby z glonami jako fotobiontem, podczas gdy zaledwie 10% porostow to zwigzki z
sinicami. Niewielka cze$¢ (2 — 4%) grzybow zlichenizowanych moze wigzaé si¢ z obydwoma

rodzajami fotobiontow [Grimm et al. 2021].

Wielokrotnie potwierdzono tez¢ o dualistycznej naturze porostOw przy pomocy
eksperymentalnej lichenologii. Wykazano, ze mozliwe jest prowadzenie rozdzielnej hodowli
biontéw porostowych w warunkach laboratoryjnych - oddzielnie komponentu grzybowego i
glonowego. Ponowna relichenizacja (resynteza) grzyba zlichenizowanego wiaze si¢ jednak z
trudnosciami, glownie doborem odpowiedniej pozywki oraz koniecznos$ci prowadzenia
hodowli w specyficznych dla odtwarzanego porostu warunkach fizjologicznego stresu.
Ponowng synteze grzyba zlichenizowanego udaje si¢ osiaggnac przy wiaczeniu odpowiedniego
czynnika stresowego (na przyktad ograniczenia dost¢gpu do wody i pokarmu) [Yoshimura i

in., 1993, Stocker-Worgotter, 2001].

Grzyby wraz z mikrobiologicznymi partnerami fotosyntezujacymi budujg catkowicie
nowg strukture, ktorych zaden z nich nie moze wytworzy¢ samodzielnie. Proces przejscia
partneréw ze stanu wolnego zycia do stanu symbiozy (zwany lichenizacja), jak 1 dalsze jej
utrzymanie pozostaje stabo poznany. Zwraca si¢ uwage na role metabolitow wtornych
porostéw 1 odzywiania mineralnego jako czynnikow stabilizujgcych funkcje plechy [Pichler et

al., 2023]. Interakcja grzyboéw z odpowiednimi fotobiontami jest niezbedna do wytworzenia
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charakterystycznych form morfologii plechy, ale takze do produkcji specjalistycznych
metabolitow, ktore gromadzg si¢, czesto w znacznych ilosciach, w postaci skrystalizowanych

zwigzkow porostowych w przestrzeniach migdzykomoérkowych.

Natura symbiozy porostowej miedzy grzybowym a glonowym lub/i sinicowym
komponentem jest skomplikowana. Wzajemna relacja miedzy skladnikami uktadu
tworzacymi grzyb zlichenizowany wcigz jest przedmiotem badan i dyskusji. Zwykle opisuje
si¢ porost jako wielogatunkowy uktad mutualistycznej symbiozy, w ktorym obaj partnerzy
czerpiag dla siebie korzysci [Grimm et al. 2021]. Heterotroficzny grzyb zapewnia
fotosyntetyzujacemu partnerowi odpowiedne S$rodowisko do zZycia: stanowi podporg
mechaniczng dla komoérek glonu, a takze dostarcza wode i niezbgdne sole mineralne,
zaabsorbowane gléwnie z deszczu i1 wilgotnego powietrza. Ostania réwniez partnera przed
niekorzystnymi warunkami S$rodowiska zewnetrznego. Dla przyktadu pigmenty grzybow
chronig komorki glondw 1 sinic przed intensywnym promieniowaniem UV. Tkanki utworzone
ze strzgpek grzyba decyduja o masie porostu oraz nadaja ksztalt plesze. Z kolei autotroficzne
komoérki  glonu, zdolne do procesu fotosyntezy, pelnia rolg dostarczyciela
wysokoenergetycznych zwiazkéw wegla. Sinice wigzg rOwniez azot i1 dostarczajg azot
organiczny. Nalezy zauwazy¢, ze to grzyb steruje rozmnazaniem glonu w tym uktadzie, przez
co czasem uznaje si¢ pasozytniczg role mykobionta w stosunku do fotobionta. W
alternatywnym ujeciu porosty sg uznawane za cate mikroekosystemy [Farrar, 1976] [Wrzosek

etal., 2017] [Parasyri et al., 2018].

Cechy adaptacyjne grzyboéw zlichenizowanych (patrz rozdzial 1.3) umozliwiajg im
kolonizacje niemal wszystkich ekosystemow Ziemi. Ze wzgledu na ich stosunkowo mate
rozmiary i powolny wzrost (przyktadowo tempo przyrostu plechy Rhizocarpon geographicum
wynosi 0,25-0,5 mm rocznie [Matwiejuk, 2007]), zazwyczaj sa zmuszone do rywalizacji o
dostep do $wiatta stonecznego z roslinami naczyniowymi. Doskonale radzg sobie za to w
ekstremalnie trudnych warunkach, co sprawia, ze czgsto rozwijaja si¢ w specyficznych
niszach ekologicznych. Porosty dostosowaly si¢ do skrajnie trudnych warunkéw
srodowiskowych (susza, niskie temperatury, cykle zamarzania i rozmarzania, wysokie
nastonecznienie), porastajac siedliska takie, jak pustynie, regiony polarnej i alpejskiej tundry,
lasy borealne, skaty na duzych wysokosciach (nawet na wysoko$ciach 7400 m), siedliska

antarktyczne. Tworzag w tych miejscach niejednokrotnie dominujgca szate roslinng. Strategia
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zyciowa oparta o symbioz¢ mykobiontu i fotobiontu pozwala skolonizowac¢ siedliska ladowe,
w ktorych Zzaden inny organizm wielokomdrkowy nie jest w stanie przetrwaé. Dodatkowo
metabolity wtorne wytwarzane w warstwie korowej sprawiaja, ze plecha porostu ochrania
przed promieniowaniem UV i dziata jak filtr §wiatta. Porosty o zr6znicowanej formie plechy
porastajg powierzchni¢ skat, kor¢ drzew, prochniejace kitody, dachy czy beton (Rys. 2). Co
wigcej licznie wystepuja na $wiezo odstonigtych powierzchniach gleb i skal, w miejscach

wypalonego lasu lub wycieku wulkanicznego, pelniac rol¢ organizmow pionierskich.

Chociaz porosty sg wybitnie odporne na warunki $rodowiska naturalnego, pozostaja
wyjatkowo wrazliwe na chemiczne zanieczyszczenia. Szczegélnie niszczacy jest dla nich
dwutlenek siarki i inne substancje toksyczne pochodzace z atmosfery. Porost pobiera wodg
bezposrednio z wilgotnej atmosfery lub opadéw, stad woda nie ulega procesowi filtracji i
oczyszczania przez glebg. Brak tkanki okrywajacej sprawia, ze zanieczyszczenia niesione z
woda moga bezposrednio wnika¢ 1 kumulowa¢ si¢ w plesze. Komorki glonowe, ktoére sa
szczegblnie podatne na szkodliwy wplyw substancji toksycznych obumieraja, co przy
stosunkowo matej zawarto$ci chlorofilu wptywa niszczaco na caty organizm i prowadzi do
obumierania porostu. Wydaje si¢, ze porosty s3 bardzo wrazliwe na zanieczyszczenia
srodowiska, kiedy sa metabolicznie aktywne. W ostatnich latach notuje si¢ wysokie tempo
wymierania gatunkoéw grzybow zlichenizowanych, spowodowane gtéwnie
zanieczyszczeniami przemyslowymi i komunalnymi, a takze chemizacja rolnictwa. Wiele
gatunkow objeto ochrong prawng. Grzyby zlichenizowane moga pehni¢ rolg bioindykatora
zanieczyszczen S$rodowiska. W latach 70. XX w. Hawksworth 1 Rose stworzyli skale
porostowa, ktora pozwala na podstawie sktadu gatunkowego i czgstosci wystepowania

grzybow zlichenizowanych oceni¢ stopien zanieczyszczenia powietrza.

Grzyby i glony to organizmy plechowe, nie wyksztalcaja zwyktych tkanek, korzeni,
todyg czy lisci. Strzgpki grzyba moga potaczy¢ si¢ z komdrkami fotobionta, tworzac bardziej
lub mniej zwartg pleche, zarowno pod wzglgdem anatomicznym, jak i fizjologicznym.
Komorki grzyba i glonu mogg by¢ roztozone rownomiernie tworzac pleche niewarstwowg
(homeometryczna) lub moga by¢ utozone w wyrazne warstwy, wowczas tworzg pleche
warstwowg (heterometryczng). Przekrdj poprzeczny przez pleche warstwowa (ktora jest
charakterystyczna dla wigkszosci grzybow zlichenizowanych) dla przyktadu gatunku Lobaria

pulmonaria przedstawiono na Rys. 1. Goérna warstwa plechy, utworzona z ciasno
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upakowanych grubosciennych komorek grzyba nazywana jest korg. Komorki glonu wraz z
luzno utozonymi strzgpkami grzyba tworza warstwe pod gorng korg. Kolejna warstwa, tak
zwana warstwa rdzeniowa, to luzno utozone komorki grzyba. Od spodu pleche ogranicza
warstwa korowa dolna, czgsto z wytworzonymi chwytnikami. Glony tworzg warstwe w
,,rusztowaniu” grzyba. Jako porost trojdzielny L. pulmonaria, oprocz glonéw, zawiera jeszcze

widoczne na rycinie skupiska cyjanobakterii.

lower cortex @@ upper cortex

photobiont layer
Dictyochloropsis reticulata

tomentum

cephalodium 4 "r--.‘

- cyanobiont
T Nostoc colony lichenicolous
vegetative cell fungus

Nostoc
heterocyst

Rys. 1 Schematyczny przekroj przez strukture plechy grzyba zlichenizowanego z gatunku Lobaria pulmonaria.
[Grimm et al., 2021, zmienione]

Grzyby zlichenizowane tworza plechy o szerokiej gamie form morfologicznych. Na
podstawie budowy 1 ksztaltu wyrdznia si¢ trzy gldéwne formy, mianowicie: skorupiasta,
listkowata, krzaczkowatg. Porosty skorupiaste przylegaja do podtoza cata swoja dolng
powierzchnia, a wiele gatunkéw moze rozwijac si¢ takze w podlozu (na przyktad wrastajac w
skaly wapienne czy piaskowiec). Powierzchnia porostu jest gladka, ziarenkowata lub
spekana, tworzac roznej barwy skorupki. Plechy listkowate przyjmuja ksztatt sptaszczony,

sktadajacy si¢ z jednego lub kilku ptatkéw (przypominajacego listki) przytwierdzonych do
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podtoza dolng czescia plechy lub chwytnikami. Plecha krzaczkowata wyraznie odstaje od

podtoza, tworzy charakterystyczne gatazki o r6znym ksztalcie.

Jesli chodzi o konsystencje¢ plechy wysuszone sg raczej kruche i tamliwe, natomiast

uwodnione stajg si¢ bardziej sprezyste. Niektore porosty zawierajace cyjanobakterie

charakteryzuja si¢ zelowata konsystencja [Biidel and Scheidegger, 1996].

Rys. 2 Przyktady wystepowania plechy listkowatej a) Hypogymnia physodes porastajacej kore drzewa b)
Xantoria parentia porastajacej blok wapienny [fot. Autorki]

1.2 Odpornos¢ na skrajne warunki Srodowiska

Grzyby zlichenizowane klasyfikowane s3 jako organizmy ekstremofilne. Liczne
badania na przestrzeni lat potwierdzaja ich zdolno$¢ do przetrwania w skrajnie trudnych
warunkach $rodowiska naturalnego. Na szczegdlng uwage w swietle prowadzonych w ramach
tej rozprawy badan zastuguje odporno$¢ grzybow zlichenizowanych na dziatanie niskich

temperatur oraz na wysuszenie.
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Grzyby zlichenizowane toleruja powtarzajace si¢ w rytmie dobowym cykle
zamrazania i rozmrazania w ich naturalnym $rodowisku [Kappen 1985]. Badania w
warunkach laboratoryjnych wykazaty odporno$¢ na znacznie nizsze temperatury, niz panujace
w naturalnych siedliskach. Przyktadowo antarktyczne gatunki Caloplaca elegans i Rhizoplaca
melanophihalma przezyly szybkie schladzanie do cieklego azotu. Porosty z gatunku
Xanthoria mawsoni i Buellia frigida pochodzace z siedlisk Antarktyki, czy tez pochodzace z
Europy Srodkowej: Lobaria pulmonaria i Cladonia rangiferina przezywaja powolne,
stopniowe schladzanie do temperatury -196°C i szybkie chtodzenie do temperatury -78°C
[Kappen, 1993].

Nawet dlugoletnia inkubacja probek w niskiej temperaturze nie powoduje ich
obumarcia. Eksperymenty laboratoryjne wykazaly zdolno$¢ grzybéw zlichenizowanych do
odzyskiwania aktywno$ci metabolicznej po 10 latach odwodnienia, przechowywania w
temperaturach temperaturach ponizej 0°C i przy braku §wiatta slonecznego [Kappen, 2000]
[Kappen i Vallandares, 2007]. Przyktadowo, przechowywanie probki Alectoria ochroleuca w
temperaturze —60°C przez ponad trzy lata nie wplyneto na reakcje fotosyntetyczng organizmu
po rozmrozeniu [Larson, 1978], podobnie jak dwuletnia inkubacja plechy Cladonia alcicornis
w temperaturze —15°C, nie wplyneta negatywnie na procesy metaboliczne organizmu po

ponownym ogrzaniu do temperatury 10°C [Lange, 1966].

Niektore gatunki grzyboéw zlichenizowanych sa zdolne do prowadzenia aktywnego
procesu fotosyntezy w temperaturze ponizej 0°C oraz ponizej temperatury zamarzania ptynow
ustrojowych. Dla arktycznego grzyba zlichenizowanego z gatunku Umbilicaria aprina
fotosynteza  zachodzi w  temperaturze -17°C w  warunkach  polowych,
u Usnea antarctica w temperaturze —5°C, u Usnea sphacelata za§ w —10°C. Badania
laboratoryjne probki Cladonia foliacea pokazaly u niej aktywno$¢ fotosyntetyczng w
temperaturze nawet —24°C [Lange, 1965].

Grzyby zlichenizowane podejmuja dwie podstawowe strategie obronne przed
niszczacym wptywem zamarzania wody w tkankach [Haranczyk, 2003]. Pierwsza z nich to
unikanie narastania krystalitow lodu w plesze. W obronie przed niszczacym wplywem
niskich temperatur grzyb zlichenizowany moze wydziela¢ substancje chronigce przed

zamarzaniem, tzw. krioprotektanty. W plechach porostowych te role odgrywaja gltownie
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weglowodany proste oraz wieloalkohole (rybitol, mannitol, arabitol). Substancje te tatwo
mieszaja si¢ z woda, tworzac steryczne niedopasowanie mi¢dzy jej molekutami, skutecznie

utrudniajgc tworzenie si¢ krystalitow lodu.

Badania spektroskopowe 'H-NMR wykazaly, ze niektére gatunki (jak Umbilicaria
aprina [Haranczyk et al., 2012], Cetraria aculeata [Nowak, 2013]) wykorzystuja dodatkowy,
wspomagajacy mechanizm molekularny w celu ochrony przed zamarzaniem. Polega on na
wydzielaniu przez plechy substancji zelowych i w konsekwencji zwigkszanie dostgpnych,
pierwotnych miejsc wigzacych w matrycy stalej plechy. Woda luzno zwigzana w organizmie,
ktéra moglaby zamarza¢ w warunkach obnizonej temperatury zostaje $cisle zwigzana do

powierzchni.

Inng, skuteczng strategia bronigca przed niszczacym wpltywem zamarzania wody jest
stymulowany wzrost krystalitow lodu w przestrzeniach zewnatrzkomérkowych podczas
powolnego ochtadzania plechy. Proces krystalizacji wody prowadzi jednoczesnie do zmiany
gradientow stezen migdzy komorka a plynem zewnatrzkomoérkowym. Skutkuje
odwodnieniem wnetrza komoérki oraz zmiang jej objetosci. Wzrostu stezenia elektrolitow w
komorce powoduje obnizenie temperatury zamarzania — obserwujemy  zjawisko
przechlodzenia cieczy. Badania mikroskopowe pokazaty narastanie krystalitow lodu w
przestrzeniach zewnatrzkomoérkowych oraz zapadanie komoérek grzybowych. [Schroeter i
Scheidegger, 1995]. Indukowana nukleacja lodu w temperaturach powyzej -5°C zostala
zaobserwowana dla grzybow zlichenizowanych z gatunku Rhizoplaca, Xanthoparmelia i
Xanthoria [Kieft, 1988]. U arktycznego grzyba zlichenizowanego Umbilicaria aprina
stwierdzono zamarzanie wody w temperaturze —5.4°C, tj. znacznie wyzszej niz temperatura
inicjacji fotosyntezy. Za regulacj¢ zamarzania wody w plechach odpowiadaja substancje
biatkowe INA (od ang. Ice Nucleating Agents) [Kieft, Ruscetti, 1990]. Narastanie krystalitow
lodu zdaje si¢ nie tylko chroni¢ tkanki, ale takze w pewnych okoliczno$ciach moze przynosi¢
korzysci. W siedliskach o ograniczonym dostepie do wody w stanie ciektym krysztatki lodu
moga stanowi¢ swoisty magazyn wody, ktory moze by¢ wykorzystywany natychmiast po

poprawieniu si¢ warunkow pogodowych.

Wydaje si¢, ze opisane powyzej strategie radzenia sobie ze stresem zwigzanym z

niskimi temperaturami sg stosowane przez porosty naprzemiennie, a rodzaj podejmowanej
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strategii jest podyktowany poziomem hydratacji plechy. Dla niskich uwodnien porosty
zwigkszaja udzial wody niezamarznigtej. Dla wysokich uwodnien skuteczniejsze bedzie

stymulowanie powstawania lodu w przestrzeniach miedzykomorkowych.

Ciekawym zagadnieniem z punktu widzenia prowadzonych w ramach rozprawy badan
jest zatem gospodarka wodna grzyboéw zlichenizowanych. Opiera si¢ ona wilasciwie
catkowicie na wiasciwosciach higroskopijnych plechy. W odréznieniu od organizmoéw
wyzszych, porosty nie wyksztalcity organelli odpowiedzialnych za transport i
magazynowanie wody w tkankach. Nie wystepuja u porostow korzenie, kutikula czy
epiderma. Grzyby zlichenizowane, jako organizmy poikilohydryczne, maja zdolno$¢ wigzania
masy wody znacznie przekraczajacej suchg mase plechy. Grzyby zlichenizowane zaopatruja
si¢ we wodg, nie tylko pobierajac ja w stanie ciektym, ale takze bezposrednio z pary wodnej z
otoczenia, bez jej uprzedniego skroplenia. W szczegdlno$ci gatunki porastajace ekosystem
Antarktyki maja zdolno$¢ pobierania pary wodnej sublimujacej ze $niegu. Pobieranie wody
odbywa si¢ na zasadzie prostej fizycznej adsorpcji i jest uzaleznione od warunkow
srodowiska — gléwnie od temperatury i wilgotnosci wzglednej powietrza. Plechy grzybow
zlichenizowanych sa zdolne do wigzania znacznych ilosci wody, przekraczajacych nierzadko
ich wlasng sucha mase¢. Wykazano, ze porost Usnea sphacelata osiaga poziom hydratacji
rowny Am/mg = 1.60, a inny gatunek, Ramalina terebrata osigga warto$¢ Am/mg = 2.63
[Kappen, 1983]. Bedacy przedmiotem tej pracy gatunek Usnea aurantiaco-atra uwadnia si¢
do poziomu Am/my = 1.64 [Kappen et al. 1985].

Nawet drastyczna dehydratacja, na ogot nie powoduje obumierania plechy, ale
prowadzi do stanu us$pienia, w ktorym ustaje aktywno$¢ metaboliczna organizmu.
Poikilohydryczny charakter grzybow zlichenizowanych sprawia, ze znoszg one niekorzystne
warunki $rodowiska w stanie anhydrobiozy (anabiozy), tzw. ,,zycia utajonego”, wywotanej
glownie wysuszeniem [Crowe et al. 1992]. Kiedy grzyb zlichenizowany ulega procesowi
glebokiego odwodnienia, plecha nie zapada si¢, utrzymuje naturalny ksztatt i w duzej mierze
objetos¢. Wysuszona plecha traci czesto swojag elastycznos¢, staje si¢ krucha i przypomina
system porowaty. Przykladowo porowato$¢ plechy zbadana metoda porozymetrii rteciowe;j
wynosi okoto 30 proc. dla gatunku Lasallia hispanica czy 10 proc. dla Umbilicaria
cinereorufescens [Valladares et al. 1998]. Po ponownym uwodnieniu, grzyb zlichenizowany

podejmuje funkcje zyciowe. Maksimum wydajno$ci procesu fotosyntezy rosnie w
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przyblizeniu liniowo w funkcji uwodnienia, az do wartosci hydratacji, dla ktérej przyjmuje
optimum, a nast¢gpnie spada wraz z dalszym wzrostem poziomu uwodnienia [Schroeter,
Scheidegger, 1995]. Anhydrobioza zapewnia ogromna tolerancj¢ na wysychanie [Hoekstra et
al. 2001] [Schlensog et. Al. 2003] [Rebecchi et. Al. 2007]. W stanie anhydrobiozy zamrazanie
nie wydaje si¢ by¢ czynnikiem ograniczajagcym przezycie symbiontow porostowych.
Anhydrobioza obejmuje dezaktywacje fotosystemu II [Lange et al. 1989]. W ten sposob
organizm unika akumulacji reaktywnych form tlenu (ROS), ktore uszkadzaja niezbedne
funkcje komorki [Kranner et al. 2005] [Wieners et al. 2012].

1.3 Grzyby zlichenizowane w kontekscie astrobiologicznym

Poszukiwanie $ladow wystgpowania zywych organizméw na innych planetach,
podobnie jak i badanie mozliwosci przenoszenia zycia migdzy planetami koncentrowaty si¢
dotychczas gléwnie wokot bakterii, ze wzgledu na prostote tego typu organizmow oraz
potencjalng mozliwos$¢ przetrwania podrozy migdzyplanetarnych. W kontekscie ewolucyjnym
grzyby zlichenizowane s3g organizmami powstatymi znacznie p6zniej niz bakterie. Zdolnosé
grzybow zlichenizowanych do przetrwania 1 fotosyntetyzowania w skombinowanych, skrajnie
niekorzystnych warunkach §rodowiska na Ziemi obejmujgcych: wysoki poziom
promieniowania UV, szeroki zakres temperatur oraz dtugie okresy suszy sprawia, ze w
ostatnich latach réwniez i porosty staja si¢ obiecujacym obiektem badan astrobiologicznych.
Niektore regiony wystepowania porostOw na Ziemi charakteryzujg si¢ warunkami zblizonymi
do tych wystepujacych w kosmosie, np. na Marsie czy na ksiezycu Jowisza - Europie.
Przykladowo porosty wystepujace w Dry Valleys na Antarktydzie moga rosng¢ w siedliskach,
ktorych temperatury wahaja sie od 0°C do -50°C, z rocznymi opadami ponizej 50 mm [del la
Torre, Sancho, 2020].

Na uwage zastuguje zlozono$¢ grzybow zlichenizowanych — sa to eukariotyczne,
makroskopowe organizmy wielokomorkowe. Porosty mozna traktowaé w istocie jako

mikrosystemy. Przez wzglad na fakt, ze integruja gléwne procesy metaboliczne
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charakterystyczne dla zycia na Ziemi: heterotrofi¢ i autotrofi¢ oraz obejmuja trzy krolestwa
biologiczne: Cyanobacteria — Monera, Ascomycetes — Fungi oraz Chlorophyceae — Plantae

uznawane sg za system doskonale reprezentujacy cechy zycia na Ziemi [Sancho et al., 2008]

Jak wynika z testéw prowadzonych m.in. w Miedzynarodowej Stacji Kosmicznej ISS
ramach projektow LIFE czy BIOPAN, niektére gatunki jak Xantoria elegans, Rhizocarpon
geographicum sa w stanie przetrwa¢ dlugotrwala, otwarta ekspozycje do przestrzeni
kosmicznej. Warstwa korowa plechy =zapewnia wystarczajaca ochrong przed
promieniowaniem stonecznym. Po ekstremalnym odwodnieniu plecha odzyskuje w pehi
swoja aktywno$¢ metaboliczng w ciggu 24 godzin. [Sancho et al., 2007] [Sancho et al., 2008].
Ponadto wykazano, ze gatunek Xantoria elegans poddawany symulowanym warunkom
marsjanskim (atmosfera, zmiany temperatury, profil wilgotnosci, promieniowanie UV)
zachowal zdolno$¢ fotosyntezy [de Vera, 2012] [Brandt, 2014]. Podobne wyniki uzyskano dla

gatunku Pleurostica acetabulum [Parasyri et al., 2018]

Badania pokazaty réznice w zdolnosci do przetrwania, gdy mykobiont i fotobiont
zostatly odseparowane i poddane takim samym warunkom, jak forma zlichenizowana. W
szczegolnosci oddzielony fotobiont wykazuje wicksza wrazliwos¢, jesli nie jest chroniony
przez sasiadujace komorki grzyba [de la Torre et. Al 2002][de Vera et al., 2003] [de Vera et
al., 2008] [de Vera, Ott 2010] [de Vera 2012]. Mozna postawi¢ hipotezg, ze uktad
symbiotyczny znacznie zwicksza zdolno$¢ symbiontéw do przetrwania skombinowanych

trudnych warunkow w przestrzeni kosmicznej.

Endolityczne grzyby zlichenizowane stanowig obiecujacy obiekt dla testowania
teorii panspermii. Hipoteza litopanspermii opiera si¢ na propozycji Thomsona (1871) i
postuluje, Zze organizmy Zzywe przenoszone przy pomocy skat sa zdolne do przetrwania
podrézy miedzyplanetarnej i moga by¢ przenoszone z jednego ciata niebieskiego na inne.
Taka podréz miedzyplanetarna miataby si¢ sktada¢ z trzech podstawowych etapow: 1)
wyrzucenie materiatu skalnego z powierzchni planety w przestrzen kosmiczng (na przyktad
na skutek wybuchu wulkanu), ii) wlasciwa podr6z migdzyplanetarna, iii) ponowne wejscie w
atmosferg planety [Fajardo-Cavazos et al., 2005]. W ramach eksperymentu Lithopanspermia

przeprowadzonego przez Europejska Agencje Kosmiczng w 2007 roku testowano
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prawdopodobienstwo przetrwania podrozy kosmicznej przez probki porostowe. Po 10 dniach
petnej ekspozycji na warunki kosmiczne (promieniowanie sloneczne UV, promieniowanie
kosmiczne, proznia kosmiczna 1 ekstremalne temperatury) porosty z gatunkow
R. geographicum, X. elegans i Circinaria gyrosa i ich struktury reprodukcyjne (askospory)

wykazaty wysoka odpornos¢.

Badania prowadzone nad grzybami zlichenizowanymi warunkach symulowanych oraz
w ekspozycji do przestrzeni kosmicznej pokazuja ich wysokie zdolnosci do przetrwania i
regeneracji. Opisane wyzej eksperymenty moga da¢ wglad w mechanizmy, ktore zywe
organizmy moglyby potencjalnie wykorzystywa¢ do przetrwania na innych niz Ziemia

planetach. Poglebiaja wiedze na temat powstawania zycia, jego granic oraz ewolucji.

1.4 Charakterystyka badanych organizmow

Przedmiotem prowadzonych w ramach rozprawy badan byly probki grzyba
zlichenizowanego Usnea aurantiaco-atra pochodzace z Antarktyki Oceanicznej, Archipelag
Szetlandéw Potludniowych, Wyspa Krola Jerzego. Jest to gatunek endemiczny, wystepujacy

na terenach Ameryki Potudniowej oraz Antarktyki.

Rys. 3 Wyspa Krola Jerzego w Szetlandach Potudniowych, miejsce zebrania probek Usnea aurantiaco-atra
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Srednia roczna temperatura powietrza w siedlisku wynosi —2°C, najnizsza zanotowana
to —32,3°C. Charakterystyczne dla tego obszaru s3 silne wiatry i wysoka wilgotno$¢ powietrza
—staly  naplyw  mas  powietrza znad oceanu  oraz  pobliski  lodowiec
1 wystgpowanie $niegu sprawiaja, ze powietrze nad wyspa jest bogate w par¢ wodng [Rakusa-
Suszczewski, 1992, Olech, 2004]. Srednia wilgotno$¢ powietrza na tym obszarze wynosi
83%, srednia predkos¢ wiatru to 8 m/s.

Trudne warunki wegetacji sprawiaja, ze szatg rosling regionu tworzy niewielka liczba
gatunkow, gltéwnie roslin nizszych: grzyboéw zlichenizowanych, mchow, cyjanobakterii i
glonow [Olech, 1992]. Rosliny naczyniowe sa reprezentowane przez zaledwie trzy gatunki.
Dominujacg rolg we florze obszaru ladowego Zatoki Admiralicji, jaki 1 w catej Antarktyce
petnig grzyby zlichenizowane. Notuje si¢ wystepowanie okoto 400 ich gatunkéw na tym
obszarze [Olech, 2004]. Badany gatunek Usnea aurantiaco-atra dominuje w szacie roslinnej

Archipelagu Szetlandow Potudniowych.

Usnea auratiaco-atra mnalezy do grzyboéw zlichenizowanych epilitycznych
(naskalnych). Wystepuje na skatach $rodladowych, na wyzszych wysokosciach (powyzej 100
m). Preferuje stanowiska suche oraz dobrze eksponowane $ciany skalne, niemniej obserwuje
si¢ takze siedliska wsrod mchéw, na drewnie, czy porastajace inne plechy z gatunku Usnea
antarctica [Cao 2015]. U. aurantiaco-atra nalezy do gatunkow nitrofobicznych. Czesto
wspotwystepuje z innym naskalnym, nitrofobicznym porostem z gatunku Himantoria
lugubris tworzac charakterystyczne dla krajobrazu antarktycznej tundry (a w szczego6lnosci
Wyspy Krola Jerzego) zbiorowiska (ang. communities) [Olech, 2004]. Badania
ekofizjologiczne wykazuja, Ze to nie temperatura, ale wysuszenie srodowiska (wptywajace na
okresy aktywnosci porosta) sg kluczowe dla dystrybucji gatunku U. aurantiaco-atra [Laguna-
Defior et al., 2015].

Badany organizm pod wzglegdem morfologicznym nalezy do grupy porostow
krzaczkowatych. Plecha U. aurantiaco-atra tworzy wydatny gtowny ,,pien” z licznymi,
cylindrycznymi rozgalezieniami w gornej czesci. Osigga wysokos¢ od 3 do 13 cm. Tempo
wzrostu dla tego gatunku to 4.5 do 5.5 mm/rok [Li et al. 2014]. Plecha przyjmuje kolor z6tto-
zielony, pstrokaty, z pasmami czarnego lub fioletowo-czarnego pigmentu. Powierzchnia

plechy jest matowa, przechodzaca w brodawkowato-pomarszczong. Wytwarza owocniki w
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ksztalcie dyskow osiagajace nawet do 2 cm $rednicy [Olech 2004]. Co ciekawe Usnea
auratiaco-atra tworzy plechy anacznie zréznicowane pod wzglgdem morfologicznym, przy
tym samym genotypie zardwno mykobionta jak i fotobionta. Fakt ten sugeruje, ze réwniez
inne czynniki maja wptyw na wyglad plechy, zatem grzyby zlichenizowane powinny by¢
rozpatrywane raczej jako zlozony mini-ekostystem, nizli tylko jako prosty uktad
symbiotyczny grzyba i glona. Poniewaz okazy U. aurantiaco-atra majace te same sekwencje
ITS zar6wno mykobiontu jak i fotobiontu wykazuja rdzne fenotypy, jest to idealny przedmiot

do badan elastyczno$ci morfologicznej porostow [Cao, 2018].

Rys. 4 Wysuszona plecha Usnea aurantiaco-atra przechowywana w zielniku, fot. Autorki oraz natywna

Usnea aurantiaco-atra w przybrzeznym siedlisku w rejonie hiszpanskiej bazy antarktycznej Juan Carlos 1, Isla
Livingston, South Shetlands, Antarktyka Oceaniczna, 4 lutego 2018, w ramach 54. ECA (Expedicion Cientifica
Antartica - 54. chilijskiej wyprawy antarktycznej, fot. H.Haranczyk.
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W ostatnich latach z powodzeniem prébuje sie¢ wykorzystywa¢ U. aurantiaco — atra
jako bioindykatora zanieczyszczen powietrza pochodzacych od dziatalnosci ludzkiej

prowadzonej na terenie Antarktyki (stacje badawcze oraz turystyka) [Cargalo, 2021].
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2. METODY BADAWCZE

2.1 Elementy teorii magnetycznego rezonansu jadrowego

Podstawa zjawiska magnetycznego rezonansu jadrowego, w skrocie NMR (ang.
Nuclear Magnetic Resonace) jest oddzialywanie jader atomowych z zewnetrznym, statym i
zmiennym polem magnetycznym i polega na rezonansowym pochlanianiu energii przez uktad
spindéw jadrowych probki.

Jadro atomowe o nieparzystej liczbie protonow lub neutronéw (tzw. jadra parzysto-
nieparzyste) posiada niezerowy moment pedu J oraz wprost proporcjonalny do niego

moment magnetyczny u:

u=yJ, @
gdzie wspotczynnik proporcjonalnosci y to tzw. wspolczynnik giromagnetyczny, wyrazany
w Ts™, charakterystyczny dla danego jadra atomowego. Podstawowe whasnosci wybranych
izotopoéw, istotnych z punktu widzenia badan biofizycznych zestawiono w  Tabeli 1.
Powszechne wystgpowanie w probkach biologicznych, wysoka naturalna abundancja oraz
stosunkowo wysoka warto$¢ wspotczynnika y sprawia, ze jadra wodoru 'H s3 najczesciej

obserwowanym jadrem A4 biofizycznych badaniach NMR.
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Tabela 1. Wiasciwosci wybranych jader atomowych wykorzystywanych w NMR (na podst. [Hennel 2004])

Izotop Liczba Czynnik Naturalna

spinowa giromagnetyczny abundancja

I [%]
y [107 T-1s71]

H Vs 26,752196 99,985
2y 1 4,106625 0,015
Bc Vs 6,72828 1,10
N 1 1,933778 99,63
BN v -2,712621 0,366
T Vs 25,18147 100
3p Vs 10,8394 100

Dhugos¢ wypadkowego wektora momentu pedu mozna opisac:

)
Il = RhJI(I+ 1),
gdzie | to spin jagdrowy.
Traktujgc moment pedu jako operator kwantowy J = /il rownanie (1) przyjmie postac:
@)

i =yhl.

Jak wykazano w eksperymencie Sterna-Gerlacha rzut wektora J na kierunek osi kwantyzacji
przyjmuje jedng z (21 + 1) wartosci. Zatem skawantowany jest réwniez moment
magnetyczny, proporcjonalny do momentu pedu. Wartosci wlasne operatora z-owej sktadowe;j
momentu magnetycznego przyjmuja wartosci: -Iyh, (-I+1)yh, ...,(I-1)yh, Iyh.

Dla jader wodoru 'H, ktore sg charakteryzowane przez | = 1/2, rzut momentu pedu na
okreslony kierunek przyjmuje wartosci 1/2% lub -1/24. Sktadowa momentu magnetycznego
wynosi: u =+ y hA/2 . Jadro wodoru moze przyjaé dwie rowne energetycznie orientacje
momentéw magnetycznych (stan podwojnie zdegenerowany).

Zeeman jako pierwszy w 1896 roku zaobserwowal rozszczepienie linii widmowych w
zewnetrznym  polu magnetycznym. Degeneracja stanu zostaje zniesiona  na Skutek

oddzialywania momentu magnetycznego jadra z zewne¢trznym polem magnetycznym o
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indukcji Bo. W dalszych rozwazaniach, zgodnie z konwencjg przyjmiemy, ze o$ OZ
laboratoryjnego uktadu wspolrzgdnych jest réwnolegla do wektora indukcji pola
magnetycznego B,. Hamiltonian zeemanowski oddziatywania jadra z polem zwigzany z
rozszczepieniem poziomoéw energetycznych mozna woéwczas przedstawi¢ w nastepujacej
postaci:

(4)

H, = —B,yhl. .

Warto$ci wlasne hamiltonianu H, s3 mogg przybiera¢ warto$ci:

(5)

E(m) = —Byyhm,
gdzie m jest magnetyczng liczbg kwantowa mogaca przyjmowac 2(lz +1) wartosci: -z, -( Iz
+1), ..., 1z
Rodznica energetyczna migdzy dwoma sgsiadujagcymi poziomami zeemanowskimi jest

wprost proporcjonalna do iloczynu wartosci indukcji pola i czynnik zyromagnetycznego v:

(6)
AE =2u_B, =y h B,.

Dla jader o spinie 1=1/2 umieszczonych w zewnetrznym polu magnetycznym By stan
energetyczny rozszczepia si¢ na dwa poziomy zeemanowskie i energia przyjmuje wzgledem
wartosci  +1/2yhB,. Statystyczny stosunek obsadzen obu poziomoéw energetycznych
w makroskopowej probce: o o liczbie kwantowej m=+1/2 i B o licznie kwantowej m=-1/2
w warunkach rownowagi termodynamicznej opisuje rozktad statystyczny Boltzmanna:

(")

N _AE _YhE
2 =g kT =¢ 2ZmkT
Ng

r

gdzie N, i Ng to liczba jader na poziomach odpowiednio nizszym i wyzszym energetycznie,
k to stata Boltzmanna, a T to temperatura bezwzglgdna.

Prawdopodobienstwo obsadzenia nizszego energetycznie stanu f jest wigksze, niz
prawdopodobienstwo obsadzenia stanu a.

Przejécie do stanu a o wyzszej energii wywotane moze zosta¢ rezonansowg absorpcja

kwantu energii o cz¢stotliwosci V:
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(8)
_AE _yB,

h 2w

lub inaczej:
(9)
wy, = 2nv = VB,
Powyzsze réwnanie (10) nazywamy warunkiem magnetycznego rezonansu jgdrowego,

natomiast rezonansowg czestos¢ wy czestoscig Larmora.

E=yhB/2
E AE=hm,
v
v E=-yhB/2

A J

Rys. 5 a) Kwantowanie przestrzenne momentu magnetycznego w polu magnetycznym By;

b) rozszczepienie poziomow energetycznych w efekcie Zeemana dla jader o spinie 1/2

Dla probki protonéw, y = 26.75-10" T™s™, w temperaturze pokojowej T = 293 K
umieszczonych w polu magnetycznym o indukcji Bo = 1 T, ro6znica energii migdzy sgsiednimi
poziomami wWynosi:

(10)

AE =y,+ hBy®~ 2,82-1072% ]
Stosunek liczby obsadzen mozemy policzy¢ na podstawie wzoru (8). Poniewaz warto$¢
wyktadnika eksponenty jest bliska zera, mozna uwzgledni¢ tylko poczatkowe wyrazy

rozwini¢cia w szereg potegowy:

30



(11)
N

: AE
—%=1-—_—=0,999993.
Ng kT

Jak widzimy, stosunek liczby spindw na poziomach a i f jest bliski jednosci: jesliby na
poziomie a znajdowalo sie 10° spinéw, to na poziomie S byloby ich zaledwie
o 7 wigcej. Jednakze juz tak niewielka roznica dla makroskopowej objetosci probki

umozliwia obserwacj¢ zjawiska NMR.

2.1.1 Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego w ujeciu potklasycznym

W przypadku gdy zespot spindéw znajduje si¢ w stanie rownowagi i nie oddziatuje z
zewnetrznym polem magnetycznym, rozktad kierunkéw momentéw magnetycznych w probce
jest catkowicie izotropowy. Wraz z pojawieniem si¢ zewng¢trznego pola magnetycznego o
indukcji Bo zostaje wyrdzniony w przestrzeni pewien kierunek.. Jadra zaczynaja wykonywac
ruch precesyjny wokol osi wyznaczonej przez to pole z charakterystyczng czgstoscig kotowa

o zwang cze¢stoscig Larmora:

(12)

w; = yB,.

przy czym kat miedzy kierunkiem pola By a precesujagcym wektorem u przybiera okreslone
wartosci - wartosci z-owej sktadowej wektora momentu pedu sg skwantowane (Rys. 5).
Dotychczasowa analiza dotyczyta zachowania si¢ pojedynczych, nieoddziatujacych ze
sobg jader atomowych, poddanych wplywowi zewnetrznego pola magnetycznego By. Nalezy
pamigta¢, ze w probce makroskopowej kazde jadro atomowe oddzialuje nie tylko z
zewngetrznym polem magnetycznym, ale takze z polami generowanymi przez momenty
magnetyczne elektronow, jader oraz tadunkow znajdujacych si¢ w otoczeniu danego jadra. W
kazdej chwili moment magnetyczny jadra precesuje wokot kierunku pewnego wypadkowego
pola, bedacego zlozeniem sktadowej By (silnego pola zewnetrznego) oraz niewielkiej

sktadowej lokalne;.
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Do opisu namagnesowania catej probki definiuje si¢ wielkos¢, zwang magnetyzacjg
M, wyrazong jako suma wektorowa momentoéw magnetycznych wszystkich n jader na

jednostke objetosci probki V:

(13)
_ X i
V

M

1

Rozktad lokalnych p6l magnetycznych w probce na skutek cigglych, chaotycznych
ruchow termicznych jest izotropowy, co daje zerowag warto$§¢ wektora magnetyzacji. Kazde

jadro atomowe znajduje si¢ w nieco innym, zmiennym w czasie polu magnetycznym.

Umie$émy probke w zewnetrznym polu magnetycznym By, skierowanym wzdtuz osi
OZ. Rozkladajac wektor magnetyzacji na sktadowe My My, M; mozna stwierdzi¢, ze sktadowe

My, My wiruja chaotycznie wzajemnie si¢ zerujac, natomiast sktadowa M, pozostaje stata:

(14)
M, = E?:1 Hy i — 0,
v
(15)
M, = izt My — o,
I
(16)
Z?=1 Hzg
M, =215 4,
= %

W stanie rownowagi termodynamicznej magnetyzacja probki jest réwnolegla do
kierunku pola magnetycznego o indukcji By.

Jadro atomowe o momencie magnetycznym g umieszczone w zewnetrznym, statym
polu magnetycznym o indukcji By posiada energi¢ rowna:

(17)
E= —u-B,

Warto zauwazy¢, ze w polu By w Kierunku z, jedynie zmiana z-owej sktadowej magnetyzacji
jadrowej zmienia warto$¢ energii magnetycznej uktadu spinéw jadrowych.

Na wektor magnetyzacji M dziata pochodzacy od pola By zewn¢trzny moment sity N:
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(18)
N= MXB,.

Zmiana momentu p¢du w czasie dana jest rownaniem:

(19)
d =N
! =N
W ukfadzie znajdujagcym sie¢ w spoczynku ruch wektora magnetyzacji opisywany jest

rOwnaniem:

(20)

d
—M=vM X B,.
dr ¥ 0

Czgstos¢ precesji (Larmora) momentu magnetycznego w polu zewngtrznym przyjmuje
postac:
(21)
w; = yB,.
Transformujac réwnanie (20) do wirujacego wokoét osi OZ uktadu wspotrzednych,

roOwnanie ruchu wektora magnetyzacji otrzymujemy postac:

(22)

M (5, +2)
dt_r o v/

W tym przypadku mozna powiedzie¢, ze wektor magnetyzacji doznaje dziatania
efektywnego pola magnetycznego o indukcji By + w/y (patrz rownania: (21) i (22)). W
szczegbdlnosci w ukladzie wirujagcym z czgstosciag rowng @ = - yBo efektywne pole
magnetyczne zeruje si¢.

Jesli teraz zadziala¢ na uklad spinow dodatkowym, zmiennym w czasie polem
magnetycznym Bj, skierowanym prostopadle do kierunku pola By, wirujacym z predkoscia
kotowa w w uktadzie laboratoryjnym réwnanie ruchu wektora magnetyzacji M przyjmie
postac:

(23)
dM

w
—=yMX|B —+ B, |
dt ¥ ( u+r+ 1)
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Efektywne pole, ktoremu poddawany jest moment magnetyczny powiekszone jest
teraz o czynnik B; Natomiast w uktadzie wirujacym z czestoscig Larmora, —w, jedynym
polem magnetycznym, jakie ,,widzi” moment magnetyczny jest pole B;. Woéwczas moment
magnetyczny wykonuje precesj¢ wokot pola By, z czestoscig yB;.

Podsumowujac: poddajac probke dziataniu zmiennego pola magnetycznego B; o
znacznie mniejszej amplitudzie i wirujacego z czgstosciag kotowg Larmora @, mozemy
zmieni¢ warto§¢ magnetyzacji jadrowej probki umieszczonej w statym, silnym polu By
Opisane wyzej zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego stanowi podstawe technik
spektroskopowych NMR. Wspoélczesnie w spektroskopii magnetycznego rezonansu

jadrowego wykorzystuje si¢ krotkie impulsy pola By (metody impulsowe).

2.1.2 Zjawiska relaksacji

Na skutek dziatania impulsu B; z poszczegdélnymi momentami magnetycznymi jader
wypadkowy wektor magnetyzacji jadrowej M ulega wychyleniu z potozenia rownowagi
(obrotowi) — wektor M zaczyna precesowa¢ wokot tego pola z predkoscia katowa -yBi.
Pojawiaja si¢ niezerowe, poprzeczne skltadowe wektora M w wirujacym ukladzie
wspétrzednych. Po ustaniu impulsu zmiennego pola magnetycznego B; wychylona z
potozenia réwnowagowego magnetyzacja jadrowa powraca do warto$ci rownowagowe;j.
Mowimy, ze wektor magnetyzacji relaksuje, a sam proces nazywa si¢ relaksacjg jadrowa.
Odbudowywanie si¢ wartosci sktadowej podtuznej wektora magnetyzacji M, w czasie opisuje

réwnanie rézniczkowe postaci:

(24)
dM, M, —M,
dt T,
Proces przebiega eksponencjalnie, zgodnie z rownaniem:
(25)

_t
M;(t) = M, (1 — exp Tl)

Parametrem w rownaniu (24) jest czas relaksacji podtuznej Ty, zdefiniowany jako

czas, po ktorym podtuzna sktadowa wektora magnetyzacji osigga 1/e wartosci poczatkowe;.
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Procesie relaksacji podtuznej wigze si¢ z oddawaniem energii uktadu spindéw jadrowych do
otoczenia, czyli do sieci. Stad czg¢sto opisany proces nazywa si¢ relaksacjq spin-sie¢
(spinowo-sieciowa).

Dziatanie impulsu zmiennego pola Bi, ktorego czestos¢ jest rowna lub bliska czestosci
Larmora (czyli spetnia warunek rezonansu) powoduje powstanie sktadowej poprzecznej
wektora magnetyzacji M,y na skutek korelacji faz spindéw jadrowych. Po wytaczeniu impulsu
sktadowa My, nie znika natychmiast. Jej zanik w czasie mozna opisa¢ roéwnaniem

rozniczkowym:

(26)

Z rozwigzaniem w postaci:

(27)
M., = My, exp (—%)

Parametrem w rownaniach (26) i (27) jest tzw. czas relaksacji poprzecznej T, i jest
definiowany jako czas po ktorym warto$¢ magnetyzacji w plaszczyznie XY wynosi 1/e
warto$ci poczatkowej. Proces relaksacji poprzecznej spowodowany jest przez oddzialywania
miedzy spinami, stad nazywa si¢ go czasem relaksacji spin-spin (spinowo-spinowg).

Na czas relaksacji T, wptywaja nie tylko oddziatywania migdzy spinami w probce, ale
takze niejednorodnosci stalego pola magnetycznego Bg. Niejednorodnos$ci pola skracajg czas
relaksacji T,. Oba czynniki uwzglednia tzw. efektywny czas relaksacji poprzecznej T, ,

zdefiniowany jako:

(28)

1 1
Tqi* = E—'—'}-" ﬁBD,

gdzie przez ABy oznaczono niejednorodnos¢ stalego pola magnetycznego dzialajacego na
badang prébke.

Zachowanie si¢ sktadowych wektora magnetyzacji pod wplywem statego pola By
po ustaniu impulsu pola B; z uwzglednieniem zjawiska relaksacji opisujg fenomenologiczne

roOwnania rézniczkowe pierwszego rzedu, nazywane réwnaniami Blocha :
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(29)
dMz _ MO_Mz)
T y(M x B'})z + (T—l

(30)
M, M,
ar = V(M X Bo), T,
(31)
dM

¥V _ y(M x By). — &
dt oy T,

Czasy relaksacji T1 i T, sg niezwykle waznymi wielkosciami dla eksperymentatora,

gdyz niosg informacje¢ na temat badanego uktadu — sa zalezne od struktury zwiazkéw oraz

ruchow molekularnych w probce.

2.1.3 Mechanizmy relaksacji jadrowej

Zewngtrzne pole magnetyczne nie jest jedynym czynnikiem wptywajacym na energie¢
jadra. Relaksacja jadrowa to proces zwigzany z oddzialywaniami uktadu spinéw jadrowych z
otoczeniem termodynamicznym (nazywanym siecig). W probkach biologicznych
najistotniejsze w procesie relaksacji s3: oddziatywanie dipolowe, anizotropia przesunigcia
chemicznego, oddziatywanie skalarne, oddziatywanie kwadrupolowe oraz oddzialywanie
dipolowe z niesparowanymi elektronami paramagnetykéw elektronowych (w wolnych
rodnikach  lub w jonach  paramagnetycznych) [Hausser, Kalbitzer, 1993].
Najpowszechniejszym mechanizmem jest oddzialywanie dipol-dipol, czyli sprzgganie migdzy
momentem magnetycznym jadra, a momentem magnetycznym innego jadra lub elektronu,
atomu, czasteczki. Dziatanie jednego dipola na drugi sprawia, Ze spin sagsiedniego jadra
znajduje si¢ w dodatkowym polu lokalnym B, skutkiem czego linia absorpcji ulega

rozszczepieniu.
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Wezmy dwa oddziatujace ze sobg jadra umieszczone w zewng¢trznym polu
magnetycznym Bo: |1 o wspotczynniku zyromagnetycznym y; | momencie magnetycznym u;
= il oraz I, o wspdtczynniku zyromagnetycznym y, i momencie magnetycznym u, = yohils.
Hamiltonian H takiego uktadu mozna zapisa¢ w postaci sumy:

(32)

H =Hy+ Hyipo10

gdzie: Hy to hamiltonian Zeemana oddzialywania z zewnetrznym polem magnetycznym, a H
to hamiltonian oddziatywania dipolowego.
Energia potencjalna uktadu dwoéch oddziatujacych ze soba dipoli o momentach

magnetycznych u; i u, dana jest wzorem:

(33)

_Hyopy 3(peT)(py o)
Edi*;::o! - 3 - [ '

T T

gdzie r jest wektorem wodzacym od g1 do us,

Hamiltonian dipolowy dla uktadu znajdujacego si¢ w rownowadze termodynamicznej
zapisany we wspotrzednych sferycznych r, ©, @ w ukladzie o srodku zaczepionym w miejscu

spinu 1. przyjmuje postac:

(34)
. 1
Hiinor = d(1— 3cos”8)[11, T Uf*r:_ + '{1—'{;)]
dla uktadu identycznych spinéw y;1 = y, oraz:
(39)
Hgipor = d(1— 3cos? 8)(1,1,)

dla uktadu réznych spinow y1 # y,. Wystepujacy w powyzszych wzorach (34) i (35) parametr

Ho¥avoh®

d to stala sprzezenia dipolowego definiowana jako: d = pi—r-
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2.1.4 Czas korelacji

Czasy relaksacji: spin-sie¢ T1 oraz spin-spin T, zwigzane sg z czasem Korelacji ruchow
molekularnych uktadu rezonujacych spinow jadrowych, z.. Definiuje si¢ ja, jako $redni czas,
jaki zajmuje molekule obrot 0 1 radian

. Przyktadowo w cieczach, gdzie molekuly poruszajg si¢ szybko, czas korelacji bedzie krotki.

W 1948 roku Nicolas Bloembergen, Edward Mills Purcell i Robert Pound
zaproponowali tak zwang teori¢ Bloembergena-Purcella-Pounda (teori¢ BPP), wiazaca czasy

relaksacji jadrowej z czasem korelacji ruchéw molekularnych dla pary spinéw:

(36)

T, 10

49

1 1 (p:u )2 Yiyih T, 37, 6T,

+ +
TE. [:1 + (Cﬂi - Cdz]z'rc.z 1 + 4w§TE2 (CL?:[ + Cdgjzfcz

(37)

T, 4 31, n 6T,
1+ (0, —w,y)’g,2 1+ 4wit,? 1+ 4wit?

6T,
+ —)
1 + (Cr_-"i + EA'.?zj T

gdzie o to czestos¢ Larmora, v to czynnik giromagnetyczny, r to odleglo$¢ migdzy dwoma

relaksujacymi spinami.
Dla pary jednakowych spinéw rownania (36) i1 (37) przyjmuja uproszczong postac:

(38)

l=i(ﬁ‘_ﬂ)2}"‘h( T, 4 )
T, 10%x/ ¢ \1+4+ w?r1* 1+ 4w?t?

(39)
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1 3 (j.,l',,} )2 y4h( 51, 21, )

Teoria BPP zaktada, ze funkcja autokorelacji fluktuacji pola powodujacych relaksacje

jest proporcjonalna do czynnika e™*. Czas korelacji mozna zapisaé relacja Arrheniusa:

(40)

T, = T.exp (E4/RT)

gdzie: t; to wspotczynnik proporcjonalnoscei, Ea to energia aktywacji ruchéw molekularnych,
czyli minimalna ilo$¢ energii potrzebna do pokonania bariery energetycznej migdzy dwoma
minimami o rownej gltebokosci, R to stala gazowa. Zalezno$¢ odwrotnosci czasow relaksacji
T, i T, od temperatury osigga minimum dla

ot = 0.616, gdzie o jest czestoscig pracy spektrometru.

W zalezno$ci od temperatury mozna stosowac przyblizenia powyzszych wzoréw:
(1) w niskich temperaturach, gdzie ruch czasteczki jest wolniejszy od cze¢stosSci obserwacji
(o1 > 0.616):
(41)

1 3 2y*h 2
__(.Hu) };5 e

(42)

1 3,y 2}'4?'12( 11 )
—=_—(= 37, + —
T, 20[411) re ¢ 2wit,
(i) dla wysokich temperatur, gdzie ruch czasteczki jest szybszy od czestoSci obserwacji

(o1 < 0.616):
(43)
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Rys. 6 Czasy relaksacji podtuznej i poprzecznej
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2.1.5 Ksztalt linii rezonansowej w spektroskopii NMR

Ruchy molekularne odgrywaja kluczowa rol¢ w oddzialywaniach dipolowych, co
Znajduje odzwierciedlenie w ksztatcie linii widma NMR. Gdyby rozwazy¢ uktad
identycznych, izolowanych jader atomowych umieszczonym w zewngtrznym, idealnie
jednorodnym i stalym polu magnetycznym zarejestrowany sygnat zaniku swobodnej preces;ji
mialby dokladnie ksztalt funkcji jednoeksponencjalnej. Taki sygnal FID poddany
transformacji Fouriera datby nieskonczenie waska lini¢ rezonansowgq o ksztatcie funkcji delta
Diraca. W pomiarach NMR rzeczywistych probek, gdzie jadra oddziatujg ze sobg, a pole By
nigdy nie jest idealnie jednorodne, rejestrowany sygnal FID jest zlozony ze sktadowych o

réznych czestosciach rezonansowych. W konsekwencji linia widma w domenie czgsto$ci
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przyjmuje okreslong struktur¢ i szerokos¢. Starannie przeprowadzona analiza ksztaltu
zarejestrowanej linii w widmie NMR niesie cenne informacje o naturze zaobserwowanych

zjawisk rezonansowych.

Widmo NMR cieczy obejmuje bardzo waski zakres czgstosci, podczas gdy widmo
ciata statego jest bardzo szerokie. Powodem tego sg ruchy molekularne, ktére usredniajg pola
lokalne i prowadza do zwezenia linii w przypadku cieczy. Natomiast w ciatach stalych,
niezmiennicze w czasie potozenie atomow nie powoduje usrednienia si¢ pol lokalnych, ktére
powoduja zachodzenie rezonansu w réznych wartosciach pola By, zgodnie ze wzorem wo =
y(Bo £ ABio). Temperatura ma duzy wplyw na ksztalt linii NMR, poniewaz wzrost
temperatury aktywuje ruchy od drgajacych przez rotacyjne az po translacyjne, co prowadzi do

zwezania si¢ linii widma w przypadku cieczy, a rozszerzenia w przypadku ciat statych.

W cieczach molekuly poruszaja si¢ szybko w sposob chaotyczny, a lokalne pola
magnetyczne usredniaja si¢ do zera. Zgodnie z réwnaniami Blocha Sygnat FID opisywany
jest wowczas funkcja eksponencjalng. W domenie czgstosci zanikowi eksponencjalnemu

odpowiada linia o ksztalcie funkcji Lorentza L(w):

(45)

L) = BT+ (Bay

gdzie: Aw = wi-w, & Awyp jest potowa szerokosci linii w potowie jej wysokosci (tzw.
szeroko$cig polowkowa).
Zachodzi zwigzek pomigdzy szerokosciag potowkowa linii Lorentza, a efektywnym

czasem relaksacji podluznej T, , mianowicie:
(46)

ﬂmlan'z = —

Kiedy w badanej probce cieczowej wystepuje n poduktadow molekut roznigcych sie
ruchliwoscig oraz w przypadku braku wymiany magnetyzacji pomi¢dzy poduktadami, sygnat

NMR jest ztozeniem n funkcji Lorentza.
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W ciele statym molekuty sa uporzadkowane w sieci 1 wykonuja jedynie niewielkie
drgania wokot swoich potozen rownowagi. Lokalne pola magnetyczne nie usredniajg si¢ do
zera. Poszczegolne jadra podlegajg wowczas dziataniu pola efektywnego Bes = Bg + Bioc, gdzie
Bioc to pole lokalne wytworzone przez otoczenie chemiczne jadra rezonansowego,
zmieniajgcego linic NMR. Wzbudzenie nastepuje w szerokim zakresie czestosci. Zatem zeby
opisa¢ sygnat pochodzacy od protondéw ciata statego, nalezy wigc postuzy¢ sie¢ modelem

bardziej ztozonym niz dla sygnatu cieczowego.

Sygnat NMR w domenie czasu pochodzacy od ciala stalego w probkach
biologicznych czgsto opisywany jest tzw. funkcja Abragama, bedacg iloczynem funkcji sincus
oraz funkcji Gaussa:

(47)

FID ( ] p t . sin at
t) = exp| —
o &¥P T at

gdzie a jest tak zwanym parametrem Abragama, odpowiadajagcym szeroko$ci potowkowej
linii w domenie czgstosci [Abragam, 1961]. Model funkcji Abragama jest czgsto stosowany w

przypadku probek krystalicznych oraz w fazie szklistej [Derbyshire et al., 2004].

Funkcja Abragama (47) poddana transformacji Fouriera przyjmuje posta¢ splotu
funkcji schodkowej o szerokosci potowkowej a i funkcji Gaussa [Cowan, 2005]. Jednak
najczesciej stosowanym 1 wystarczajagcym modelem opisu sygnatu NMR od ciata statego w

uktadach biologicznych jest funkcja Gaussa:

(48)

A v —v :
Alv)= ————exp|-2- (—,L)
Avgymin2 Avy/2In2

gdzie Avg to szerokos¢ potowkowa linii Gaussa, a vg, to potozenie piku linii Gaussa.

Zasadno$¢ stosowania takiego opisu mozna przetestowaé rozwijajac sktadowa statg

sygnatu zaniku swobodnej precesji FID w szereg momentéw linii. Znormalizowang funkcje
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ksztattu linii rezonansowej f(w) przyjmujacg maksimum w punkcie wy mozna przedstawi¢ w

postaci szeregu potggowego momentow, gdzie n-ty moment jest definiowany jako catka:
(49)

M, = [ (@ -0 f(@)do

Stalg sktadowa w sygnale zaniku swobodnej precesji FID mozna rozwinag¢ w szereg

momentow statystycznych linii:

(50)

Zn

me=zMﬂﬂP®m

Moment zerowego rzedu My jest polem pod krzywa rezonansowa. Momenty
nieparzyste dla symetrycznych linii absorpcyjnej f(w) zerujg sig, tzn.: M, = 0 przy

n=2x+1,x eN.:

(51)

M, 5 M,y 4 Mg p
S(f)zs(l—jt +Ht +at +)

Po rozwinigeciu funkcji (48) w szereg momentOw mozna policzy¢ dla niej iloraz
M4/M,? = 3 [Abragam, 1961]. ze Dla arktycznego grzyba zlichenizowanego Cladonia mitis
uzyskano wynik Ms/M,* = 2.3 [Haranczyk i in., 1998], natomiast dla gatunku Cetraria
aculeata My/M,? = 2.7 [Nowak, 2013]. Obie wartosci sa zblizone do 3.0; wydaje si¢ zatem,

ze w pierwszym przyblizeniu, mozna stosowac¢ model Gaussa dla probek porostowych.

Przy zastosowaniu krotkiego impulsu pola B; otrzymuje si¢ szeroki przedziat czgstosci
wzbudzania protonéw. Poddajac probki biologiczne dziataniu bardzo krotkiego impulsu B
uzyskuje si¢ sygnat zar6wno od protonow cieczy, jak i od ciala statego. Wynikiem takiego

pomiaru jest nichomogenna linia bedaca ztozeniem sygnatow od cieczy i od ciata statego. FID
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taki moze by¢ z powodzeniem opisywany sumg funkcji Gaussa i eksponenty natomiast

widmo suma funkcji Gaussa i funkcji Lorentza.

2.1.6. Impulsowe metody NMR. Sygnal swobodnej precesji FID

Istniejg dwie gtowne metody badania magnetycznego rezonansu jadrowego. Pierwsza
z nich, zwana metoda fali ciaglej (w skrocie CW od ang. Continuous Wave) polega na
wystawieniu probki na dzialanie zewnetrznego pola magnetycznego By, ktérego indukcja
zmienia si¢ w czasie (jest to tzw. "przemiatanie polem"), jednoczes$nie utrzymujac state pole
B1 o czestotliwosci radiowej zblizonej do rezonansowej. Wynikiem takiego badania jest
wykres zaleznosci amplitudy sygnalu NMR od warto$ci indukcji pola By lub od

czestotliwosci.

W 1965 roku Erwin Hahn wprowadzil druga metod¢ impulsowa NMR, ktoéra przy
intensywnym rozwoju algorytmow transformaty Fouriera w tamtym czasie niemal catkowicie
zastgpita metode¢ fali cigglej. Metoda Hahna jest zdecydowanie bardziej czula, a przy tym

mniej czasochlonna.

W  metodzie impulsowej jako wirujace pole B; stosuje si¢ impulsy fali
elektromagnetycznej o czgstotliwosci radiowej. Dzialanie na probke impulsem wirujacego
pola B; o wysokiej czestotliwosci powoduje odchylenie wektora magnetyzacji od kierunku
wyznaczanego przez By i powstanie sktadowej poprzecznej Myy. Kat a odchylenia wektora

magnetyzacji M jest dany zaleznoscia:

(52)
a =yBit,,

gdzie t, jest dlugoscia impulsu. Dobierajac odpowiednio czynniki B; i t, mozna uzyskaé
zadany kat odchylenia wektora M. Stosujac impuls obracajacy magnetyzacje na ptaszczyzne
XY (czyl gdy o = n/2) uzyskamy maksymalng warto$¢ natezenia odbieranego sygnatu. Taki
impuls nazywa si¢ impulsem /2 i obok impulsu m, ktéry odwraca namagnesowanie (tzw.
inwersja magnetyzacji), jest impulsem najczgsciej wykorzystywanym w eksperymentach
NMR.
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Po zakonczeniu impulsu koniec wektora sktadowej poprzecznej zakresla ,,spirale” w
laboratoryjnym uktadzie odniesienia i zanika. Zgodnie z prawem Faradaya, zmienna indukcja
magnetyczna B; indukuje zmienng sile elektromotoryczng w cewce odbiorczej. Cewki
odbiorcze rejestrujg zanikajacy eksponencjalnie z czasem T, sygnal elektryczny. Sygnatl ten

nazywany jest sygnatem swobodnej precesji lub sygnatem FID od ang. Free Induction Decay.

Obserwowany w metodach impulsowych NMR sygnat FID, bedacy zaleznos$cia silty
elektromotorycznej w funkcji czasu, dostarcza pelnej informacji o sygnale w domenie
czestosci. Sygnat w domenie czasu F(t) i w domenie czgstosci G(w) sg zwigzane transformata

Fouriera :

(53)

==

F(t)= ij G(w) exp(iwt) dw
) (54)
G(w)= J. F(t) exp(—iwt) dt

Catki (53) 1 (54) oblicza si¢ numerycznie z wykorzystaniem algorytmu szybkiej
transformacji Fouriera FFT (z ang. Fast Fourier Transform). Wynikiem poddania sygnatu
FID operacji FFT jest zalezno$¢ amplitudy sygnatu NMR od czestosci z maksimum

przypadajacym na cze¢sto$¢ Larmora.

Podstawowy uktad do przeprowadzenia impulsowego eksperymentu NMR zawiera:
magnes wytwarzajacy state pole o indukcji By, W ktorym umieszczamy probke, generator
oscylujacego pola B; oraz cewke nadawczo-odbiorcza, podajaca impuls NMR oraz
odbierajaca sygnat od probki. Nie korzysta sie z wirujacego pola B, ale z dajacego si¢
znacznie tatwiej wytworzy¢ pola drgajacego. Pole takie mozna roztozy¢ na dwie sktadowe:
jedng wirujaca z predkoscig katowa o 1 drugg wirujaca z predkoscia katowa —m o takiej samej
wartosci indukcji Bi. Pole o czegstotliwosci zblizonej do rezonansowej wytwarza prad
przeptywajacy przez cewke, podlaczona do nadajnika RF za§ wptyw sktadowej anty-

Larmorowskiej mozna zignorowac.

State pole Bp jest wytwarzane przez magnes nadprzewodzacy lub przez

elektromagnes. Wymaga si¢, by pole to byto homogeniczne w obrgbie probki 1 miato duza
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warto$¢ indukcji. Za poprawe jednorodnosci pola odpowiada uktad cewek korekcyjnych (ang.
shim coils), ktore poprzez wytwarzanie dodatkowego pola magnetycznego kompensujg

odchylenia od jednorodnosci.

Glownym elementem spektrometru jest glowica, w ktorej umieszcza si¢ probke.
W glowicy znajdujg si¢ cewki nadawcza i odbiorcza potrzebne do wzbudzenia i detekcji
sygnalu swobodnej precesji badanego uktadu spinéw. Ponadto wigkszo$¢ komercyjnie
dostepnych spektrometréw jest wyposazona w uktady do prowadzenia pomiaréw w szerokim

zakresie temperatur.

Sygnat NMR poddawany jest wzmocnieniu 1 nastgpnie, po przejsciu przez
przetwornik analogowo-cyfrowy, zapisywany w pamigci komputera. Sygnal FID, bedacy
zalezno$cig napigcia na cewce od czasu, jest nastgpnie poddawany transformacji Fouriera.

Operacja ta daje wynik w postaci widma NMR.

2.1.7 Zaleznos¢ hydratacyjna sygnalu "H NMR

Dla prébek, w ktorych zachodzi jedynie zjawisko adsorpcji molekut do powierzchni
zaleznos$¢ hydratacyjna L/S jest liniowa. Nadwyzka w mobilnej sktadowej sygnatu moze by¢
spowodowana obecnos$cig stalej frakcji rozpuszczalnej] w wodzie, ktora rozpuszcza si¢ wraz
ze wzrostem poziomu uwodnienia probki. Komponenty sygnatu: cieczowy L 1 staty S mozna
opisa¢ wowczas nastgpujacym modelem [Haranczyk et al. 1999]:

(55)

L = ay,o0pu,08m+ acapcMeq

(56)

S = So— acupcMeq
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(57)

So = aspsmg

gdzie: 4m to masa zwigzanej wody, m.4 = (c:/(1 — c;))Am to masa rozpuszczonej frakcji

stalej, gdzie c; to stezenie nasyceniowe frakcji rozpuszczalnej, @m,0, @y, Qg 10

wspotczynniki proporcjonalnos$ci opisujace efektywny udzial danej puli protonowej w

catkowitym sygnale odpowiednio: dla wody, cz¢éci matrycy rozpuszczalnej w wodzie i dla

ciala stalego; py,o | p. to gestosci protonowe dla wody i rozpuszczonej w wodzie frakeji

stalej, ps to usredniona gesto$¢ protonowa dla matrycy statej plechy; my to masa matrycy

statej plechy (i przy nieobecnosci wody zaputapkowanej w porach jest rowna suchej masie
probki).

W oparciu o powyzsze wzory stosunek wyznaczonych amplitud L/S mozna zapisa¢ w

postaci:
(58)

Y. 6 \Am

E_k(l—l_ﬁ l—cs)mg

S T, _Y. & Am

6 1—¢c; my

: . 1. 9LPL _  Pc _ b5

gdzie definiujemy wspotczynniki: k = VY = ,6 = .
aspPs PH-0 PH-0

Dla probek, w ktorych nie wystepuje pula wody zaputapkowana w porach matrycy
stalej, a w ktorych daje si¢ wyr6zni¢ dwa rodzaje sygnatu: L; od wody $cisle zwigzanej oraz

L, od wody luzno zwigzanej stosunek amplitud L1/ (L1+ L) wyraza si¢ rownaniem:
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(59)

L B my

Lit Ly g+ (1 +yg ESCS) - Am,

gdzie: m; to masa wody wysycajaca pule wody Sci§le zwigzanej, Am, = Am — Am,

2.2 Adsorpcja. Modele izotermy sorpcyjnej

Adsorpcja fizyczna (zwana roéwniez fizysorpcja) jest procesem zachodzacym na
granicy faz. Czasteczki absorbatu wigzane sg na powierzchni absorbentu za pomoca stabych
oddziatywan miedzyczasteczkowych, najczesciej wigzan wodorowych lub oddzialywan Van
der Waalsa. Czasteczki absorbentu znajdujace si¢ na powierzchni posiadaja dodatkowa
energi¢, tzw. energie¢ powierzchniowa. Zwigzane z nig sity powierzchniowe sg rownowazone
od strony absorbentu, a od strony absorbatu oddziatywaja z jego czasteczkami powodujac ich
gromadzenie si¢ na powierzchni [Sarbak, 2000]. Przyktadowo kiedy cialo stale i gaz sa ze
sobg w kontakcie, woéwczas nieskompensowane oddziatywania na granicy faz mogg zosta¢

wysycone przez samorzutne gromadzenie si¢ na powierzchni molekut gazu.

GO9S
B0

QQ@“@
Rys. 7 Warstwa powierzchniowa na granicy faz [Sarbak, 2000]

W przypadku adsorpcji zachodzacej na granicy faz: para wodna — ciato stale
czasteczki wody moga wigzaé si¢ w sposob odwracalny do powierzchni ciata stalego za

pomoca wigzan wodorowych. Taki proces ilosciowo mozna opisa¢ za pomocg izotermy

48



sorpcyjnej, czyli zaleznosci ilosci wody zwigzanej przez powierzchnie w funkcji wzglednej
wilgotnos$ci otoczenia. Analiza izotermy sorpcyjnej ukladu moze dostarczy¢ informacji na
temat liczby niezwigzanych miejsc na powierzchni, hydrofilowosci probki, powstawania
klastrow. Proces fizysorpcji zalezy od rodzaju adsorbentu i adsorbatu oraz od warunkéw, w
jakich proces zachodzi. Eksperymentalne izotermy sorpcji moga przyjmowac roézny ksztalt, a
mechanizm procesu sorpcji moze by¢ wyjasniony w oparciu o kilka modeli. W dalszej czesci

pracy przedstawiono trzy z nich: modele Langmuira, BET, GAB czyli Denta

Historycznie pierwszy model zostal opracowany Langmuira na poczatku XX wieku.
Opis Langmuira zaklada wystepowanie na powierzchni absorbentu skonczonej liczby tzw.
pierwotnych miejsc wigzacych - do kazdego z nich moze zwigzaé si¢ doktadnie jedna
molekula (zaktada zatem sorpcj¢ monowarstwowq). Sita oddzialywania jest na tyle duza, ze
adsorbowane czasteczki nie mogg porusza¢ si¢ po powierzchni, dodatkowo wyklucza si¢
mozliwo$¢ oddziatywania molekul wody migdzy soba. Zaklada si¢ dynamiczng rownowage
pomiedzy procesem adsorpcji i desorpcji. Taki model opisuje lokalng, jednowarstwowa
adsorpcje na jednorodnej powierzchni. Roéwnanie izotermy Langmuira przyjmuje postaé

[Langmuir, 1918]:

(60)
Am B AM  bja,

My - m, (1+ bya,)

gdzie: Am/mg to wzgledny przyrost masy wody zaadsorbowanej wyrazony w jednostkach
suchej masy my, AM to masa wody zwigzanej do wszystkich miejsc wigzgcych na
powierzchni, by to wspotczynnik zwigzany z cieptem adsorpcji, a ay to wzgledna wilgotnos¢
otoczenia wyrazona ufamkiem. Zgodnie z izotermg Langmuira, ilo§¢ adsorbatu
przylegajacego do powierzchni adsorbentu ros$nie proporcjonalnie do iloczynu st¢zenia
adsorbatu w fazie gazowej lub ciektej oraz pojemnosci adsorpcyjnej. Istnieje jednak granica,
po ktorej dalszy wzrost st¢zenia adsorbatu nie prowadzi juz do wzrostu ilo$ci adsorbatu

wigzacego si¢ do powierzchni.

Zwykle izotermy sorpcyjne sg z powodzeniem opisywane przez model Langmuir’a jedynie

dla niskich wartosci wilgotnosci wzglednej, tzn. dla a, < 0.1.
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Brunauer, Emmett i Teller rozwineli teori¢ Langmuira, dodajac do opisu procesu
mozliwo§¢ wigzania molekul nie tylko do wolnych miejsc wigzacych na powierzchni
adsorbentu, ale takze do zwigzanych uprzednio molekul wody (adsorpcja wielowarstwowa).
Zaproponowali oni nowg izoterm¢ (zwang izotermg BET) , ktora opisuje wielowarstwowa,

sekwencyjng adsorpcje 1 jest opisana réwnaniem [Brunauer, Emmett, Teller, 1938]:

(61)
Am  AM ba,

my  mg(1-a,)(1+ba, —a,)

wielko$ci wystepujace w rownaniu zdefiniowano powyzej (patrz (42)).

Model BET dobrze opisuje zjawisko w zakresie wilgotno$ci wzglgdnych z przedziatu
0.05-0.3 [Sarbak, 2000].

Wzbr (61) mozna przeksztatci¢ do postaci parabolicznej otrzymujac:

(62)
a,, 5
=4 B—A4A)a, — Ba,",
Arm/my +( )a,, — Ba,
gdzie:
(63)
1 b -1
4 AM’ B AM
IE3‘1 IE3‘1
My My

Dla ay = 1 parabola BET (62) przyjmuje warto$¢ zero (miejsce zerowe).

Bardziej ogdlny model opisujacy zjawisko fizysorpcji zaproponowat Dent. Model
Denta (zwany takze pod nazwa modelu GAB od nazwisk: Guggenheim, Anderson, de Boer)
takze zaktada dwa rodzaje miejsc wigzacych: pierwotne miejsca na powierzchni oraz miejsca
wtorne, na juz przylaczonych molekutach wody. W modelu definiuje si¢ nastepujace state; Co
to stata szybkosci odtaczania molekut z pierwotnych miejsc wiazacych, C to stata szybkosci

ucieczki z kolejnych warstw.
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Izoterma Denta przyjmuje posta¢ [Dent, 1977]:

(64)
Am AM b,a,,

m, mg(1-ba,)(1+bya, — ba,)

gdzie b;=(a/Cp)po okresla wzgledne pokrycie pierwotnych miejsc wigzacych dla danej
wilgotnosci wzglednej, b=(a/C)py 1 okresla wzgledne pokrycie n-tej warstwy w stosunku do
pokrycia warstwy (n-1)-szej, a to stata szybko$ci przytaczania czasteczek wody na jednostke
cisnienia. W modelu Denta stata b moze przyjmowaé wartosci z przedziatu [0,1] (model BET

zaktada stalg wartos$¢ b rowna 1).

W postaci parabolicznej wzor (46) przyjmuje postac:

(65)
Gy I I I 2
——=A+Fa,—Ca,",
Am/m, o e
gdzie zachodza zwigzki:
(66)
b_m’B“Z—I—dL&l“C’—B“ . —B“-I—Eb AM 1
B 24 Tt AT my A
£ 08 ! Model Denta ' S i — ' ‘
g | ——ModelBET £ J—ienty
0.6- i Model Langmuira E 64 Model Langmuira |
- . |

Rys. 8 Poréwnanie modeli teoretycznych izoterm sorpcji, z prawej przedstawiona posta¢ sigmaoidalna, z lewej
paraboliczna. Kolorem zielonym zaznaczono model, kolorem czarnym zaznaczono model GAB (Denta),

kolorem czerwonym zaznaczono model BET.
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2.3 Kinetyka hydratacji

Informacji na temat sposobu wigzania wody w ukladzie dostarczy¢ moze rowniez
badanie kinetyki hydratacji, czyli przyrostu wzglednej zawartosci wody w probce w funkcji
czasu. Zjawisko mozna porowna¢ do procesu aktywacyjnego, stad zalezno$¢ mozna
przyblizy¢ poprzez jedng funkcje eksponencjalng Iub przez sume wielu funkcji

eksponencjalnych:

(67)
Am(t)

My

=4, + zﬂi (1 —exp(—t/t;),
i=1

gdzie

Ami . .. , . .. , . . .
i‘t} to poziom uwodnienia probki, t; to czas hydratacji probki, natomiast 4, i A, to
i}

odpowiednio poczatkowe uwodnienie probki i przyrost poziomu uwodnienia dla ustalonej

wilgotnos$ci wzglednej, wyrazone w jednostkach suchej masy probki, Am/my.

2.4 Skaningowa kalorymetria réoznicowa DSC

Skaningowa kalorymetria roznicowa DSC (ang. Differential Scaning Calorymetry) jest
technikg termoanalityczng, umozliwiajacag pomiar temperatur przej$¢ fazowych oraz
wyznaczenie wartosci entalpii tych przejs¢. Podczas badania DSC narastajaca/obnizana
temperatura probki i wzorca utrzymywane sg na tym samym poziomie. Rejestruje si¢ zmiang
szybkosci przeptywu ciepta w funkcji temperatury. Jesli w badane; probce zachodza
przemiany fizyczne (w szczegolnosci przejscia fazowe) wowcezas tempo dostarczania ciepta
do probki bedzie inna, niz do wzorca (wymaga si¢, zeby dla odno$nika nie zachodzity
przemiany fazowe w badanym zakresie temperatur).

Standardowy kalorymetr DSC sktada si¢ z dwoch takich samych komor: pomiarowej 1
referencyjnej, ktore sa odizolowane termicznie od otoczenia (Rys.9). Kazda nich jest

wyposazona w grzalk¢ i termometr oporowy. W komorze pomiarowej umieszcza si¢
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naczynko z badang probka, a w komorze referencyjnej naczynko z materiatem wzorca (lub

pozostawia si¢ komore pusta).
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Rys.9 Schemat standardowego kalorymetru DSC.
S — komora z probka, R — komora wzorca, Hs i Hg to grzatki, , H i Hg to termopary [Wrdbel i Marzec, 2006]

W czasie pomiaru komory sa ogrzewane w taki sposob, aby zachowana byta rdéwnos¢
ich temperatur. Z uwagi na réznice w pojemnosci cieplnej probki i wzorca, moc cieplna
dostarczana do materialu wzorca ro6zni si¢ od mocy dostarczanej do probki. Wynikiem
pomiarow jest krzywa DSC, ktora przedstawia rdznice mocy cieplnej dostarczanej do grzatek
w zalezno$ci od temperatury. Jesli procesom zachodzacym w probce towarzyszy emisja lub
pochtanianie ciepta, to wowczas na krzywej kalorymetrycznej obserwuje si¢ maksimum lub
minimum. Entalpi¢ przejscia AH mozna wyliczy¢ za pomocg zaleznosci:

(68)
AH=Fk -4,
gdzie: A jest powierzchniag pod pikiem minimum lub maksimum, a k to wspdtczynnik

proporcjonalnos$ci , wyznaczony w oparciu o analiz¢ probki o znanych entalpiach przejsc.

Pomiary kalorymetryczne metoda DSC zostaly wykonane z wykorzystaniem
roznicowego kalorymetru skaningowego Perkin-Elmerpyris Pyrys DSC w laboratorium

Zaktadu Inzynierii Nowych Materiatow Instytutu Fizyki Uniwersytetu Jagiellonskiego.
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Przygotowanie probek

Probki grzyba zlichenizowanego Usnea aurantiaco-atra pochodzg z siedliska Mount
Wawel w okolicy Polskiej Stacji Antarktycznej im. Henryka Arctowskiego (62°09°41°°S,
58%28°10”°W) na Wyspie Krola Jerzego w Archipelagu Szetlandéw Potudniowych. Probki
zostaty zebrane i oznaczone przez Profesor Mari¢ A. Olech w styczniu 2002 roku podczas
Polskiej Ekspedycji Antarktycznej PAN. Od tego czasu do chwili rozpoczecia pomiaréw
(2017 rok) byly przechowywane w stanie powietrznie suchym w zielniku Instytutu Botaniki
Uniwersytetu Jagiellonskiego w atmosferze o wilgotnosci wzglednej okoto 30%, w

temperaturze pokojowej.

Poziom uwodnienia probki zdefiniowano jako iloraz przyrostu masy 4m i suchej masy
Mo, przy czym suchg mas¢ zmierzono po wygrzewaniu probki w temperaturze 70°C przez 72h
w wagosuszarce RADWAG MA 60.3Y. Przez wzglad na ryzyko dekompozycji substancji
organicznych w probkach nie stosowano przy wygrzewaniu wyzszych temperatur [Gaff,
1977]. Wyznaczony w ten sposob poziom uwodnienia probki powietrznie suchej wynosi

Am/mg = 0.0928 + 0.0034.

Pomiary zmiany masy probek przeprowadzono metoda grawimetryczng przy uzyciu

elektronicznej wagi laboratoryjnej RADWAG WAX 110, z doktadnos$cia odczytu 0.00001g.

Proces dehydratacji zbadano umieszczajgc probki w eksykatorze nad zelem
krzemionkowym SiO,, w atmosferze o wilgotnosci wzglgdnej okoto 0% 1 w temperaturze

pokojowej.
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Powietrznie suche plechy porostow zostaty rozdrobnione, a nast¢pnie uwodniane w
atmosferach o roznej wilgotnosci. Pomiary kinetyki hydratacji prowadzono dodatkowo dla
oddzielonych czgsci plechy — owocnikdéw oraz todyzek, a takze dla fragmentow catej plechy.
W badaniu procesu hydratacji z fazy gazowej umieszczono probki w eksykatorach o
atmosferach o roznych wilgotnosciach wzglednych. W Tabeli 2 zestawiono warto$ci
wilgotnosci wzglednej atmosfer nad woda destylowang oraz nad nasyconymi roztworami soli.
Przed rozpoczgciem, uwadniania probki byly inkubowane przez okoto 120 h nad Zelem

krzemionkowym, W srodowisku 0 wilgotnos$ci wzgledne;j 0%.

Tabela 2. Zestawienie wilgotno$ci wzglednych nad powierzchniami przesyconych roztworéw

wybranych substancji.

Roztwor Wilgotnos¢ wzgledna | Roztwor Wilgotno$¢ wzgledna
LiCl 11% NH;NO3 63%

KC;H;30; 23% Na,S,0; 76%

CaCl 32% K2CrOs 88%

K.CO; 44% Na,SO, 93%

Na,Cr,0; 52% H,O 100%

3.2 Spektroskopia *H-NMR

Widma "H-NMR zostaly zmierzone przy uzyciu spektrometru Bruker Avance III z
serii Bruker Biospin z magnesem nadprzewodzacym wytwarzajagcym pole magnetyczne o
indukcji By = 7 T, co odpowiada czestotliwosci rezonansowej 300 MHz dla protonéw, z
impulsem n/2 o dtugosci 2.2 us i czasem repetycji rownym 2s. Pojedyncze widma zebrano
dla probek o réznych poziomach uwodnienia z przedziatu 9% - 67%. Probki przeznaczone do
pomiarow technika NMR byly uwadniane w dedykowanych do spektrometru szklanych
probowkach w eksykatorze nad powierzchnig wody (wilgotnos$¢ wzgledna atmosfery 100%),

az do uzyskania zagdanego poziomu uwodnienia.

W celu zbadania czasu relaksacji spin-sie¢ T; przeprowadzono rejestracje widm z
uzyciem sekwencji IR (ang. Inversion recovery, w polskim pi$miennictwie znanej pod nazwa

metody inwersyjnej). Sktada si¢ ona z sekwencji impulséw 7 oraz /2 opdznionych o czas .
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Poczatkowy impuls © obraca wektor magnetyzacji probki w kierunku -Bo. Dzig¢ki procesowi
relaksacji spin-sie¢ wektor magnetyzacji odrasta przez wszystkie posrednie warto$ci wzdhuz
kierunku By. Poszczegolne wartosci jesteSmy w stanie rejestrowacé dzigki zastosowaniu

kolejnych impulsow m/2, ktore obracaja wektor magnetyzacji na ptaszczyzng XY .
3.3 Relaksometria 'H-NMR

Badania "H-NMR w domenie czasu zostaly przeprowadzone przy uzyciu spektrometru
impulsowego WNS HB65 skonstruowanego przez Waterloo NMR  Spectrometers z
elektromagnesem wytwarzajacym pole magnetyczne o indukcji 0.7 T, co odpowiada
czgstotliwosci rezonansowej 30 MHz dla protondéw. Stosowano impulsy n/2 o dlugosci
1.25 ps i czasem repetycji rowny Ss, pomiar byt ztozeniem 700 akwizycji. Zebrano wyniki
dla probek o réznych poziomach uwodnienia z przedziatu 2% - 86%. Badano dwie probki
pochodzace z okolic Polskiej Stacji Antarktycznej im. Henryka Arctowskiego zebrane: jedna
w 2002 roku, druga w 2009 roku. Podobnie jak w przypadku pomiarow w domenie czestosci
probki przeznaczone do pomiarow technika NMR byly uwadniane w dedykowanych do
spektrometru szklanych probowkach w eksykatorze nad woda. Dane uzyskane z pomiardéw
'"H-NMR w domenie czasu i w domenie czgstosci opracowano w programie Origin 9.1 oraz w
jego wersji OriginPro 2023. Program umozliwia dopasowanie do wynikow dowolnie
zdefiniowanej przez uzytkownika funkcji. W poszukiwaniu optymalnych parametréw
dopasowania program wykorzystuje iteracyjny algorytm Lavenberga-Marquardta. W
ogoblnosci algorytm ten dla serii danych (tj, yi) € R?, gdzie i=1,2...N daje dopasowanie f(ti|p)

minimalizujace funkcjonat X*:

(69)

20 =) - f @)

Dane uzyskane w eksperymencie *H-NMR w domenie czasu opracowano W programie
CracSpin [Weglarz, Haranczyk 2000], ktory rowniez wykorzystuje wyzej opisany algorytm

Lavenberga-Marquardta.
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4. WYNIKI

4.1 Kinetyka hydratacji

Zbadano proces hydratacji probek z fazy gazowej w kontrolowanej wilgotnosci wzglednej
powietrza nad nasyconymi roztworami: LiCl (p/pe=11%), KC,H30, (p/po= 23%), CaCl (p/po=
32%), KyCOs3 (p/po= 44%), Na,Cr,07 (p/po= 52%), NH4sNO3 (p/po= 63%), Na,S,03 (p/po=
76%), K,CrOsz (p/po= 88%), NaySO.s (p/po= 93%) i nad powierzchnia wody (p/po=
100%). Eksperyment prowadzono dla trzech rodzajow probek: i) dla oddzielonych od plechy
owocnikow, ii) dla fragmentow lodyzek pobranych z plechy U. aurantiaco-atra, iii) dla

plechy nie poddanej fragmentaryzacji. Trasy hydratacyjne rejestrowano dla okoto 160 h.

Do wykresow tras hydratacyjnych Am(t)/mo dla niskich i $rednich wilgotnosci (tj. z

przedziatu 11%-76%) dopasowano funkcj¢ jednoeksponencjalna:

(70)

Am(t)/my = A} + A% - [1 —BXP(_UET)]

gdzie Am/my jest wzglednym przyrostem masy, A jest poziomem hydratacji dla wzgledne;j
wilgotnosci 0% nad zelem krzemionkowym 1 odnosi si¢ do frakcji wody $cisle zwigzane;, A"

jest nasyceniowym poziomem hydratacji dla sktadowe;, t;" jest czasem hydratacji.

Dla wyzszych wilgotnosci wzglednych otoczenia (tj. z przedziatu 88% - 100%) i dla
wszystkich trzech rodzajow badanych probek wykryto druga, wolniejsza sktadowa i w tym

przypadku lepsze dopasowanie uzyskano dla funkcji bedacej superpozycja dwu eksponent:
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(71)

Am(t)/my = A’;’, + A’} . [1 — exp(—t}t"l’)] + ’2’ . [1 — exp(—t/tg)]

gdzie A," i t," to odpowiednio nasyceniowy poziom hydratacji oraz czas hydratacji dla drugiej,

wolniejszej sktadowe;.
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Rys. 10 Kinetyka hydratacji z fazy gazowej probek ztozonych z ,todyzek” plechy Usnea aurantiaco-atra dla

roznych probek hydratowanych w atmosferach o r6znych wilgotnosciach wzglednych.

58



11%
23%
32%
44%
52%
63%
76%
88%
97%
100%

0,65 -U. 'aur'ant/"acé-at'ra, ‘owocniki ' ' i

oOXOoOvAOLDOD

| P ¥ 2 —T - I ° 1 °% T _°
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
t(h)

Rys. 11 Kinetyka hydratacji z fazy gazowej roznych probek owocnikéw Usnea aurantiaco-atra probek

hydratowanych w atmosferach o réznych wilgotnosciach wzglednych.
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Rys. 12 Kinetyka hydratacji z fazy gazowej roznych probek calej plechy Usnea aurantiaco-atra hydratowanych

w atmosferach o réznychwilgotno$ciach wzglednych.
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W probkach grzybow zlichenizowanych mozna wyr6zni¢ frakcje wody zwigzanej ze
wzgledu na ich blisko$¢ do powierzchni plechy, a tym samym na podstawie ich ruchliwos$ci
molekularnej. W badanym uktadzie, dla wyzszych uwodnien udato si¢ wyodrgbni¢ trzy
frakcje wody, tj. najécislej zwigzang do powierzchni, nieusuwalng nawet przy inkubacji nad

zelem krzemionkowym, wodg $cisle zwigzang oraz wode luzno zwigzana.

Tabela 3. Porownanie usrednionych parametroéw kinetyki hydratacji dla badanych czgsci plechy

AhO Ahl thl [h]

U. a-a todyzki 0,024 £ 0,005 | 0,104 +0,002 | 2,623 + 0,820

U. a-a owocniki | 0,033 + 0,020 | 0,100 + 0,002 | 2,696 + 0,992

U. a-a plecha 0,027 +0,009 |0,111+0,023 | 1,015+0,632

Poziom hydratacji nad zelem krzemionkowym A"g jest niezerowy i wynosi
odpowiednio: i) 0,024 + 0,005 dla fragmentow ,fodyzek™; ii) 0,033 £ 0,020 dla owocnikow;
i) 0,027 + 0,009 dla fragmentéw calej plechy. Kinetyka dehydratacji zostata dobrze
dopasowana modelem jednoeksponencjalnym. Usredniona warto$¢ parametru Al byta rowna
0,026 + 0,002. Uzyskano wyniki nieco nizsze niz dla innych antarktycznych grzybéw
zlichenizowanych. Przykladowo dla innych porostow z rodzaju Usnea, na przykiad dla
krzaczkowatej plechy Usnea antarctica obecnos$¢ frakcji wody najscislej zwigzanej byta
wyzsza: a'g= 0.040£0.011, [Haranczyk et al., 2006]. Natomiast dla gatunku Umbilcaria
antarctica wyniosta Al = 0.101+0.018 [Haranczyk, 2003]. Réznice w wartosci parametru
moga $wiadczy¢ o zrdéznicowaniu gestosci miejsc wigzacych wode na powierzchniach

réznych gatunkdw porostow.

Badane fragmenty plechy nieznacznie ro6znig si¢ kinetykg hydratacji fazy gazowej
(Tabela 3). Dla todyzek usredniony czas hydratacji dla frakcji wody $ci§le zwigzanej wynosi
th = (2,623 £+ 0,820) h, natomiast dla owocnikow czas ten jest zgodny w granicy niepewnosci
pomiarowej 1 wynosi (2.696 + 0.992) h. Czas hydratacji dla fragmentdéw catej plechy wyniost
(1,015 £ 0,632) h. Udziat frakcji wody $ciSle zwigzanej, wyrazony w jednostkach suchej
masy, my, dla todyzek wynosi Ahl = 0.104 £+ 0.002, a dla owocnikow wynosi 0,100 £+ 0,002
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oraz 0.111 £+ 0.023 dla fragmentoéw catej plechy — uzyskano zatem wartosci zblizone. Dla
porownania wartos¢ amplitudy frakcji wody $cisle zwigzanej w plesze krzaczkowatej Usnea
antarctica byta bardzo podobna i wyniosta 0.087 + 0.028 [Haranczyk et al., 2006], dla
gatunku Umbilicaria antarctica uzyskano warto$é¢ A"y = 0.082 + 0.006 [Haranczyk, Kijak et
al., 2021]. Po nasyceniu frakcji wody silnie zwigzanej, wraz z dalszym wzrostem wilgotnosci

atmosfery pojawia si¢ kolejna frakcja wody zwigzanej o dtuzszym czasie hydratac;ji.

Suma sktadowych: Aho + Ahl + Ahz +... niesie informacj¢ o catkowitym

réwnowagowym poziomie uwodnienia probki.

Analiza kinetyki hydratacji pokazuje réznice w procesie wigzania frakcji wody
luzno zwiazanej. Przy wilgotnosci wzglednej h = 100% poziom hydratacji catkowitej Cp dla
todyzek wynosi 0,826, natomiast dla owocnikdéw jest nizszy i wynosi 0,602. Wraz ze
wzrostem wilgotnosci atmosfery przebiegi hydratacji z fazy gazowej wykazuja zmiang
zachowania obu rodzajow probek. Stopien hydratacji catkowitej wzrasta gwaltownie dla
wilgotnosci wzglednej przekraczajacej okreslony poziom, tj. dla owocnikéw poziom
hydratacji catkowitej, Cp, az do wilgotnosci wzglednej h = 88% nie przekracza 0,25 a przy h
= 97% wzrasta ponad dwukrotnie, osiggajac ok. 0,53 (wartos¢ maksymalna 0,6 przy h =
100%). Dla fragmentéw ,,todyzek” w wilgotnosci wzglednej h = 100% poziom uwodnienia
calkowitego, Cp, wzrasta znacznie bardziej osiagajac wartos¢ 0,83. Przebieg krzywych
hydratacji dla fragmentow catej plechy przypomina ten dla todyzek, co moze wynikaé z

matego udziatu masowego owocnikdw w plesze grzyba zlichenizowanego.
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Tabela 4. Parametry dopasowania modelu jedno- oraz modelu dwueksponencjalnego dla tras hydratacyjnych

zebranych dla badanych probek plechy Usnea aurantiaco-atra: owocnikow, ,Jtodyzek” i fragmentéw calej

plechy.
h Aot A AEAAY th+ A t" [h] Aot Ap "+ A t" [h]
g 0,11 | 0,01979+0,001 | 0,03553+0,001 | 2,85818 +£0,106 | -- --
§} 0,23 | 0,01957+0,002 | 0,06847+0,002 2,26656+0,164 | -- --
Fg 0,32 | 0,02141+0,001 | 0,07815+0,001 3,31779+0,114 | -- --
— 0,44 | 0,02831+0,002 | 0,10842+0,002 2,93872+0,169 | -- --
0,52 | 0,01889+0,002 | 0,11632+0,0002 1,99328+0,072 | -- --
0,63 | 0,04004+0,003 | 0,16434+0,003 2,71104+0,160 | -- --
0,76 | 0,02746+0,002 | 0,07659+0,003 6,27875+0,274 | -- --
0,88 | 0,01307+0,008 0,1033+0,001 0,27758+0,074 0,146+0,005 10,59+0,100
0,97 | 0,01563+0,017 0,1033+0,020 0,58513+0,219 0,370+0,012 17,73+1,68
1,00 | 0,1248 +0,020 0,1033+0,020 0,52495+0,215 0,598+0,016 31,26+2,67
g 0,11 | 0,2141+0,001 | 0,03385+0,001 1,76895+0,088 | -- --
= 0,23 | 0,0188+0,0003 | 0,05371+0,0003 3,08396+0,042 | -- --
8 0,32 | 0,3215+0,003 | 0,05631+0,003 2,92907+0,031 | -- --
% 0,44 | 0,01791+0,001 | 0,08799+0,001 2,54962+0,045 | -- --
0,52 | 0,02365+0,004 | 0,09589+0,005 1,8685+0,183 | -- --
0,63 | 0,02023+0,002 | 0,12574+0,002 2,1854+0,077 | -- --
0,76 | 0,04243+0,003 0,1606+0,003 6,81643+0,361 | -- --
0,88 | 0,01824+0,006 | 0,06943+0,007 0,5721+0,117 | 0,157+0,005 10,703+0,837
0,97 | 0,02127+0,017 | 0,10094+0,020 0,99978+0,442 | 0,412+0,017 19,84+2.10
1,00 | 0,0205+0,0183 0,1074+0,020 0,34237+0,125 | 0,474+0,011 28,95+2,27
I 0,11 | 0,0015+0,0007 | 0,0525+0,0073 0,4784+0,1270 | -- --
§ 0,23 | 0,0046+0,0038 | 0,0460+0,0038 0,7163+0,1147 | -- --
rol 0,34 | 0,0118+0,0034 | 0,05110+0,0034 0,6663+0,0837 | -- --
0,44 | 0,0107+0,0023 | 0,0692+0,0023 0,5692+0,0355 | -- --
0,52 | 0,0162+0,0014 | 0,0710+0,0024 0,8086+0,0306 | -- --
0,63 | 0,0189+0,0034 | 0,0897+0,0034 1,0347+0,0784 | -- --
0,76 | 0,0169+0,0027 | 0,1012+0,0036 0,7666+0,0569 | 0,060 +0,003 13,35+1,65
0,88 | 0,0246+0,0049 | 0,0824+0,0056 0,3215+0,0483 | 0,119+0,035 10,47+0,83
0,97 | 0,0268+0,0197 | 0,1328+0,0190 0,9369+0,2846 | 0,472+0,011 20,78+1,52
1,00 | 0,0451+0,0255 | 0,2678+0,0302 1,4036+0,3733 | 0,763+0,033 46,41+6,53
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4.2 l1zoterma sorpcyjna

Catkowity poziom hydratacji probki, zdefiniowany jako suma: Al + A% 4+ A% 4.,

wykre$lono w funkcji wilgotnosci wzglednej atmosfery h uzyskujgc sigmoidalng postaé
izotermy sorpcyjnej dla badanych probek. Tego typu posta¢ izotermy zwykle dobrze
odwzorowuje zjawisko sorpcji wielowarstwowej, uwzgledniajacej dwa rodzaje miejsc
wigzania wody. Wyrdznia si¢ tzw. pierwotne miejsca wigzace, bezposrednio zwigzane z
powierzchnig badanego uktadu (w tym przypadku z plechg porostu) oraz tzw. wtérne miejsca
wigzace do molekut wody uprzednio zwigzanej z powierzchnia, lub rzadziej do miejsc na
powierzchni ze znacznie mniejszym powinowactwem w przypadku powierzchni bardziej

hydrofobowych.

Stosunek liczby miejsc wiazacych pokrytych przez liczb¢ n molekut wody wyrazony
w jednostkach pokrytych przez n — 1 molekut jest rowny b = Sy/Sp.; |h=1. Dla procesow
sorpcji wielowarstwowej zwykle rozwaza si¢ dwa modele teoretyczne, czyli klasyczny model
BET [Brunauer et al. 1938] oraz model Denta (GAB). Dla modelu Denta uzyskano dobra

jakos¢ dopasowania, lepsza, niz w przypadku zastosowania modelu BET (Rys. 13, 14).

07— , . , . ‘
| U. aurantiaco-atra, owocniki 1.2 U. aurantiaco-atra "{ocliyzki“ ' '
0,6 1 model Denta r 1
| model BET 1,04 —— moge: ggl_';_ta J
—— mode
0,5 1 a 1
1 0,8 1
& 0,4 4 - -
£ g 06
< 0,34 - <
1 L
4
0,2 ¢ i 0,
-
0,1 . s " i 0,2 -
4 = =
0,0 T T T T 0,0 T T T T
0.0 02 0.4 06 08 10 00 0.2 0.4 0.6 08 1,0
t[h] t [h]

Rys. 13 Izotermy sorpcyjne w postaci sigmoidalnej wraz z dopasowanymi modelami: linia zielona — model
Denta (GAB), linia czerwona — model BET sporzadzone dla izolowanych fragmentéw plech a) ,fodyzek” b)

owocnikow.
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Rys. 14 lzoterma sorpcyjna w postaci sigmoidalnej wraz z dopasowanymi modelami: linia zielona — model

Denta (GAB), linia czerwona — model BET sporzadzona dla probek catej plechy

Dla badanego uktadu uzyskano zblizone warto$ci wzglednej masy wody wysycajacej
pierwotne miejsca wigzace AM/my dla todyzek, owocnikéw 1 dla calej plechy (bez
rozrdznienia fragmentéw), rowne odpowiednio: 0,0616 + 0,0067 dla todyzek, 0,0680 =+
0,0021 dla owocnikéw oraz 0,0540 = 0,0046 dla plechy. Uzyskano warto$ci wyzsze niz
wartosci a"o uzyskane w wyniku analizy kinetyki hydratacji. Dla poréwnania dla innych
zlichenizowanych grzybow o plesze krzaczkowatej uzyskano wartosci:. dla Himantormia
lugubris 0.071, a dla Usnea antarctica 0.054, dla Niebla tigrina 0.07; a dla porostu
listkowatego Umbilicaria antarctica 0.073 [Haranczyk 2003] [ Haranczyk et al., 2006]
[Haranczyk et al. 2021]

Parametr modelu GAB rowny 1/by, jest miarg liczby niezajetych pierwotnych miejsc
wigzacych przy wilgotnosci wzglednej h = 1, a wigc jest posrednig miarg hydrofobowosci
powierzchni. Uzyskano warto§¢ parametru okoto 0.05 bliska zeru, co sugeruje, ze
powierzchnia plechy U. aurantiaco-atra sg silnie hydrofilowe. Warto$¢ parametru dla probki
owocnikow jest jeszcze nizsza, 0.02, obarczona jest natomiast wzglednie duza niepewnos$cia
pomiarowa. Bylo to spowodowane problemami numerycznymi w dopasowaniu parametrow
modelu. Biorgc pod uwage przebieg kinetyki hydratacji owocnikow (rozdz. 4.1), nie mozna

stwierdzi¢ podwyzszonej hydrofilowo$ci owocnikéw w poréwnaniu do calej plechy.
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Parametr b dla modelu GAB opisuje tendencje tworzenia si¢ kropel w przebiegu
hydratacji i wynosi b = 0,90(12), 0.88(13) 1 0.963(78) odpowiednio dla ,todyzek”, dla

owocnikow i dla plechy. Podobng warto$¢ otrzymano dla grzyba zlichenizowanego Usnea

antarctica, dla ktorej jest rowny b = 0,908(29). [Haranczyk et. al., 2021]

Tabela 5. Poréwnanie parametréw dopasowania modelu Denta dla wyrdznionych czesci

plechy (fodyzki i owocniki)

Parametr Lodyzki Owocniki Plecha
Model Denta |b 0,9010 +0,0118 0,8810 % 0,0126 0,9627 = 0,0078
- postac sigmoidalna |1/, 0,0182 +£0,0631 0,0479 £ 0,0097 0,0045 =+ 0,082
AM/m, 0,0616 + 0,0067 0,0680 + 0,0021 0,0540 = 0,0046
Model Denta  |A 0,0942 + 0,8278 0,6262 % 0,2980 0,05493 + 0,5528
- postac paraboliczna g 9,6388 + 2,7912 13,8440 + 1,1385 22,7590 + 2,2061
C 9,3213 + 2,0530 12,8028 + 0,9133 21,0436 + 1,8491

W celu przetestowania trafno$ci zastosowanego modelu, izoterma sorpcji jest

zwykle przedstawiana w postaci parabolicznej (65). Dla modelu BET parametr b = 1 z

definicji. Oznacza to, ze dla uwadnianych uktadéw, w ktorych sorpcja wielowarstwowa jest

doktadnie opisana przez model BET, paraboliczna posta¢ izotermy sorpcji jest rOwna zeru dla

wilgotnosci wzglednej 1 h = 1. Nadwyzka tej wartosci nad 0 dla h = 1 jest miarg stosowalnosci

modelu Denta (GAB). Dla wszystkich zmierzonych probek plechy warto$¢ A/(Am/mg)

znacznie przekracza zero dla h = 1, co pokazuje, ze proces rehydrartacji z fazy gazowej

grzyba zlichenizowanego Usnea aurantiaco-atra jest znacznie lepiej opisany przez model

Denta anizeli przez model BET.
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Rys. 15 Izoterma sorpcyjne w postaci sigmoidalnej wraz z dopasowanymi modelami: linia zielona —
model Denta (GAB), linia czerwona — model BET sporzadzona dla a) "todyzek" b) dla owocnikéw c)
dla probek catej plechy.
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4.3 Zaleznosci hydratacyjne widm '"H-NMR

Zmierzono widma 'H-NMR plech w szerokim zakresie pozioméw hydratacji od
Am/my = 0.08 do Am(t)/my = 0.67 Przyktadowe widma dla trzech wybranych, znacznie

roznigcych si¢ poziomoéw hydratacji przedstawiono na Rys 15.

Zmierzony sygnal moze by¢ zdekomponowany jako szeroka linia Gaussa o polu
powierzchni As pochodzaca od cze$ciowo unieruchomionych protonéw budujgcych matryce
stalag probki oraz waska linia Lorentza o polu powierzchni A_ pochodzaca od protonow
mobilnych zawartych w probce, najprawdopodobniej od usrednionych frakcji wody zwigzanej
w plesze oraz cze$ciowo od frakcji lipidowej. Zarejestrowane widma opisano superpozycja

funkcji Gaussa oraz funkcji Lorentza, wedtug wzoru:

(72)

B A Y V-V 2A Av,
A(V)_yo-|_\/7rln2A1/S &P -2 [\/ZInZAij ’ 7 {4(V—VL)2+(AVL)Z}

gdzie Avg, Av. — szerokos$ci potowkowe linii Gaussa i Lorentza; vg, v — potozenia pikow linii

Gaussa i Lorentza, yy to stata sktadowa sygnatu (efekt temperaturowy).
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Rys. 16 Przyktadowe widma "H-NMR zarejestrowane dla probek uwodnionych do poziomu a) Am/ my = 11%
b) Am/ my =39% c) Am/ my = 67 % wraz z dopasowang funkcja (72)
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Szerokos¢ potowkowa linii Gaussa spada od wartosci 4vg = 48,882 kHz do wartosci
Avg = 28,861 kHz wraz ze wzrostem poziomu uwodnienia probki od 0,08 do 0,67 (Rys. 17).

Czas relaksacji spinowo-spinowej sktadowej statej policzono wedtug wzoru:

(73)

* vz

25 7 pavg!

i uzyskano warto$¢ uéredniona rowna Tos = (10.41 + 4.7) ps. Warto$é ta jest krotsza niz
uzyskana w pomiarach relaksometrycznych NMR (patrz rozdz. 4.5) rowna 23 us, co moze

by¢ zwigzane z efektami aparaturowymi.
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Rys. 17 Szerokosci potéwkowe dopasowane;j linii Gaussa Avg oraz linii Lorentza Av_ w funkcji wzrastajacego

poziomu uwodnienia w zakresie od 4m/ my =9% do 67%

Dla catego badanego zakresu hydratacji, w odroznieniu od wynikow
relaksometrycznych *H-NMR (patrz rozdz. 4.5), udato sie wyodrebni¢ w widmie jedynie
pojedyncza lini¢ Lorentza L;. Szerokos$¢ potowkowa linii maleje w przedziale od okoto Av, =

2.00 kHz do 1.11 kHz ze wzrostem poziomu uwodnienia probki od 8% do 67% (Rys. 17).
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Zwezanie si¢ linii w funkcji wzrastajacego uwodnienia probki sugeruje, ze dopasowana linia
Lorentza prawdopodobnie nie odzwierciedla pojedynczej frakcji wody, ale wydaje si¢
usredniaé frakcje wody $cisle 1 luzno zwigzanej znajdujace si¢ w rezimie szybkiej wymiany.
Rozktad widma na dwie skladowe lorentzowskie nie byl mozliwy, co bylo zwigzane z
poszerzeniem linii rezonansowej L, przez niejednorodnosci pola magnetycznego By w stopniu
uniemozliwiajagcym jego odrdznienie od linii rezonansowej Li.Wraz ze wzrostem poziomu
uwodnienia widmo pozostaje superpozycja linii Gaussa i linii Lorentza, przy czym wzrasta

udziat frakcji wody luzno zwigzanej w widmie.

W dalszej czgsci analizy wykreslono pole powierzchni pod linig Lorentza A, wyrazone
w jednostkach pola powierzchni pod linia Gaussa Ag w funkcji wzrastajacego uwodnienia
probki. Rysunek 17 pokazuje wzrost udzialu sygnatu cieczowego w jednostkach sygnatu ciata
stalego wraz ze wzrostem poziomu uwodnienia. Zdecydowanie lepsze dopasowanie
uzyskano dla modelu nieliniowego, co moze sugerowaé obecnos$¢ rozpuszczalnej w wodzie
frakcji statej plechy. Dopasowano funkcje wymierng wg modelu (58) i wyznaczono stezenie
nasyceniowe rozpuszczalnej w wodzie frakcji statej dla U. aurantiaco atra réwne Cs =
0.64(0.43) i zgodne w granicach niepewnosci pomiarowej z wynikiem uzyskanym w analizie
pomiardéw relaksometrii NMR. Podobne warto$ci st¢zenia nasyceniowego uzyskuje si¢ dla

ksylozy, galaktozy czy sacharozy [Rahway 2006].
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Rys. 18 Zaleznos¢ hydratacyjna pola powierzchni pod linig Lorentza wyrazonej w jednostkach pola powierzchni

pod linig Gaussa, linia ciggla to dopasowanie funkcji wymiernej (58).

Na Rys. 19 zestawiono potozenia pikéw Gaussa Vg oOraz Lorenzta v
w funkcji wzrastajagcego poziomu uwodnienia probki. Warto$¢ polozenia piku Lorentza
zmienia si¢ nieznacznie i wynosi srednio okoto -3,7 kHz. W odréznieniu od linii cieczowej,

potozenie srodkow pikdéw Gaussa wykazuje duzy rozrzut od poziomu uwodnienia.
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Rys. 19 Potozenie piku Gaussa, Vg , oraz piku Lorenzta, v , w funkcji wzrastajacego poziomu hydratacji Am/mg

dla plechy U. aurantiaco-atra.
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4.4 ZaleznoS$ci temperaturowe widm 'H-NMR

Zmierzono widma *H-NMR plech chiodzac probke w zakresie temperatur od 295 K
do 215 K, dla dwoch réznych pozioméw hydratacji: 4m/mg = 67% oraz 9% (probka
powietrznie sucha). W celu rejestracji catego sygnatu, tzn. zaréwno sktadowej pochodzacej
od frakcji cieczowej, jak i sygnatu od frakcji stalej probki zastosowano impuls NMR o
wysokiej mocy. Dhugo$¢ impulsu n/2 wynosita 2.1 ps. Zarejestrowano nichomogenne widma
bedace ztozeniem sygnatdow od réznych frakcji protonéw roznigcych si¢ otoczeniem oraz

mobilnoscig (Rys. 19).
Widma opisano superpozycja funkcji Gaussa oraz funkcji Lorentza:

(74)

A V=V 2A Av,
Av)=y, + —————exp| -2 +
)= NrIn2A v, P V2In2Av, 7 | 4v-v }+(Aav )
Gdzie: yp to sktadowa stata napiecia, Avg, Avy — szerokosci potowkowe linii Gaussa i linii

Lorentza; vg, vi. — potozenia pikow linii Gaussa i Lorentza; Sg, S — pole powierzchni pod

linig Gaussa 1 Lorentza.
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Rys. 20. Widma *H-NMR zarejestrowane dla probek plechy Usnea aurantiaco-atra uwodnionej do poziomu a)

Am/ my = 67% oraz b) 9%; zmierzone w zakresie temperatur 295 - 215 K.

We wszystkich zarejestrowanych widmach wyodrebniono dwie skladowe sygnatu:
sktadowa pochodzacag od protondw frakcji statej opisywanej linig Gaussa (szeroko$¢
potowkowa okoto 50 kHz) oraz jedna, usredniong sktadowsa cieczowa od wody zwigzanej

opisywang linig Lorentza (szeroko$¢ poldowkowa okoto 5 kHz).

Zaobserwowano wzrost szeroko$ci potdéwkowej linii gaussowskiej w funkcji obnizanej
temperatury. DIla probki powietrznie suchej szeroko$¢ potdwkowa linii Gaussa rosnie od

wartosci Avg = (46.71 = 0.07) kHz w temperaturze 295 K to wartosci Avg = (63.19 £ 0.07)
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kHz w temperaturze 215 K. Dla probki uwodnionej do poziomu Am/my = 0.68 rowniez

zaobserwowano wzrost szerokosci potdéwkowej linii Gaussa od wartosci Avg = (51.40 = 4.88)

kHz w temperaturze 295 K do wartosci Avg = (58.31+ 0.12) kHz w temperaturze 215 K.

Wzrost szeroko$ci potdéwkowej linii Gaussa odzwierciedla stopniowe unieruchamianie frakcji

stalej protonow budujacych pleche postepujace wraz z ochtadzaniem uktadu i co za tym idzie

wzrost zakresu pol lokalnych.
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Rys. 21 Szerokosci potdowkowe dopasowanej linii Gaussa Avg

oraz Lorentza Av w funkcji spadajacej

temperatury w zakresie 295 K — 215 K dla probek uwodnionych do poziomu a) Am/ my = 0.09 b) 4m/ my = 0.68
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Analogicznie zaobserwowano wzrost szerokosci potéwkowej linii Lorentza w obu
badanych probkach (powietrznie suchej oraz uwodnionej do poziomu 0.68) wraz ze spadkiem
temperatury. Zjawisko jest zwigzane z unieruchamianiem molekul przechlodzonej wody
zwigzane] postepujacym przy ochtadzaniu. Dla probki uwodnionej do 0.68 w najnizszych
temperaturach linia Lorentza osigga wlasciwie szeroko$¢ potowkowa linii Gaussa.

Obserwujemy zamarzanie wody.

Pole powierzchni pod wykresem linii w widmie *H-NMR jest proporcjonalne do
liczby protonow dajacych sygnal. W kolejnej cze$ci pracy wyznaczono stosunek pol
powierzchni pod wyszczegolnionymi liniami, bedacy miarg proporcji protondéw w
poszczeg6lnych frakcjach wody zwigzanej. Pole powierzchni pod linig Gaussa Sg przyj¢to za
jednostke dla skalowania pola powierzchni pod linig lorentzowska Si. Stosunek wykreslono w
funkcji temperatury probki. Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 22, dla niskiego poziomu
uwodnienia (4m/mg = 0.09) wystepuje ciagly, tagodny spadek stosunku sygnatéow S, /Sg przy
ochtadzaniu probki, co moze $wiadczy¢ o stopniowym, niekooperatywnym unieruchamianiu

czasteczek wody.
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Rys. 22 Zalezno$¢ temperaturowa pola powierzchni pod linia Lorentza wyrazonego w jednostkach pola

powierzchni pod linig Gaussa dla probek uwodnionych do poziomu: Am/ my = 9% i b) Am/ mg= 67%.
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Odmienny od powyzszego, skokowy charakter spadku stosunku sygnatow S, /Sg dla
probki o wyzszym poziomie uwodnienia (dm/mo = 0.68) odzwierciedla zjawisko przejscia
fazowego. Obserwuje si¢ kooperatywne unieruchamianie molekut z utworzeniem krysztatka
lodu. Takie zachowanie moze §wiadczy¢ o mniejszej efektywnosci mechanizmow bronigcych

przed niszczacym tkanki zamarzaniem wody dla plech uwodnionych do wyzszych poziomow.
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Rys. 23 Zalezno$¢ temperaturowa pola powierzchni pod linig Lorentza wyrazonego w jednostkach pola

powierzchni pod linig Gaussa dla probek uwodnionych do poziomu Am/ my = 68%.

Na Rys. 24 przedstawiono potozenie centréw pikow linii Gaussa i Lorentza w funkcji
obnizanej temperatury. Potozenia $rodkow pikow dla sygnalu ciata stalego,

charakteryzujacego si¢ o wiele wiekszg szerokoscig potowkowag w stosunku do pikéw

Lorentza wykazywaty duza fluktuacje.
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Rys. 24 Potozenie §rodkow linii Gaussa Xcg Oraz Lorentza X w funkcji obnizanej temperatury w zakresie 295

K —215 K dla prébek uwodnionych do poziomu Am/ mg = 9% (rys. lewy) oraz 68% (rys. prawy).

76



4.5 Wyniki relaksometrii *H-NMR

Zbadano wptyw wilgotnosci srodowiska na pleche porostu Usnea aurantiaco-atra.
Zarejestrowano na relaksometrze *H-NMR zaniki swobodnej precesji w funkcji hydrataciji z
fazy gazowej. W celu zbadania rdznic w sposobie wigzania wody do plechy analizie poddano
dwa rodzaje probek: 1) zebrane w 2002 roku z siedliska Mount Wawel (probka I) oraz 2)
zebrane w 2009 na Penguin Island (probka II). Probki pochodzily z roznych siedlisk, roznity

si¢ takze czasem przechowywania w zielniku w stanie anhydrobiozy.

Zanik swobodnej precesji jest superpozycja szybko zanikajacej funkcji gaussowskiej,
sygnatu pochodzacego od matrycy statej plechy porostu oraz zanikajacego eksponencjalnie
sygnatu od mobilnych protonow wody zwigzanej w plesze. W sygnale od protoéw mobilnych

mozna wyodregbni¢ jedng lub wigcej sktadowych.

Do badan zaleznosci hydratacyjnej, probki plechy zostaly uwodnione do réznych
poziomdéw 4m/my = 0.02; 0.04; 0.07; 0.01; 0,15; 0.21; 0,27; 0,33; 0,41; 0,48; 0,54; 0,58; 0,61,
po czym badane metodg relaksometrii 'H-NMR. W temperaturze pokojowej (okoto 22 ° C)

zarejestrowano sygnaty swobodnej precesji FID dla kazdego poziomu uwodnienia.
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Rys. 25 Sygnaly zaniku swobodnej precesji "H-NMR dla probki I U. aurantiaco-atra zarejestrowane dla

uwodnien z zakresu Am/my = 0.02 do 0.86 wraz z dopasowaniami.
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Rys. 26 Sygnaly zaniku swobodnej precesji ‘H-NMR dla probki II U. aurantiaco-atra zarejestrowane dla

uwodnien z zakresu Am/m, = 0.02 do 0.70 wraz z dopasowaniami.

Sktadowa stata zarejestrowanego sygnalu dla najnizszych poziomoéw hydratacji
ujawnita bardziej zlozony charakter. W sygnale pojawita si¢ charakterystyczna ,,falka”,
wystepujaca w okolicy 40 us, tzw. beat pattern (Rys. 27). W tym przypadku do sygnatu
stalego dopasowano funkcje Abragama, bedaca iloczynem funkcji sinkus i Gaussa
[Derbyshire et al., 2004.

Charakterystyczny ksztalt beat pattern w sygnale moze sugerowa¢ obecnos$¢ fazy
szklistej w badanych suchych probkach, ale oznacza zanik pdl lokalnych dla warto$ci
mniejszych, nizby wynikato to z rozktadu gaussowskiego. Hipotetyczne utrzymanie stanu
szklistego sacharozy i trehalozy zapewnia wysoka lepko$¢ matrycy stalej, przez co moze
chroni¢ przed niszczacymi procesami, takimi jak tworzenie krystalitow lodu.
Fenomenologiczne réwnanie Gordona-Taylora [Gordon, Taylor, 1952] [Crowe, 2002]
temperatura przejscia szklistego w ukladach woda — cukier spada radykalnie wraz z

poziomem uwodnienia. Poziom uwodnienia dla ktérego z powodzeniem dopasowano funkcje
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Abragama w zarejestrowanych widmach jest jednak za wysoki, by przejscie szkliste

wystapito w uktadzie w temperaturze pokojowe;.
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Rys. 27: Porownie sygnaléw zaniku swobodnej precesji ‘H-NMR-FID, zarejestrowanych dla tej samej probki
Usnea aurantiaco —atra uwodnionej do dwdch znaczgco rdéznych pozioméw uwodnienia a) Am/mg = 0.04 wraz

z dopasowaniem funkcji Abragama oraz b) Am/m, = 0.66 wraz z dopasowaniem funkcji Gaussa .

Uzyskano  nastgpujagce  warto§ci  parametru a  funkcji Abragama:

i) a = (0.0984 + 0.0050) us™ dla probki 1. uwodnionej do poziomu Am/my = 0.02;

0.04,

0.02;
iv) a = (0.0740 + 0.0297) ps™ dla probki 2. uwodnionej do poziomu Am/my = 0.045.

i) a = (0.1092 + 0.0112) ps™ dla probki 1. uwodnionej do poziomu Am/mg

i) @ = (0.0922 + 0.0106) ps™ dla probki 2. uwodnionej do poziomu Am/mg

Dla pozostalych przypadkéw do zebranych danych pomiarowych dopasowano
funkcje, bedaca zlozeniem funkcji Gaussa pochodzacej od protondw budujacych statg
matryc¢ plechy (protony o ograniczonej mobilnos$ci) oraz sumy dwoch eksponent -

wyodrebniono sygnal pochodzacy zaréwno od protondw mobilnych z warstwy S$cisle, jak i

luzno zwigzanej.
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Podsumowujgc w zaleznosci od poziomu hydratacji probek zarejestrowane sygnaty

dopasowano réznymi funkcjami:

i)

dla najnizszych pozioméw uwodnien (z zakresu Am/my = 0.02 — 0.04 dla
probki 1) oraz Am/mg = 0.02 — 0.045 dla probki 2)) sktadowa sygnatu od
protonéw unieruchomionych zostala opisana funkcjag Abragama, natomiast
sktadowa cieczowa sygnalu zostala opisana tylko jedng funkcja

eksponencjalng:

t 2 sinat t
FID(t) =y, + Sexp| — = p” + L, exp —
26 2L1

dla wyzszych poziomow uwodnien (z zakresu Am/my = 0.07 — 0.7
dla probki 1) oraz Am/mg = 0.02 — 0.04 dla préobki 2)) sktadowa stata

(75)

sygnatu zostata opisana skutecznie funkcja Gaussa oraz skladowa
cieczowa sygnalu zostata opisana za pomocg dwoch eksponent
roznigcych si¢ czasem relaksacji T,

(76)

t 2 t t
) + Ly exp(— )+ exp(— )
2L2

FID(t) = S exp(— (=
Tae EYR)

gdzie S to amplituda sktadowej stalej, L1, Ly to amplitudy skladowych cieczowych, Tog to

czas relaksacji stalej sktadowej, Tos, Taz to czasy relaksacji sktadowych cieczowych.

Czasy relaksacji wyodrebnionych sktadowych sygnatu zaniku swobodnej precesji w

funkcji rosngcego uwodnienia przedstawiono na Rys. 28. Mozna zauwazyC, ze wraz ze

wzrostem poziomu uwodnienia probek sygnat pochodzacy od unieruchomionych protonow

frakcji stalej nie wykazuje znaczacych zmian. Mozna na tej podstawie wysnu¢ wniosek, iz

dynamika molekularna i struktura plechy nie zmienia si¢ w badanym zakresie hydratacji z

fazy gazowe;j.

Do wolno zanikajgcego sygnatu pochodzgcego od protonéow mobilnych dopasowano

sume¢ dwoch funkcji eksponencjalnych, rozrézniajac dwa poduktady spinowe w badanych
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probkach. Sygnal od mniej ruchliwej frakcji protonowej, L1, zanikajacy z czasem relaksacji
To11 rownym okoto 100 ps mozna powigzaé czesciowo z lipidami, a czgsciowo z pulag wody
ciSle zwiazanej do powierzchni (Haranczyk et al. 2015) i jest obserwowany dla wielu
odwodnionych uktadéw biologicznych (Haranczyk et al. 1999, 2008, 2009, 2012a, b, c).
Sygnat L,, zanikajgcy z czasem relaksacji To» rownym okoto 1000 us pochodzi od frakcji

wody luzno zwigzane;.
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® Iy L1
[_'N %A A T,
®e
®
100‘ ® . s
[ e L4 ® ’ ]
® ® ]
°
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Rys. 28 Zalezno$¢ hydratacyjna czasow relaksacji sygnatu zaniku swobodnej precesji FID dla probki U.
aurantiaco-atra. Sktadowa Gaussowska T,g — kolor niebieski, sktadowa od wody $cisle zwigzanej T, 1 — kolor

czerwony, sktadowa od wody luzno zwigzanejT, , — kolor czarny.
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Zalezno$ci hydratacyjne amplitudy sygnalu protondéw mobilnych wyrazonej w
jednostkach amplitudy sygnatu statego L/S przedstawiono na wykresie Rys. 28. Otrzymano
nieliniowy spadek L/S dobrze dopasowany funkcjg wymierng (Haranczyk et al. 2016, Bacior
et al. 2017). W oparciu o model funkcji wymiernej (68) i (69) wyznaczono parametry dla U.

aurantiaco atra: stezenie nasyceniowe rozpuszczalnej frakcji statej ¢ = 0.65(96),

L,/L

L - 1.0 f= -

0.8 i

0 01 02 03 04 05 06 07 0,0 : '

1 1 1 1

0,0 0,2 0,4 0,6

Am/m, Am/m,

k =1.22(56) , y =0.65(01) , 5 = 0.10(4.69).

Rys. 29 Zalezno$¢ hydratacyjna stosunku sumy amplitud sygnatow L; i L, na jednostke amplitudy sygnatu S,
oraz stosunku amplitudy sktadowej L; do sumy amplitud L; i L, wraz z dopasowang funkcjg wymierng wg
modelu (68) (69).

W celu bardziej szczegdtowej analizy rozwinigto sktadowa statg S sygnalu w szereg
momentow (jak opisano w rozdz. 2.1.5). Rysunki 29 i 30 pokazujg hydratacyjng zalezno$¢
momentéw M oraz M, dla obu mierzonych prébek, odpowiednio starej i nowej. Analiza
pokazata skokowa zmiang warto$ci momentow sktadowej stalej dla uwodnienia okoto 0,1.
Dla wyzszych uwodnien wartosci momentow M, I My malejg w sposdb ciggly wraz ze
wzrastajagcym uwodnieniem, co mozna powigza¢ ze wzrostem mobilnosci protonow frakcji
statej. Takie zachowanie najprawdopodobniej odzwierciedla proces rozpuszczania frakcji

stalej w probce, co koresponduje z wynikami analizy stosunku sygnaty L/S.
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Rys. 30 Rozwinigcie w szereg sktadowej stalej sygnatu FID dla nowej probki U. aurantiaco-atra wykre$lone w

funkcji wzrastajacego uwodnienia a) M, b) M,
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Rys. 31 Rozwinigcie w szereg sktadowej statej sygnatu FID dla nowej probki U. aurantiaco-atra wykreslone w
funkcji wzrastajacego uwodnienia a) M, b) M,

Celem przetestowania zasadnos$ci zastosowania modelu Gaussa do opisu sktadowej
stalej sygnatu zaniku swobodnej precesji policzono stosunki momentéw M4/My?. Wzigto pod

uwage tylko wyniki dla probek uwodnionych do okolo 20%, przez wzglad na opisany
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powyzej proces rozpuszczania matrycy state porostu przy wyzszych uwodnieniach. Uzyskano
wyniki zblizone do 3.0: MyMy? = 2.95 + 0.17 dla probki starej; Mi/My? = 2.94 + 0.14 dla
probki nowe;j. Jak wida¢ uzyskany dla probki sygnatl jest w dobrym przyblizeniu gaussowski,
co potwierdza zasadno$¢ stosowania tego modelu do opisu sygnatu frakcji stalej w wynikach

relaksometrii i spektroskopii *H-NMR.

4.6 Czas relaksacji spinowo-sieciowej T1w spektroskopii *H-NMR

Wykonano seri¢ eksperymentéw metoda spektroskopii relaksacyjnej 'H-NMR
z zastosowaniem sekwencji Inversion Recovery (IR) celem wyznaczenia czasow relaksacji
spinowo - sieciowej T1. Na spektrometrze 300 MHz zarejestrowano rodzing widm dla probek
U. aurantiaco-atra zdehydratowanych — tzw. powietrznie suchych (Rys. 32) Rejestracji

dokonano w przedziale temperatur od 295 K do 215 K.

U. aurantiaco-atra, powietrznie sucha, T = 215K U- aurantiaco-atra, powietrznie sucha, T = 285K
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Rys. 32 Pomiar czasu relaksacji spinowo- sieciowej T,. Wybrane rodziny widm zarejestrowane dla probki a)
powietrznie suchej w temperaturze 215 K, b) powietrznie suchej w temperaturze 295 K, w funkcji odstepu t

miedzy impulsami & oraz n/2.

Wyodrgbniono w widmach sktadowa pochodzaca od protondw o ograniczonej
mobilnosci opisywang funkcjag Gaussa o szerokosci potdéwkowej okoto 46 kHz i jedna,
usredniong sktadowg cieczowa opisywang funkcjg Lorentza o szerokosci potowkowej okoto 2

kHz, przy czym ponizej temperatury 263 K nie udato si¢ wyodrgbni¢ linii lorentzowskiej od
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sladowej wody w probce. Analizowano odrost magnetyzacji kazdej frakcji wykreslajac
zalezno$¢ pola powierzchni pod linig w funkcji czasu ¢ (Rys 32). Dla kazdej sktadowej

niezaleznie dopasowano eksponencjalng zalezno$¢ opisujaca relaksacje spin-sie¢:

(77)

T

A(r) = %(AS [1 -2 exp(—Tils)} + AL [1 — 2exp (_T_u)

gdzie: Tiys 1 Ty to odpowiednio czasy relaksacji spinowo-sieciowej dla sktadowej
Gaussowskiej i dla sktadowej Lorenztowskiej, As i A_ jest polem pod sktadowa gaussowska i
sktadowa lorentzowska w widmie, odpowiednio, natomiast A jest catkowitym polem pod

widmem.
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Rys. 33 Magnetyzacja spin-sie¢ dla sktadowych widm 'H-NMR: gaussowskiej i lorentzowskiej

zarejestrowanych dla probki powietrznie suchej w temp. pokojowe;j.

Dla probki o poziomie hydratacji Am/mo = 0.09 czas relaksacji spin-sie¢ T; w
temperaturze 295 K wynosi 0,633(48) s dla ciala statego oraz 0,634(34) s dla cieczy. Wraz ze
spadkiem temperatury czasy te rosng do wartosci 1,80(36) s w temperaturze 215 K dla ciata
stalego oraz 1,136(74) s w temperaturze 260 K (dla nizszych temperatur nie udato sie¢

wyodrebni¢ sygnatu lorenztowskiego w widmie). Na Rysunku 33 przedstawiono czasy
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relaksacji T; w funkcji 1000/T. W badanych zakresie temperatur nie zaobserwowano

minimum zalezno$ci.
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Rys. 34 Zaleznos$ci temperaturowe czasu relaksacji spin-sie¢ Ty dla powietrznie suchej probki U. aurantiaco-

atra.

Do uzyskanych wartosci dopasowano funkcje zakladajaca arrheniusowska zalezno$é
czasu relaksacji spinowo-sieciowej od temperatury:
(78)

Ty =Toexp (—Es/ksT)
Po zlogarytmowaniu funkcja przyjmuje posta¢ liniowa:
(79)

z ktorej otrzymujemy nastepujace wartosci energii aktywacji: Ex = 11,31(73) kJ/mol dla
frakcji statej oraz Ex = 10,65(34) kJ/mol dla frakcji cieczowej. Nie udato si¢ wyznaczy¢
$redniej odleglo$ci migdzy relaksujagcymi protonami z modelu BPP bez widocznego minimum

zaleznosci T, (1000/T).
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4.7 Eksperymenty inkubacyjne DSC

Badaniu DSC poddano organizmy, ktore, podobnie jak Usnea aurantiaco-atra, zostaty
zebrane z siedliska na terenach Antarktyki Morskiej, Wyspy Krola Jerzego, mianowicie:
grzyb zlichenizowany Turgidosculum complicatulum oraz bedacy jego fotobiontem glon

Prasiola crispa a takze grzyb zlichenizowany Cetraria aculeata.

Eksperyment inkubacyjny technika DSC przeprowadzono dla plechy grzyba T.
complicatulum uwodnionej z fazy gazowej do poziomu Am/my = 0.25 oraz Am/my = 0.27.
Probka zostala schtodzona znacznie ponizej temperatury zamarzania, a mianowicie do -60°C,
a nastgpnie ogrzana do temperatury -20°C, przy ktérej ruchy dyfuzyjne czasteczek wody sa
znacznie szybsze. Probke inkubowano w tej temperaturze przez 120 minut. Stosunkowo dtugi
czas inkubacji pozwolit molekutom wody na migracj¢ i przylaczanie si¢ do istniejacych w
probce mikrokrystalitow lodu, pozostajacych poczatkowo ponizej zdolno$ci rozdzielczej
kalorymetru. Na rys. 35 przedstawiono zarejestrowane termogramy ($ciezka grzania) : 34. a)
termogram ogrzewania bez inkubacji b) termogram ogrzewania po dwugodzinnej inkubacji

w temperaturze —20 °C.

3‘ 5 T T T T T 3 ) 5 T T T T T T T T T T
Turgidosculum complicatulum
Am/m,=0.25

3,0 Turgidosculum complicatulum
Am/m =0.25

AW [mW]
AW[MW]
5

2,0 1
15 -
1,0 _ -

0,5—: / \\ .

0,0 =" — ]

'0.5 T T T T T '0,5 T T T T T
-20 -16 -10 -5 0 5 10 -20 -15 -10 -5 0 5 10
T(°C] TI°C]

Rys. 35 a) Termogram DSC zarejestrowany przy tempie grzania 20°C'min dla ogrzewania probki plechy T.
complicatulum uwodnionej do poziomu 4m/mg = 0,25; b) termogram DSC zarejestrowany dla ogrzewania probki
plechy T. complicatulum uwodnionej do poziomu Am/my = 0,25 po inkubacji w temperaturze —20 °C przez 120
min [Bacior, 2019]
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Zanotowano znaczny wzrost entalpii przej$cia po inkubacji. Wartosci entalpii
przejsécia okreslone bez inkubacji wynosity: AH = 1,53 J/g, a AH = 2,59 J/g odpowiednio dla
probek uwodnionych do Am/mg = 0,25 1 Am/my = 0,27, natomiast po eksperymencie
inkubacyjnym wartosci te osiggnety: AH = 6,12 J/g i AH = 11,43 J/g dla mniejszego i1 dla

wyzszego poziomu uwodnienia probki.

Zarejestrowane krzywe kalorymetryczne po inkubacji probki charakteryzowaty sie
wysoce niesymetrycznym ksztattem, ujawniajac obok piku gléwnego charakterystyczne
niskotemperaturowe rami¢ (Rys 34.b)). Krzywe zostaly numerycznie roziozone na dwie
sktadowe tj. symetryczng cze$¢ gldéwna 1 pik niskotemperaturowy. Zaleznosci hydratacyjne

obszaru pod gtéwnym pikiem i pod pikiem niskotemperaturowym miaty postac liniows.

Podobne wyniki uzyskano dla probek krzaczkowatego grzyba zlichenizowanego
Cetraria aculeata. Na rys. 36 przedstawiono zarejestrowane termogramy ($ciezka grzania) po
120-minutowej inkubacji w temperaturze —23°C dla prébek uwodnionych do poziomu: 35. a)
Am/mg = 0,23 b) Am/mg = 0,34.

Wystepowanie ramienia niskotmperaturowego w krzywe; DSC mozna powigzad

najprawdopodobniej z czasteczkami wody zgromadzonej w komorkach fotobionta.

10+ ’ |
B 10+ i
5 Am/m = 0.23 1 Am/m, = 0.34
r T T T T T T T 5 . . v T v T T
-20 -10 0 10 20, -20 -10 0 10 20
{’C] {°C]

Rys. 36 Termogramy DSC zarejestrowane po inkubacji w temperaturze —23 °C przez 120 min dla ogrzewania
probki plechy Cetraria aculeata uwodnionej do poziomu a) Am/mg = 0,23 b) 4m/my = 034. Rejestracja przy

tempie grzania 20°C/min [Nowak et al., 2019]

88



Istnienie niewielkich kompartmentéw, w ktorych temperatura topnienia wody jest
znacznie bardziej obnizona w stosunku do pozostatej czesci plechy moze by¢ rodzajem
przystosowania do zmieniajacych si¢ i surowych warunkoéw antarktycznych. Z drugiej strony
mozna rozwazy¢ réwniez alternatywne wyjasnienie asymetrii w piku DSC dla niskich
temperatur zaktadajgce opoznienie w procesie zamarzania i topnienia. Taki efekt moglby by¢
spowodowany dziataniem biatek z grupy AFP (ang. antifreeze proteins). Jednakowoz
dziatanie AFP ujawnia si¢ na bardzo wczesnych etapach tworzenia krysztatkow lodu, kiedy to
wielkos¢ jadra krystalizacji porownywalna jest z rozmiarami pojedynczej czasteczki wody.
Co wigcej nie ma doniesien o wystgpowaniu dostatecznych ilosci AFP w plechach tych
porostow. Wydaje si¢ zatem, ze niskotemperaturowe rami¢ pochodzi od wody zgromadzone;j
w komorkach fotobionta, ktére sa oddzielone $cianami komoérkowymi od wody zawartej
migdzy strzepkami mykobiontow. Efekt przypomina narastanie fazy w klasycznym uktadzie
termodynamicznym, przy czym obserwowany jest w zywym uktadzie biologicznym [Nowak,

2018].
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5. DYSKUSJA WYNIKOW

W pracy doktorskiej poddano analizie wigzanie si¢ molekut wody do powierzchni
plechy antarktycznego grzyba zlichenizowanego z gatunku Usnea aurantiaco-atra w procesie
rehydratacji z fazy gazowej. Liczba frakcji wody zwigzanej w plesze wraz z
charakteryzujacymi je parametrami: czasami hydratacji, masa wody wysycajacej pierwotne
miejsca wiazace, a takze czasami relaksacji "H-NMR dostarczaja cennych informacji na temat
gospodarki wodnej porostu. Zbadano takze zachowanie si¢ frakcji wody zwigzanej do
powierzchni podczas schladzania probek Usnea aurantiaco-atra. Poddano analizie
temperaturowe zaleznos$ci sygnatu 'H-NMR w domenie czasu i czgstosci, ktore dostarczyly

wiadomosci na temat mobilno$ci molekut wody w plesze oraz obecnos$ci przejs¢ fazowych.
Kinetyka hydratacji z fazy gazowej

Przeprowadzono badanie kinetyki hydratacji z fazy gazowej dla probek U. aurantiaco-
atra zawierajacych wyodrgbnione fragmenty plechy: owocniki, ,,Jodyzki” wreszcie kawatki
plechy nie poddane fragmentaryzacji. Analiza wynikow pozwolita wyr6zni¢ trzy frakcje
wody zwigzanej dla wszystkich trzech préobek, tj. 1) frakcje wody bardzo $cisle zwigzane;,
usuwanej z probki dopiero przy poddaniu jej dlugotrwatemu wygrzewaniu w temperaturze
70°C, ii) frakcje wody $ciSle zwigzanej, wysycajacej pierwotne miejsca wigzace oraz iii)
frakcje wody luzno zwigzanej, przyrastajacej proporcjonalnie wraz ze wzrostem wzglednej

wilgotno$ci otoczenia h. Dla wilgotnosci wzglednych do 76% kinetyka hydratacji wykazuje
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przebieg jednoeksponencjalny. Dla najwyzszych wilgotnosci wzglednych (od 88 % do 100
%) proces hydratacji jest dwueksponencjalny — obserwuje si¢ proces wigzania wody luzno
zwigzanej. Podobny, dwueksponencjalny przebieg kinetyki hydratacji obserwowano dla
innych porostéw krzaczkowatych, na przyktad dla gatunku Ramalina terebrata (Haranczyk et
al. 2012b), dla Leptogium puberulum [Haranczyk et al. 2008], a takze dla niektorych
gatunkéw listkowatych, na przyktad dla gatunku Umbilicaria aprina. Analiza parametréw
kinetyki hydratacji ujawnita niewielkie roznice w sposobie rehydratacji z fazy gazowej dla
poszczegbdlnych fragmentdéw plechy. Dla owocnikow obserwowano mniejszy przyrost wody
luzno zwigzanej dla wysokich poziomoéw hydratacji, przy czym plecha nie poddana
podziatlowi uwadniala si¢ w sposéb podobny dla ,,gatazek”, co moglo by¢ spowodowane
niewielkim udzialem owocnikéw w masie calej plechy. Usnea auratiaco-atra moze tworzy¢
plechy znaczaco zréznicowane pod wzgledem ksztattu i budowy [Cao, 2012]. Wydaje sie, ze

m.in. warunki wilgotno$ci w otoczeniu moga by¢ czynnikiem warunkujagcym wyglad plechy.

Dla hydratacji w atmosferze wzglednej powyzej 88 proc. udzial wigzanej wody
znaczaco rosnie do poziomu okoto 0.6 dla owocnikéw czy 0.9 dla todyzek. Moze to oznaczaé
wznowienie procesow zyciowych w organizmie, ktore dla U. aurantiaco-atra wystepuje przy
uwodnieniu okoto 0.3. Porosty osiggaja maksimum wydajno$ci fotosyntetycznej zaleznie od
dyfuzji CO,, ktora to z kolei zalezy od stopnia uwodnienia. Dla U. aurantiaco-atra optimum

procesu fotosyntezy przypada na Am/mg= 0.70 [Kappen 1985].
Izoterma sorpcyjna

Dla wielu uktadéw biologicznych izoterma sorpcyjna z powodzeniem opisywana jest
modelem Denta (GAB) . Dla probek U. aurantiaco-atra rowniez skutecznie zastosowano
model Denta do opisu izotermy sorpcyjnej. Masa wody wysycajacej] pierwotne miejsca
wiazace AM/my wyniosta 1) 0,0616 £+ 0,0067 dla todyzek, i1) 0,0680 £+ 0,0021 dla owocnikow
oraz iii) 0,0440 + 0,0046 dla plechy i mozna ja utozsamié jako frakcje wody wysycajaca
pierwotne miejsca wigzace w probce. Otrzymane wyniki sg podobne do tych uzyskiwanych
dla innych gatunkow grzyboéw zlichenizowanych: Umbilicaria aprina AM/mo= 0,054,
Himantoria lugubris AM/my=0,071, Cladonia mitis A4M/mo= 0,069, Ramalina terebrata
AM/mg =0,046 [Haranczyk et. al. 2008] [Haranczyk 2003].
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Parametr 1/ b;, bedacy miarg hydrofobowos$ci powierzchni dla badanych probek
wyniost: 1) 0,0182 + 0,0631 dla todyzek, ii) 0,0479 £+ 0,0097 dla owocnikéw oraz iii) 0,0440
+ 0,0046 dla plechy. Mata hydrofilowos¢ jest charakterystyczna dla gatunkéw
krzaczkowatych grzybow zlichenizowanych: parametr 1/ b; wynosi 1.11% dla gatunku
Himantoria lugubris, 1.93% da Caloplaca regalis, czy w koncu 2.59% dla Usnea antarctica
[Haranczyk 2003].

Spektroskopia i relaksometria *H-NMR

Probki Usnea aurantiaco-atra poddano badaniu 'H-NMR w domenie czasu
1 czgstosci. Magnetyczny rezonans jadrowy to technika szeroko stosowana do badania
procesdbw hydratacji i zamarzania w probkach pochodzenia biologicznego (zywych
organizmach, tkankach, nasionach). Eksperymenty NMR pozwalaja rozrézni¢ frakcje
protonowe w probce ze wzgledu na ich mobilno$¢, podczas gdy metody kinetyki hydratacji i
izotermy sorpcyjnej sa czute na frakcje wody roznigce si¢ stopniem zwigzania do powierzchni

(lub innych molekut wody).

We wszystkich zarejestrowanych widmach wyodrebniono dwie skladowe sygnatu:
sktadowa pochodzaca od protondéw frakcji stalej dobrze opisywanej linig Gaussa (szerokos¢
potowkowa okoto 50 kHz) oraz jedna, usredniong sktadowsa cieczowa od wody zwigzanej

opisywang linig Lorentza (szeroko$¢ potdéwkowa okoto 5 kHz).

Analiza widm temperaturowych *H-NMR domenie czestosci zmierzonych dla probki
U. aurantiac-atra powietrznie suchej, Am/mo = 0.09 ujawnila poszerzanie si¢ W sposob
ciggly linii Lorentza wraz z obnizaniem temperatury probek. Zaobserwowano przy tym ciagly
spadek stosunku pola pod linig Lorentza do pola pod linig Gaussa. Na tej podstawie mozna
wnioskowa¢ o obecnos$ci w ukladzie cieczy przechtodzonej. Zachodza w ukladzie procesy
niekooperatywnego unieruchamiania molekut wody. Ponadto ciagly spadek sygnatu od wody
mobilnej $wiadczy¢ moze o stopniowej migracji 1 przytaczaniu si¢ molekut do niewielkich,

tworzacych si¢ w czasie trwania eksperymentu, krystalitow lodu.

Inny obraz uzyskano dla najwyzszego z badanych poziomdéw hydratacji, t;.

uwodnionej do poziomu 0.68. W tym przypadku obserwowano skokowy spadek pola pod
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linia Lorentza wyrazonego w jednostkach pola pod linia Gaussa dla bardzo waskiego

przedzialu temperatur. Zaobserwowano zajscie przejscia fazowego — nukleacji krystalitu lodu.

Jako ze wyodrgbniono w widmach jedynie usredniong lini¢ od frakcji cieczowej, nie
udato si¢ stwierdzi¢ wzrostu udziatu puli wody $cisle zwigzanej, kosztem wody luzno
zwigzane] wraz z obnizaniem temperatury. Mechanizm przemiany frakcji wody luzno
zwigzanej 1 zamarzajacej we frakcje wody Scisle zwigzang 1 niezamarzajaca byt obserwowany
u innych przedstawicieli arktycznych grzyboéw zlichenizowanych, przyktadowo z gatunkow:
Cladonia mitis, Umbilicaria aprina [Haranczyk i in., 2012], Cetraria aculeata [Nowak,
2013]. Proces taki wigze si¢ z wydzielaniem przez grzyb substancji zelowych,
powigkszajacych liczbe pierwotnych miejsc wigzacych przy powierzchni [Haranczyk, 2003].
Unieruchomione w zelu molekuty wody zachowuja si¢ jak woda zwigzana do powierzchni
plechy i nie ulegaja zamarzaniu. Okazuje si¢, ze opisany mechanizm nie jest reguta i moze
zaleze¢ specyficznie od fizjologii gatunku. Brak omawianego mechanizmu stwierdzono dla

probek porostowych T. complicatulum.[Bacior 2016] [Bacior 2018].

Badania relaksometryczne 'H-NMR pozwolily wyrézni¢ dla nizszych uwodnieh
1 wyzszych temperatur trzy frakcje protonow zawartych w probce: protony ciata stalego,
zawarte w strukturze plechy oraz dwie frakcje protonowe wody zwigzanej przez pleche,
roznigce si¢ znaczaco czasami relaksacji T, wode Scisle zwigzang 1 wode¢ luzno zwigzana.
Uzyskano nieliniowg posta¢ stosunku sygnatu frakcji cieczowej do sygnatu frakcji stalej w
funkcji wzrastajacego uwodnienia. Taka posta¢ jest charakterystyczna dla obecnosci
rozpuszczalnej w wodzie frakcji statej. Proces wzmaga si¢ wraz z przyrastajaca iloScia
zwigzane] wody. Opisany mechanizm potwierdza roOwniez analiza wartoSci momentow M
oraz M, sygnatu stalego FID. Wartosci spadaja w sposob ciagly wraz ze wzrastajagcym
uwodnieniem, odzwierciedlajac zmiany w mobilnos$ci protonéw. Zaobserwowano jednen
skokowy spadek warto$ci momentéw linii dla uwodnienia przekraczajacego okoto 0.1. Moze
to oznacza¢ uruchomienie nowego rodzaju ruchu w lipidach bton U. aurantiaco-atra.
Podobne zjawisko obserwowano w btonach fotosyntetycznych pszenicy [Haranczyk et al.,
2015], a takze dla innego antarktycznego porostu Cetraria aculeata [Haranczyk et al., 2015].
Obliczone stezenie nasyceniowe frakcji statej rozpuszczalnej w wodzie przy zastosowaniu
funkcji wymiernej wyniosto ¢; = 0.65(09). Podobne wartosci uzyskuje si¢ dla niektérych

cukrow (np. sacharozy, galaktozy czy ksylozy). Poréwnanie wynikow relaksometrii dla
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zrehydratowanych probek zebranych w 2002 oraz 2009 roku nie pokazaty rdznic we
wiasciwosciach plechy z zalezno$ci od czasu przechowywania w zielniku w stanie zycia

utajonego.

Na podstawie przeprowadzonych badan mozna postulowac istnienie mechanizmu
bronigcego przed zamarzaniem grzyba zlichenizowanego Usnea aurantiaco-atra. Wykazano,
ze nukleacja krystalitow lodu nie wystepuje dla nizszych poziomoéw uwodnienia. Pojawienie
si¢ niszczacych tkanki krystalitow lodu zaobserwowano dopiero przy wyzszych uwodnieniach
probek. Wydaje sie¢ zatem, Zze obrona przed przemarzaniem jest §cisle zwigzana z gospodarka

wodng badanych organizmoéw.
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6. WNIOSKI

1.) Kinetyka rehydratacji z fazy gazowej probek grzyba zlichenizowanego Usnea aurantiaco-

2)

atra przyjmuje przebieg eksponencjalny, czesto wystepujacy dla uktadéw biologicznych.
Wyrézniono trzy frakcje wody zwigzanej w probkach: wode najsciSlej zwiazana,
zwigzang Scisle oraz zwigzang luzno. Stwierdzono mniejsze tempo przyrostu masy wody

zwigzanej do powierzchni owocnikéw niz do powierzchni todyzek.

Izoterme sorpcyjna badanego ukladu z powodzeniem opisano modelem sorpcji
wielowarstwowej Denta (Guggenheim-Anderson-de Boer). Nie stwierdzono znaczacych
roznic w hydrofobowosci poszczegdlnych fragmentow plechy U. aurantiaco-atra,

tj. "todyzek" i owocnikow.

3.) W widmach 'H-NMR udato si¢ rozréznié¢ frakcje protonowe roézniace sic mobilnoscia.

Zarejestrowane widma byly superpozycja funkcji Gaussa o szerokosci potdéwkowej okoto
50 kHz pochodzacej od matrycy statej plechy oraz funkcji Lorentza o szerokos$ci

potowkowej okoto 5 kHz pochodzacej od usrednionej frakceji cieczy zwigzanej w probcee.

4) W badaniach relaksometrycznych 'H-NMR udato si¢ rozrézni¢ dwie frakcje wody

zwigzanej w catym zakresie badanych hydratacji, rozniace si¢ czasem relaksacji T, ,

tj. wodg Scisle zwigzang i wode luzno zwigzang.

5.) Stosunek sygnatu 'H-NMR od frakcji cieczowej wyrazony w jednostkach sygnatu frakcji

statej wykreSlony w zalezno$ci od wzrastajagcego uwodnienia opisywany byl funkcja
wymierng. Nadwyzkowy wzrost sygnalu od protonéw mobilnych prawdopodobnie
wywotany byt obecnoscig frakcji rozpuszczalnej matrycy statej porostu. Poroéwnano
probki zebrane w 2002 oraz 2009 roku. Roznica w czasie przechowywania w zielniku w
stanie anhydrobiozy nie wplyneta znaczaco na wihasciwosci plechy. Uzyskano warto$¢
stezenia nasyceniowego frakcji stalej na poziomie okoto Ccs = 0.65, zblizong do tych

rejestrowanych dla niektorych cukrow.
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6.) Analiza widm 'H-NMR zarejestrowanych dla szerokiego przedzialu temperatur (w
zakresie 297-210K) pokazala dwa odmienne procesy immobilizacji wody zwigzane;j:
kooperatywne zamarzanie z wytworzeniem krystalitu lodu dla prébki o wysokim
poziomie uwodnienia (0.68) oraz niekooperatywne, ciggle unieruchamianie molekut dla

probki mocno wysuszonej (0.09)

7.) W eksperymentach kalorymetrycznych DSC z inkubacja probki w niskich temperaturach
prowadzonych dla podobnych gatunkow antarktycznych grzybow zlichenizowanych
zaobserwowano proces dyfuzji czasteczek wody przechtodzonej oraz zjawisko narastania

fazy stalej, co znaczaco obnizato prog pojawienia si¢ kooperatywnego zamarzania.
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