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Recenzja pracy Pani Pauliny Kijak zatytutowane] ,Badanie molekularnych mechanizmow odpornosci
na przemarzanie i wysuszanie antarktycznego grzyba zlichenizowanego Usnea aurantiaco-atra”
wykonanej w Zaktadzie Fizyki Medycznej Instytutu Fizyki UJ pod kierunkiem prof. dr hab. Huberta
Haranczyka.

1. Celpracy:

Celem pracy, jak sugeruje tytut byto zbadanie molekularnych mechanizmdéw odpornosci na
przemarzanie i wysuszanie konkretnego gatunku grzyba antarktycznego Usnea aurantiaco-atra (Ua-
a). Grzyb ten nalezy tzw. grzybow zlichenizowanych (dawniej zwanych porostami). Badany obiekt jest
gatunkiem endemicznym, nalezgcym do grzybdw zlichenizowanych epilitycznych (Roz.1.4, str.25) .
Badany organizm jest endemitem wystepujacym w wystepujacym na terenach Ameryki Potudniowej i
Antarktyki, analizowane egzemplarze pochodza z Szetlandéw Potudniowych (str.23).

Grzyby zlichenizowane nalezg do organizmoéw zdolnych do przetrwania w ekstremalnie trudnych
warunkach, niskiej wilgotnosci i w temperaturach ponizej 09 C. Wtasnosci te, jak sie przypuszcza 53
powigzane ze zdolnoscig tych organizméw do efektywnej de-/ i re-hydratacji, zatem ze specjalnymi
wiasnosciami wody wewnatrz-plechowej oraz specyfika jej gospodarowania przez w/w grzyby.
Tematyka ta jest uprawiana w Zaktadzie Fizyki Medycznej IF UJ od wielu lat i byta przedmiotem wielu
publikacji i komunikatdw naukowych, w tym wymienionych na str.11 i 12 recenzowanej pracy, a
kiorych wspdtautorka jest Doktorantka. Zainteresowanie problematyka eksteremofili rosnie
systematycznie, takze w obszarze ogdlnie pojetej astrobiologii (str. 21-23).

2. Struktura pracy

Prezentowana praca ma klasyczna strukture. Manuskrypt liczy 106 stron numerowanych, koriczy sig
spisem literatury obejmujacym 52 pozycje (str.97-102), spisem ilustracji (str.103-105) i spisem tabel
{str.106) . Praca jest napisana w jezyku polskim. Zawiera w czesci wstepnej kolejno: {1) streszczenie
{str.8) i abstrakt w jezyku angielskim (str.10) oraz (2) wykaz prac (str. 11) - 6 pozycji, w tym jedna w
przygotowaniu; tytut tej ostatniej wskazuje, ze bedzie cna poswiecona tematyce opisanej w
recenzowane]j pracy doktorskiej i (3) -komunikatéw naukowych (takze 6 pozycji}, ( str.11-12), Prace i
komunikaty dotycza podobnej tematyki, sg pracami wieloautorskimi. Doktorantka jest ich
wspdtautorka, udziat wspotautordw nie jest wyspecyfikowany.

Zasadniczg tresé pracy konczg rozdziaty Dyskusja Wynikéw (str. 90-94) i Wnioski (str. 95-96).



' Recenzja omawia po kolei rozdzialy pracy.
Roz. 1. Zasadnicza czes¢ pracy rozpoczyna sig na stronie 13. Roz. 1 (str.13-26), zatytutowanym ,Grzyby
slichenizowane”, w ktorym Autorka definiuje tg lategorig organizmow sym biotycznych (grzybi
fotobiont - sktadnik fotosyntetyzujacy). Autorka omawia morfologig (wprowadzona jest terminologia
hotaniczna zwigzana z badanymi obiektami); przedstawia takie podstawowe wiasnoéci tej grupy
organizmow istotne z punktu widzenia realizowanej pracy. sdolnoéci adaptacyine, ktore umozliwiajg
kolonizacje praktycznie wszystkich ekosystemow nasze] planety. W szczegolnosci istotna jest

odpornosé na skrajne warunki srodowiskowe - naturalne, gdyz zanieczyszczenia s3 powodem ich
obumierania co skutkuje silnym zubozeniem gatunkowym na terenach uprzemys’rowionych. 7 punktu
widzenia pracy istotna jest, potwierdzona eksperymentalnie (str.18-211 literatura tam cytowana)
odpornosc na samarzanie i wysuszanie, przy sachowaniu zdolnosci metabolicznych, w tym do
fotosyntezy. '

7dolnodci te wymagaja wyjaénienia, istnieja praby opisu mechanizmow, przy pomocy ktérych grzyb
chroni pleche przed skutkami zamarzania wody, tworzenia krystalitow, takie jak wydzielanie
krioptrotektantow (polialkohole, weglowodany), czy substancji zelowych lub prowadzenie
stymulowanego wzrostu krystalitow lodu w przestrzeniach zewnatrzkomérkowvch.

7dolnoéci grzybow slichenizowanych, do przetrwania w warunkach anabiozy (w tym przypadku
anhydrobiozy) zwigzana jestz wiasnoéciami higroskopijnymi plechy, po uwodnieniu plecha powraca
do normalnego metabolizmu, ktorego intensywnosc zalezy od stopnia uwodnienia.

Whasnosci te czynia z grzybow slichenizowanych interesujacy obiekt badawczy, W kontekscie badan
fizykochemicznych i biologicznych: charakterystyki standw wody, procesow hydratacji i dehydratacji
oraz ich konsekwencji biologicznych.

Uwaga_01. W rozdziale wstepnym, zasadniczo dobrze napisanym, wedtug opinii Recenzenta powinny
sie pojawic informacje o kluczowych wiasnosciach wody (w postaci osobnego krotkiego
podrozdziatu), cieczy wyjatkowej, albowiem problemy hydratacyjne sa podstawowe dla recenzowanej
pracy. Rozdziaf taki bardzo wzmocnitby wewngtrzng sp_ﬁjnoét’: narracji. W szczegdlInosci uwagi
dotyczace roli wody zwigzanej (redukcja stopni swobody ruchu molekut H20 i swobodnej oraz
podatnos¢ tych dwu rodzajéw wody na zamarzanie,

Ocena takich stanow H,O wymaga opracowania wiaéciwej metodyki badawczej a nastepnie oceny na
ile stosowane metody i interpretacja wynikow pozwalajg na realizacje celu (-O6w) pracy.

Roz.2. Metodom badawczym uzytym W pracy poswigcono Rozdziat 2 (str.27-53), zatytutowany
Metody Badawcze”.

Pierwsza omawiang metoda jest spektroskopia Magnetycznego Rezonansu lgdrowego (NMR), jedna z
dwu podstawowych metod badawczych stosowa nych w pracy (Roz. 2.1, str. 27-48). Je] podstawy
teoretyczne w Ujgciu podano w ujgciu potklasycznym (str.27-34}) ; prezentacjg zakoticzono
demonstracjg réwnan Blocha (wzory 29,30,31, str.36). Rozdziat jest kontynuowany (Roz.2.1.3, str.36-
37), omowieniem procesow relaksacyjnych; wymieniono mechanizmy relaksacji jadrowej (Roz.2.1.3)
pokazano wyraZenia opisujace oddziatywanie dipolowe (str.37, nagle pojawiaja sig operatory sie
operatory spinowe [*, ') oraz w podrozdziale nastgpnym 2.1.4 wyrazenia na czasy korelacji w ujeciu
teorii BPP (Bloembergen, Purcell, Pound) (str.38-40).

\W rozdziatach tych brak jest cytowane;j literatury, poze wspomnieniem w opisie Tabeli 1 (str.28,
skadinad z btedng data publikacji). Omawiany rozdziat zasadniczo ma charakter podrecznikowy | jak
sadze prezentowany rozdziat opiera sie o dwie pozycje wymieniane w spisie literatury jako [24,25] ale
nie sg one cytowane. Prezentowana teoria jest opracowana poprawnie. Strona redakecyjna
pozostawia sporo do zyczenia, opis sprawia wrazenie nieckompletnego i napisanego w poépiechu bez
niezbednej kontroli. Np. wyrazenia na szybkosci relaksacji spin -sie¢ (1/T1) (36, str.38) i spin-spin (1/T2)
(37, str.38) nie 53 opisane, symbole uzyte nie sg ohjasnione.



- Rozdziat nastepny (2.1.5, str.40-44), istotny z punktu w.dzenia analizy i interpretacji eksperymentu
wprowadza pojecia ksztattu linii NMR (Lorenz, Gauss, Abragam) i ich zwigzku z charakterem ruchu
molekularnego. Opisano charakter sygnatu NMR w domenie czasu FID (sygnat swobodnej precesji-
Free Induction Decay), bez wprowadzania jej definicji; oraz przejscie do domeny czestotliwosciowej.
Pojawiaja sie wyrazenia dla probek cieklych (eksponenta i funkcja Lorenza) i statych (FID w postaci
funkeji Abragama i jej transformata Fouriera (wzory 45, 46 , str. 41 oraz 47, 48 str. 42; a nawet
rozwiniecie FID w szereg momentow statystycznych (wzér 50, str. 43). Oraz dodatkowo komentarz o
ilorazie My?/Ma z uzasadnieniem, ze model Gaussa mozna stosowac do prébek porostéw (powotanie
na wyniki z wczesniejszych eksperymentow (str.43).

Uwaga_02. Przedstawiony opis jest bardzo ogélny, zasadniczo poprawny, zawiera niezbedne
informacje o charalterze encyklopedycznym. Wymieniane wyrazenia sg znane, w spisie literatury
pojawia sie fundamentalna monografia Abragama pod numerem 1, ale nie jest cytowana. Cytat
pojawia sie tylko w komentarzu do ilorazu momentéw Ma/M?%. (Generalnie takze w tym rozdziale
brak odniesien literaturowych).

Uwago _03. Zdaniem Recenzenta kolejnos¢ rozdziatdw winna by¢ odwrotna. Roz. 2.1.6 (str.44-46), w
lktorym wprowadzono opis metody impulsowej rejestracji sygnatu NMR, a taki sposob rejestracji
sygnatu uzywany jest w pracy) oraz FID wraz z definicjg tej wielkosci i przejécie do domeny
czestoéciowe] przez transformate Fouriera winien poprzedza¢ Roz. 2.1.5. Od metody do analizy i
opisu wyniku.

Szczegdlnie, e w rozdziale nastepnym zatytutowanym ,Zaleznosci hydratacyjne sygnatu *H NMR”
(2.1.7, str. 46) pojawiajg sie formuty wigzace zjawiska adsorpcji wody i sygnatu *H NMR, kluczowe dia
interpretacji pomiardow NMR-owskich. Albowiem Autorka stwierdza (str.46) ,, Ze dla probek , w
ktérych zachodzi zjawisko adsorpcji molekut do powierzchni zaleinosc hydratacyjna stosunku
sktadowef cieczowej L (w terminologii stosowanej w pracy) do sktadowej statej S zmienia sie linjowo w
funkcji hydratac)i”. Opisujg to formuty (55), (56),(57),(58),(59) (str.46-47) , a te z kolei odwotuja sie do
pracy, ktdrej nie ma w spisie literatury (Haranczyk et al., 1999).

Recenzent odnalazt wprawdzie te prace (Holzforschung, 53, 1999, 299-310) i zapoznat sie z jej
wynikami oraz irm\jmi pracami o podobnym charakterze), w ktérych do opracowania wynikow
zaleznodci hydratacyjnej sygnatu *H NMR uzyto wzordw o identycznej postaci. Konkluzja po dokenaniu
takich studiéw bytaby nastepujaca: stosunek sygnatu c eczowego (L) do sygnatu statego (S) jest uznany
za miare ilosci wody zwigzane] w probce czyli w terminologii Autorki {Autorow) Am/mg (formuta 58,
str.47) . Formuty, od 55 do 59 opisano prawidiowo,

Mastepny Rozdziat 2.2 (str. 48-52) ,Adsorpcja. Modele izotermy sorpcyjne]” omawia procesy adsorpcji
Talze ten fragment tearetycznej czesci pracy jest kluczowy dla interpretacji wynikdw, albowiem w
pracy badane sg procesy adsorpcji wody na wybranych grzybach zlichenizowanych.

Adsorpcja to ogdlnie gromadzenie sie okreslonej substancji na powierzchni granicznej dwu faz. W
pracy adsorpcja na badanych grzybach (plecha, zarodniki, todyzki) ma miejsce z fazy gazowej. Badanie
proceséw adsorpeyjnych, a szczegdlnie adsorpcji wody w uktadach biologicznych, poczawszy od
najprostszych, molekularnych np. biatka, kwasy nukleinowe itd., poprzez struktury komérkowe i
tkankowe ma dtuga historie i bogata literature, z duzym udziatem metod rezonansu magnetycznego
{NMR) i metod ldasycznych, termodynamicznych. Zastosowania analizy procesow adsorpeyjnych
obejmuja zakres od chemii budowlanej poprzez przemyst spozywczy, drzewny do zastosowan
specjalistycznych, wszedzie tam, gdzie nastepuje kontakt faz. Temat jest zatem wazny ogdélnie.

W Roz. 2.2 Autorka omawia zjawisko adsorpcji fizycznej oraz modele izoterm adsorpeyjnych uzyte w
pracy do interpretacji wynikéw. Rozdziat jest skrétowy, problemy i ogdlna terminologia
termodynamiczna stosowana do opisu procesow adsorpcyjnych nie sg wspomniane pomimo istnienia
padrecznikéw z tego zakresu w tym takze w jezyku polskim. Jeden jest wymieniony w pracy (Z.
Sarbat, pozycja 47 w spisie literatury ). Autorka poprawnie omawia 3 izotermy Langmuira (L}, BET




(Brunauer, Emmett, Teller) oraz izoterme GAB (Guggenheim, Anderson, de Boer}-Dent. Formuty dla
tych izoterm (wzory 60, 61,64; str. 51§ 52) wraz z ich transformacjami do postaci parabolicznych dla
izoterm BET i GAB-Denta podane sg w specyficznych piistaciach zaleznosci Am/mq, wzglednego
przyrostu masy wody zaadsorbowanej do suchej masy jako funkcji wilgotnosci i parametrow danej
izotermy (wzér 60 i nastepne). Jest to uwarunkowane metodyka eksperymentu (rozdziaty dalsze, w
kiorych te formuty w /w postaci sg uzywane). Formuty w w/w postaci wymagajg objasnienia. Teorie
(L), BET lub GAB-Dent operujg pojgciami miejsc aktywnych, na ktérych dokonuje sie jedno-lub
wielowarstwowa adsorpcja i na powierzchniach ptaskich. Jak rozumiem we wzorach na izotermy Am
jest powigzana ze srednig liczbg wszystkich zaadsorbowanych molekut relacja proporcjonalnosci,
natomiast AM jest masg wody, ktéra wysycitaby wszystkie dostepne w danych warunkach miejsca
wiazace (pojemnos¢ adsorpeyjng). Kwestia ta domaga sig gtebszej dyskusji i komentarza.
Uwaga._04. (a) Wielko$¢ aw (str.49) jest niedodefiniowana ,wilgotnos¢ wzgledna wyrazona
utamkiem”- jakim?, jak sadze p/pa?

(b) W formule na izoterme Denta, wspétczynniki Co oraz C (wzor 64 i objasnienia ponizej) nie zostaty
zdefiniowane, wspdtczynnik a w ogole w formule nie wystgpuje.

(c ) Rys. 8 (str.51), na osi odcietych parametr h nie zostat opisany (domyslnie to humidity 7, ale
nalezato podaé zwigzek z parametrem aw, wystepujgcy *h we wzorach na izotermy adsorpcji); s3g to
wielkoéci tozsame ale inaczej oznaczone, czy tez napra: vde aw to aktywnosc wody (water activity)?.
Aktywnoéé wody jest réwna wzglednej réwnowagowej wilgotnosci ERH (%) (ERH- Equilibrium Relative
Humidity) dzielonej przez 100 (aw = ERH/100).

(d) Z kolei izotermy adsorpcji na tym rysunku (Rys. 8., str.51), zostaly, jak sadzg, uzyskane w wyniku
symulacji izoterm L, BET i GAB-Dent przy zatozeniu pewnych wartosci parametrow symulacyjnych,
parametry te nie zostaty podane, a powinny.

W rozdziale 2.3 , Kinetyka adsorpcji” opisujacy przyjeta jedno-ekspotencjalng formute dla opisu
kinetyki adsorpcji

Rozdziat 2.4. ,Skaningowa kalorymetria rdznicowa DSC” (str.52-53)

Opis obejmuje podstawy metody DSC (DSC-Differential Scanning Calorimetry) i jest recepcja pozycji
[51] w spisie literatury.

Podsumowanie Rozdziotu: Opis metod teoretycznych jest fragmentaryczny, ma charakter recepcyjny i
wymaga od Recenzenta studiowania literatury oryginalnej, przeliczania formut, badania zasadnosci
zatozen. Szczegdlnie, ze caty Rozdziat nie posiada sensownych odnosnikéw literaturowych; z
przeprowadzonych studiéw Recenzent wie, ze formuty byty uzywane w pracach oryginalnych, w tym
takie w tych pracach, ktérych Doktorantka jest wspdtautorka ale takie odnosniki winny sie pojawic.
Roz.3 Materialy i metody, przygotowanie prabek

Podrozdzial 3.1" Przygotowanie prébek”

Uwaga_01. Metodyka, prébki pochodzity z zielnika Instytutu Botaniki UJ, wilgotnosc wzgledna
przechowywania 30%. Sucha mase (nie wiadomo ile wynosita dia kazdego rodzaju probek) oznaczono
w wagosuszarce RADWAG MAB0.3Y(temperatura 70° C). Wyznaczono wilgotnosc wzgledna.

Pomiary adsorpcji (poprzez pomiar zmian masy wagg RADWAG WAX 110) dokonywano klasyczng
metodg grawimetryczng (EMC-Equilibrium Moisture Content), parametry czasowe dobierano
doswiadczalnie wilgotnosci wzgledne oznaczano metoda eksykatorowa.

Uwaga_05. Prébki plechy rozdrabniano (str.55), czy owocniki lub todyzki takze, badano takze
fragmenty catej plechy. Jakie byly masy tych obiektéw uzyte w doswiadczeniach?.

Uwaga_06. W tabeli wilgotnosci wzglednych nie podano zrédet literaturowych lub norm europejskich
(IUPAC), normy takie istniejg dla poszczegdlnych nasyconych roztwordw soli a roztwory byty
sporzadzane, jak mam nadzieje, zgodnie z ich wytyczny mi (wskazuja na to roztwory uzytych soli).




stosowana metodyka jest zasadniczo poprawna wymaga jednak dodatkowych komentarzy
uzupetniajacych, szczegolnie istotnych z punktu widzenia podrozdziatu 3.2 ,Spektroskopia H NMR”
(str.55-56)i3.3 ,, Relaksometria "H NMR". Sposoby uwadniania probek do warunkéw pomiarowych
spektroskopii NMR realizowanych réznymi aparatami (str. 55, rejestracja widm i str.56 relaksometria)
byty podobne, metoda eksykatorows. Jakie dobierano masy probek, rozmaitego rodzaju (plechy,
owocniki , fodyzki- wspotezynnik wypetnienia) albowie n stosowano roine metody pomiarowe do

rejestracji widm NMR probek o rozmaitym stopniu uwodnienia, wyznaczania czaséw Ti (IR-Inversion
Recovery), Tz, kinetyki itd.

Podano parametry dotwiadczen NMR zarowno dla pomiaréw spektroskopowych (spektrometr
aruker Biospin Bo=7T, impulsy n/2), jak tez relaksometrycznych (spektrometr WNS HB65,0.7 T,
impulsy n/2), jak tez sposoby traktowania danych eksperymentalnych celu obliczenia optymalnych
paramefrow dopasowania (algorytm Leveneberga-Marguardta (str.56), w oprogramowaniu OriginLab
i programie CracSpin).

Podsumowanie metodyki: metodyka zostata przedstawiona w sposeh poprawny, ale nie do konca
precyzyjny, uwagi zamieszczono pOWYZej.

Rozdziat 4. Wyniki”

Podrozdzial 4.1 Kinetyka hydratacji

prébki hydratowano z fazy gazowej. Okazato sie (metoda dopasowania do funkeji eksponencjalnej jub
ich superpozycji), ze dla niskich stopni wilgotnosci uzyskano kinetyke jedno—eksponcjalna dla érednich
(powyzej 88% wilgotnosci dwu-eksponecjang dla wszy: tkich trzech rodzajow prébek usne aurantiaco-
atra tzn. todyzek plechy, owocnikéw oraz probek cate] | lechy. Rys.10,11,12, Tabela 3 i 4 pokazuja
wartosci parametrow dopasowania do w/w przebiegdw jedno- i dwu -eksponencjalnego (str.58-62),
przy réznym dia kazdej prébki poziomie hydratacji przy wilgotnosci 0%.

Autorka interpretuje wyniki w wskazujac, ze s3 za e przebiegi odpowiedzialne réne frakcje wody
silnie, 4ciéle i luzno zwigzana. Dla kazdej ze skfadowych utozsamiono wspdtczynniki
przedeksponecjane A; w odpowiednich eksponentach z poziomem nasyceniowym danej frakgcji
saadsorbowanej wody, ato z kolei po zsumowaniu daje catkowite stopien hydratacji dla ustalonej
wilgotnosdci. W kazdym z badanych przypadkow ohserwowany jest szybki wzrost hydratacji catkowite]
po przekroczeniu pewnego poziomu wilgotnosci wzglednej, réznej dia roznych probek. Jest tO
interesujaca obserwacja wymagajaca objasnienia. Otrzymane wartoéci sg porownywane z wynikami
uzyskanymi dla innych gatunkow grzybow, we weczesniejszych eksperymentach.

Podrozdziat 4.2. Izotermy adsorpcji

Konstrukcja izotermy sorpcyjnej jest opisana bardzo krotko. Zsumowano wartoéci wspotczynnikow A;
otrzymane dla kazdej z wa rtoéci wilgotnosci wzglednej (przydatby sie tabelka). Wyniki pokazano w
postaci dopasowania do izoterm BET i GAB-Denta (Rys 13, str. 63-64, uwaga t[h} to po prostu h?)
argumentujac, ze uzyskano sigmoidalny ksztalt izotermy adsorpcji”, a tego typu postac izotermy
rwykle dobrze odwzorowuje zjawisko adsorpc]i wielowarstwowe]”.

Obliczenia parametréw b oraz b; w modelu GAB-Denta dla badanych prébek (fodyzki, owocniki,
plecha) (Tabela 5. 5tr. 65) oraz Rys. (nienumerowany <tr.65 ?, Rys.15. str.66), na ktorych pokazano
dopasowania izoterm BET i GAB-Dent w postaci parabolicznej, sugeruja, aczkolwiek w mojej opinii nie
do konca przekonuja, ze model GAB-Dent lepiej oddaje proces hydratacji z fazy gazowej, dla
rozwazanych procesow adsorpeyjnych w przypadkach izolowa nych fragmentéw plech, owocnikow i
catych plech (Rys.14, str.63-64, Rys.15. str. 65-66) . Pokazane rysunki i wyniki dopasowania wniosek
taki sugeruja.

Podrozdziat 4.3 Zaleznosci hydratacyjne widm *H NMR

Pomiary spektroskopowe plech wykonano w catym zakresie uwodnien z fazy gazowej (str.67). W pracy
pokazano przyktadowe widma (Rys. 16, str.67-68,) wraz z dopasowaniem funkcji reprezentujacej
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skiadowa stata As (w postaci funkcji Gaussa) i cieczowg A, (funkeja Lorentza){wzdr 72, str.67).
Dokonano zatem dekompozycji widma na dwie sktadowe. Widoczny jest zanik sktadowej statej ze
wzrostem poziomu uwodnienia, co zostato pokazane (str.69) poprzez wyliczenie szerokosci linii
Gaussa i Lorentza jako funkcji stopnia uwodnienia (Rys.17. str.69), zidentyfikowano zwezenie linii
Lorentza ze wzrostem stopnia uwodnienia ( linia gaussowska takze zwegza sig nieznacznie), podano
obliczony $redni czas relaksacji spin-spin T*;s= 10.4 pS (wzér 73); oraz zinterpretowano roznicg z
pomiarami relaksometrycznymi, ktére pojawiajg sig¢ dopiero na stronie 77, jako mozliwy efekt
aparaturowy. Wykreslono takze zalezno$¢ sygnatu cieciowego (lorenzowski) w jednostkach sygnafu
statego (gaussowski); otrzymano zaleznos¢ nieliniowg, ‘<tora dopasowano funkcjg wymierng (wzor 58,
str,47).

Uwaga_07. Rysunki w tekscie sg btednie ponumerowane zamiast 15 winno by¢ 16,zamiast 17, winno
by¢ 18. Na rysunkach zdaniem recenzenta powinny sie pojawic parametry dopasowania np. Ay A itd,,
utatwitoby to czytanie tekstu

4.4 Zaleznosci temperaturowe widm *H NMR.

Wyniki obejmuja dwie sekwencje pomiarowe dla réznych poziomow uwodnienia (67% 19 %) w
zakresie temperatur 215 -295 K. Mierzone pleche. Wyniki analizowano przy pomocy superpozycji
funkeji Gaussa i Lorenza (Rys.20, str.73) . Zaobserwowano wzrost szerokosci potéwkowe] linii
gaussowskiej oraz lorenzowskiej (Rys.21, str.74), co jest zjawiskiem naturalnym zwigzanym ze zmiang
ruchliwosci protondw przy obnizaniu temperatury dla obu pozioméw hydratacji. Dla niskiego stopnia
uwodnieni stosunek sygnatéw S./Se jest tagodny, monotoniczny, , co moze zdaniem Autorki $wiadczyd
o niekooperatywnym unieruchomieniu czasteczek wody (Rys.22, str.75),natomiast dla wyzszych
stopni uwodnienia (Rys.23, str.76) obserwowany jest skok, za ktory prawdopodobnie odpowiada
proces krystalizacji.

Uwaga_08. Czy w pomiarach pofozenia linii gaussowsk.ej i lorenzowskiej (Rys.24, str.76} byt uzywany
jakis standard?

Podrozdziat 4.5 Pomiary relaksacyjne. Wyniki relaksometrii *H NMR

Pomiary relaksometryczne (rejestrowano sygnaty FID) w temperaturze pokojowe]j w petnym zakresie
uwodnien, pomiary przeprowadzono dla dwu réznych probek Usnea aurantico-atra, oznaczonych jako
| (Rys.25, str.77) oraz Il (Rys.26,str.78) oraz Rys.27, str. 79), na ktorym pokazano sygnaty FID przy
ré2nych poziomach uwodnienia prébki, z wystepujacym tzw. beat pattern dla niskich poziomaéw
uwodnienia. Ksztattowi ,beat pattern” przepisano obecnos¢ uktadzie fazy szklistej. Uzywano 3
réznych funkeji do dopasowania danych doswiadczalnych zaleznosci od poziomu uwodnienia,
Abragama (sktadowa stata) i jedno-eksponcjalng dla sktadowej mobilnej (wzdr 75. 5tr.80) dla niskich
pozioméw uwodnienia oraz dwie sktadowe eksponencjalne i funkcje Gaussa (dla sktadowej statej) dia
poziomdéw uwodnienia wyzszych (wzér 76, str.76) . Procedury dopasowania pozwolity na wyznaczenie
parametru a w funkcji Abragama (str.78) i czaséw relaksacji T* (Rys.28, str.81) dla sktadowej stafej i
zidentyfikowanych dwu sktadowych od protonéw mobilnych. Stwierdzono, ze T*,5 praktycznie sie nie
zmienia ze stopniem uwodnienia i wykreslono w oparciu o formuty (58 i 59, bfednie podano numery
68 1 69) Ly/L araz (Li+Ly=L)/S wyliczajac parametry dopasowania (Rys. 29, str. 82) oraz wartosc stezenia
nasyceniowego rozpuszczalnej frakeji statej.

Zasadnoéc uzycia krzywej Gaussa wsparto obliczeniem drugiego (M) i czwartego (Ma), str.83)
momentu statej sktadowej FID ( obliczeri nie pokazano, brak takie odnosnika literaturowego np.
monografii Abragama), natomiast wykresy wartosci Mai Ma w funkcji stopnia uwodnienia (Rys. 30 31,
5tr.83, w tekécie odniesienie jest nieprawidtowe jako Rys. 29,30) sugeruja wzrost mobilnosci frakcji
statej plechy a stosunek M*/M>? jest bliski 3, zatem sygnat jest faktycznie w przyblizeniu gaussowski.
podrozdziat 4.6. Czas relaksacji spinowo-sieciowe] T1. Pomiar przeprowadzono w metoda IR ( IR -
Inversion Recavery), dla zdehydratowanych prébek w przedziale temperatur 295 do 215 K i w funkcji
odstepu pomiedzy impulsami i 1 /2 (Rys.32, str.84), identyfikujgc dwie skfadowe gaussowska

6




wi

(protony o ograniczonej mobilnosci) i lorenzowska (protony mobilne, analiza w ramach modelu
dwueksponencjanego (Rys.33). Autorka nie podaje wartosci amplitud As i A.. Opis nie jest do korca
jasny; czy dla kazdej gaussowskiej i lorenzowskiej czesci zidentyfikowano tylko jedna skfadowg dla
kazdej ? Na Rys.32 s3 widoczne dla plechy suchej dwie sktadowe widma.

Koricowym efektem jest wyznaczenie energii aktywacji dla relaksacji spinowo -sieciowej dla dwu
zidentyfikowanych sktadowych czasu relaksacji T, na podstawie formuty typu Arrheniusa (Rys.34,
str.86).

4.7 Eksperymenty inkubacyjne DSC

Badania DSC prowadzone na nieco innych erganizmach, ale z podobnego siedliska. Po schtodzeniu do
temperatury -60° C, ogrzewano do -20 °C i rejestrowano termogramy dia plechy T.
comlicatulum (Rys. 35a i b. str. 87, w tekicie btedne odniesienie do Rys. 34 a, b) i Cetraria aculeatea
(odniesienie w opisie jest do pracy z roku 2018 a nie jax wskazano w pracy 2019). Zaobserwowano
silng asymetrie pikéw DSC po okresie inkubacji (2 godz.) w niskiej temperaturze. Asymetria plikow
DSC wiazana jest z obecnoscia wody w komdrkach fotobionta lub tez obecnoscig kompartymentow, o
obnizonej temperaturze topnienia lodu? {Autorka chyba omytkowo napisata topnienia wody) (str.89).
Uwaga_09. Autorka twierdzi, ze ” Krzywe zostaty roztozone na dwie sktadowe tj. Symetryczng czesc
gtéwna i pik niskotemperaturowy. Zaleznosci hydratacyjne obszaru pod gtéwnym pikiem i pod pikiem
niskotemperaturowym mialy postac liniowa”. Brak jest jakiegokolwiek odniesienia. Recenzent

odnalazt prace (cytowanie w pracy w opisie rysunku faktycznie w tej pracy z Polar Biclogy podobne
wykresy sie pojawiaja).

Uwaga ogdlna w spisie literatury jest o wiele wiecej pozycji anizeli pozycji cytowanych w tekscie.
Autarka nie powotuje sie na nie w miejscach, w ktdrych to powotanie winno wystapic.

Roz.5 Dyskusja wynikow (Str. 90-94) i Roz. 6. Wnioski (str.95-96)

Rozdziat 5 jest podsumowaniem i recepcja informacji zawartych we weczesniejszych rozdziatach pracy i
takie tez tytuty majg nienumerowane podrozdziaty np. Kinetyka hydratacji z fazy gazowej ( str90-91)
czy lzoterma sorpcyjna (str.91-92) itd.. Wartosci parametrow sg poréwnywane do ich wartosci
uzyskanych dla innych typdw porostow, uzyskanych w podobnych typach eksperymentow.
Analogiczny charakter ma takze nastepny Rozdziaf 6.. Rozdziaty te sg podsumowaniem wynikow i
nieco utatwiaja poruszanie sie po catym tekécie i porzadkowanie informacji oraz koncowa pozytywng
ocene cafosci.

Komentarze koncowe:

1. Brak jest komentarzy na temat czesci numerycznej, istotnej dia uzyskanych parametrow
i dyskusji , poréwnafti z innymi grzybami zlichenizowanymi. Autorka podaje tylko wyniki
dopasowania oraz obliczone parametry. Patrzgc na dos¢ ztozong strukture wyrazen
uzywanych w procedurach dopasowania trudno unikna¢ problemow. Metody
optymalizacyjne sg metodami iteracyjnymi i znalezienie dopasowania np. dwu fub
trzech eksponent jest procedurg nalezaca do tzw. problemdw Zle uwarunkowanych.
Trudno okresli¢, kiedy sie konczy jedna krzywa a zaczyna nastgpna.

2. Dane doswiadczalne dla izoterm byty analizowane tylko dla 3 ich rodzajéw, praktycznie
dwéch BET i GAB-Dent. Skad to ograniczenie ? Czy prébowano (w recenzowanej pracy |
w innych pracach dotyczacych tej tematyxi nie znalaztem takich préb). Wzmocnitoby to
proces analizy | pogtebito znajomosé fizyki problemu. Znanych jest ponad 100 izoterm, o
réznej iloici parametréw a kilkanascie z nich daje sie sprowadzic do postaci
parabolicznej.

3. Czy prébki plechy byly zywe, czy martwe, czy prowadzono na probkach najprostsze testy
przezyciowe np. z btekitem metylenowym?.




4. Zgadzam sie, e wystepowanie wody w dwu (moze trzech?) stanach mozna uznac za

whniosek dobrze udokumentowany wynikami eksperymentow.

5. Interpretacja pomiaréw NMR -owskich zaktada tak naprawde kontakt dwu
jednorodnych (ptaskich powierzchni) o roznym ,stanie wody” i z takiego zatozenia
wynika cata metodyka i wybér sposobu interpretacii, zwiazek z realng sytuacja,,
morfologia probek jest raczej teoretyczny?

6. Podano w pracy wiele interesujgcych obserwaciji, spostrzezen, interpretowanych dosc
jednostronnie, brak jest odniesier postulowanych mechanizmow do badan na
prostszych uktadach, na ktérych zademonstrowano jasno takie wtasnie zachowanie.

7. Nawiazania do zwigzkéw pomiedzy konkretnymi wynikami pomiarow a ich relacja do
mechanizméw obronnych maja charakter do$¢ przypadkowy, pojawiaja sig w réznych
miejscach np. str. 78., podsumowanie i bardziej systematyczne ujecie pojawia sie
dopiero w Rozdziatach 5,6.

8. Izotermy sa bardzo czesto stosowane w czlu zrozumienia oddziatywania wody (lub
innych czynnikéw) z badanymi materiatami. lzotermy uzyte w pracy nalezg do
najbardziej popularnych i opierajg sie na wyidealizowanych zatozeniach fizycznych. Ale
stuza, takze w pracy, do okreslenia pewnych wtasnosci np. pojemnosci
jednowarstwowej, ktdra z kolei definiuje ilos¢ miejsc sorpeyjnych dostepnych w danym
materiale dla danych warunkéw). Sformutowanie takie jest jednak rownowazne
stwierdzeniu, ze ten wyidealizowany model odzwierciedla rzeczywiste oddziatywania
np. w naszym przypadku plecha-woda.

9. Modele uzywanych izoterm mogg i sa zredukowane do tzw. postaci parabolicznej (aw/
EMC) i na ich podstawie sg wyliczane i interpretowane wifasnosci fizyczne badanego
obiektu. Zwyczajowo modele te dobrze sie dopasowujg do danych elsperymentalnych,
stad tez zapewne bierze sie ich popularnos¢ (takich modeli, parabolicznych jest
kilkanascie). Samo dopasowanie nie jest rownoznaczne z rzeczywista fizykg problemu.

10. To czego brakuje Recenzentowi to obliczenia wielkosci termodynamicznych, ktére
charakteryzuja badane uktady, a ktére z izoterm i danych NMR mozna uzyskac (7). Moga
stuzy¢ jako wielkoéci fizyczne do analizy poréwnawczej wielu organizmow, miedzy
innymi grzybow zlichenizowanych badanych w ciggu wielu lat w Zespole. Np. rownanie
BET mozna zapisa¢ w postaci liniowej a formuta w tej postaci stuzy do wyznaczania
powierzchni wiaéciwej adsorbentu i jest metoda klasyczng. Moze to by¢ wskazdowka w
dalszych badaniach.

Uwagi konhcowe.

1

Praca ma charakter czysto doswiadczalny. Merytorycznie zaprezentowane podejscie jest
systematyczne a wykonane pomiary termodynamiczne i NMR-wskie wzajemnie sie
uzupetniaja. W wykonanie eksperymentdw i ich opracowanie wiozono mndstwo dobrze
wykonanej pracy; szkoda, ze nie zostato to w wielu przypadkach w sposob przekonywujacy
pokazane i uzasadnione w prezentowanym tekscie.

Lektura pracy jest trudna, wymaga od czytelnika dodatkowej lektury i analizy, jezyk jest czesto
schematyczny, ogdlnie redakeja pracy jest niedopracowana, wiele elementow jest
prezentowanych bardzo pobieznie i obniza wal to$¢ odbioru pracy jako catosci. Recenzent ma
nieodparte wrazenie, e nie doszto do krytycznego przegladu ostatecznej wersji pracy i stad
uchybienia (wskazane miedzy innymi w recenzji); moze z powodu braku czasu. Mam nadzieje,
e Daktorantka ustosunkuje sie do komentarzy i uwag zawartych w recenzji.



3. Stwierdzam jednoczeénie, ze zawartoié pracy i wspétautorstwo Autorki w pracach
cytowanych (str. 11), Swiadczy, e Doktorantka opanowata podstawy teoretyczne
analizowanych zjawisk, stosowanych w pracy metod badawczych oraz wykazata sie
umiejetnoscig ich praktycznego zastosowania uo rozwigzania postawionego w tytule pracy
problemu badawczego,

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny praca doktorska Pani mgr Pauliny Kijak
zatytutowana ,Badanie molekularnych mechanizméw odpornosci na przemarzanie wysuszanie
antarktycznego grzyba Zlichenizowanego Usnea aurantiaco -atra” spetnia kryteria stawiane
kandydatom zwarte w Ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2018. poz. 1668, art.187)
i wnosze o dopuszczenie mgr Pauliny Kijak do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Zenon Matuszak



